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Medullary Outer Collecting Duct, canal collecteur médullaire externe
Mineralocorticoid Receptor, Récepteur Minéralocorticoide
Néphropathie diabétique

Nuclear Export Signal, signal d’export nucléaire

Nuclear Factor of Activated T-cells 5

Nuclear Localization Signal, signal de localisation nucléaire
nucléotide

paire de bases

Proximal Convoluted tubule, tubule contourné proximal
Polykystic Kidney Disease, maladie polykystique des reins
miARN précurseur

miARN primaire

RNA Binding Protein, Protéine de liaison a ’ARN

RNA Induced Silencing complex

Reverse Transcription- quantitative Polymerase Chain Reaction
Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis
Semaine de Gestation

Serum and Glucocorticoid-regulated Kinase 1

Thick Ascending Limb, branche ascendante de I'anse de Henlé
Thick Descending Limb, branche descendante de I'anse de Henlé
Tumor Growth Factor [

Tetradecanoyl phorbol acetate inducible sequence 11b
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TonEBP
TTP
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Tonicity responsive Element

Tonicity responsive Enhancer Binding Protein
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ZFP36 ring finger protein like 1

With No lysine 1

Wilms Tumor, tumeur de Wilms

NB : Les abréviations anglaises sont indiquées en italiques



Liste des productions scientifiques

LISTE DES PRODUCTIONS SCIENTIFIQUES

Publications présentées dans cette these

Article 1

miR-324-5p and miR-30c-2-3p Alter Renal Mineralocorticoid Receptor Signaling Under
Hypertonicity.

Thi An Vu, Ingrid Lema, Lydie Cheval, Imene Hani, Laura Atger-Lallier, Vilayvane Souvannarath, Mélanie
Souvanheuane, Yannick Marie, Sylvie Fabrega, Anne Blanchard, Jerome Bouligand, Peter Kamenicky,

Gilles Crambert, Laetitia Martinerie, Marc Lombes, Say Viengchareun.

Cellular and Molecular Life Sciences, 2021, manuscrit en révision.

Article 2

Involvement of miR-324-5p and miR-30c-2-3p in the Post-Transcriptional Control of Renal
Mineralocorticoid Receptor Expression During the Perinatal Period

Imene Hani, Thi An Vu, Julie Perrot, Laura Atger-Lallier, Eric Pussard, Pascal Boileau, Peter Kamenicky,
Marc Lombeés, Say Viengchareun*, Laetitia Martinerie*.

*Ces auteurs ont contribué de facon équivalente.
Manuscrit en cours de préparation.

Publications présentées en Annexe

Article 3

Sexual Dimorphism of Corticosteroid Signaling During Kidney Development.
Special Issue on “Sexual Dimorphism in (Non Reproductive) Endocrine Diseases”.

Margaux Laulhé, Laurence Dumeige, Thi_ An Vu, Imene Hani, Eric Pussard, Marc Lombés,
Say Viengchareun, Laetitia Martinerie.
Int J Mol Sci. 2021 May 18;22(10):5275.

Article 4

The Invention of Aldosterone, How the past Resurfaces on Pediatric Endocrinology.
Special Issue on “The Adrenal Gland: Development, Function and Tissue Maintenance”.

Say Viengchareun, Eric Pussard, Mireille Castanet, Laurent M. Sachs, Thi An Vu, Pascal Boileau,
Marc Lombeés, Laetitia Martinerie.
Molecular and Cellular Endocrinology, 2021 Jun 29; 535:111375.



Liste des productions scientifiques

Communications orales

2018

MicroRNA 324-5p inhibts Renal response to Aldosterone by posttranscriptional control of
mineralocorticoid receptor expression.

Thi An Vu, Ingrid Lema, Jér6me Bouligand, Laetitia Martinerie, Marc Lombes, Say Viengchareun.
Symposium international ESAC/ADMIRE sur I’Aldostérone et le Récepteur Minéralocorticoide.

Erlangen, Allemagne, du 7 au 8 Décembre, 2018.

2017

Le microARN 324-5p inhibe la réponse rénale a I’Aldostérone par le controle post-transcriptionnel
de I'expression du récepteur minéralocorticoide.

Thi An Vu, Ingrid Lema, Jér6me Bouligand, Laetitia Martinerie, Marc Lombes, Say Viengchareun.
34éme Congres de la Société Francaise d’Endocrinologie.

Poitiers, France, du 11 au 14 Octobre 2017.

Annales d’Endocrinologie, Volume 78, Issue 4, Septembre 2017, pages 216 —217.
Meilleur prix de communication orale

Communications sous forme de poster

2019

MicroRNAs Regulate Aldosterone Signaling by Post-transcriptional Control of Mineralocorticoid
receptor expression.

Thi An Vu, Ingrid Lema, Jéréme Bouligand, Laetitia Martinerie, Marc Lombes, Say Viengchareun.

21°m European Congress of Endocrinology.
Lyon, France, du 18 au 21 Mai, 2019.



Avant-propos

AVANT-PROPQOS

Apres avoir achevé ma formation de médecin et ma spécialisation en pédiatrie au Vietnam, j'ai
souhaité devenir médecin-chercheur en Endocrinologie Pédiatrique, c’est pourquoi j'ai décidé de me
former a la recherche scientifique, qui doit me permettre non seulement de comprendre les
mécanismes moléculaires impliqués en physiopathologie humaine, mais aussi de faciliter une prise en
charge optimale des patients, et de nourrir ma réflexion scientifique, afin d’en tirer des legons

précieuses.

Jai eu la chance d’avoir été accueillie et encadrée, depuis mes premiers stages de recherche de
Master 1 et de Master 2 au sein de I'Unité Inserm 1185 « Physiologie et Physiopathologie
Endocriniennes », sous la direction scientifique du Dr Marc Lombés et du Dr Say Viengchareun. Dans
ce laboratoire, jai pu bénéficier d’'un bon environnement de recherche, d’enseignements
enthousiasmants d’excellente qualité, ainsi que d’échanges scientifiques treés enrichissants.
Rapidement, j’ai pu m’intégrer dans le monde de la recherche, qui était trés nouveau pour moi, et je

peux, a présent, mettre en ceuvre mes connaissances théoriques et pratiques de la recherche.

Dés mon arrivée dans le laboratoire, j'étais soucieuse de pouvoir me perfectionner et d’aller le plus
loin possible dans ce domaine d’excellence, afin de me préparer a une carriere de médecin—chercheur
en Endocrinologie Pédiatrique. L'obtention de résultats originaux et prometteurs durant mon
Master 2, m’a fortement motivée a poursuivre ce projet dans le cadre d’une Thése de Sciences sous la

direction du Dr Say Viengchareun.

Ces années de Thése ont été vraiment passionnantes et enrichissantes. En effet, j’ai pu m’investir
pleinement dans cette thématique de recherche trés novatrice qui portait sur I'étude du réle des
microARNs (miARNs) dans la régulation de I'expression du Récepteur Minéralocorticoide (MR) en
physiologie et physiopathologie rénale méme si j'ai été confrontée, durant ma these, a certaines
difficultés soit liées aux choix des techniques et des méthodes, soit liées a la pandémie de la Covid-19.
Durant cette these, j'ai ainsi pu décrypter un mécanisme de régulation post-transcriptionnelle de
I’expression rénale du MR, qui implique le recrutement de miARNs, en réponse aux variations de
tonicité, qui prévalent dans les segments néphroniques. Par la suite, j'ai pu examiner si les miARNs
identifiés sont impliqués dans la régulation de I'expression du MR durant la période périnatale, durant
laguelle les nouveau-nés présentent une perte physiologique d’eau et de sel, qui conduit a une perte

de poids dans les premiers jours de vie.



Avant-propos

Ce manuscrit présente les travaux de mes 5 années de recherche ayant abouti a un article principal

dont je suis premier auteur et qui est actuellement en révision et a deux revues.

Ce manuscrit débutera par une Introduction Générale comportant 3 parties principales : la premiere
partie décrit la physiologie de la réabsorption de sodium, avec un petit rappel sur I'anatomie et les
grandes fonctions des reins ; la seconde partie décrit la biosynthése de I’aldostérone et le mécanisme
d’action du MR ainsi que les mécanismes de régulation de I'expression et de la fonction du MR dans le
rein. La troisieme partie présente les généralités et le mécanisme d’action des miARNs, qui
représentent une autre classe de régulateurs post-transcriptionnels susceptibles de moduler
I’expression rénale du MR. Enfin, le r6le des miARNs en physiologie et en physiopathologie rénale sera

brievement abordé.

Le chapitre Résultats - Discussions sera découpé en 2 parties : la premiére partie porte sur I'étude du
contrdle post-transcriptionnel de I’expression rénale du MR par deux miARNs (miR-324-5p et miR-30c-
2-3p) en réponse au stress hypertonique. Le manuscrit est en ce moment en révision dans le journal
« Cellular and Molecular Life Sciences ». Il sera précédé d’'une bréve introduction permettant de
comprendre le contexte de I'étude et I’hypothése de travail et sera complété avec des éléments de
discussion présentant les limites et les perspectives de cette étude. Dans la seconde partie, j'exposerai,
sous la forme d’un manuscrit, en cours de préparation, les résultats préliminaires que j'ai contribués a
obtenir sur le réle de ces deux miARNs candidats dans la régulation post-transcriptionnelle de

I’expression du MR durant la période périnatale.

Une Discussion Générale permettra de mettre en perspective I'ensemble du travail effectué. Je
terminerai alors ce manuscrit avec un chapitre « Conclusion Générale ». Enfin, deux revues auxquelles

j’ai participé seront présentées en annexe dans ce manuscrit.



Introduction

INTRODUCTION

1. Physiologie de la réabsorption de sodium
1.1. Anatomie des reins et structure des néphrons

Les reins, organes pairs, appartiennent a I'appareil urinaire et assurent des fonctions majeures dans

I’'organisme. La fonction le plus importante des reins consiste a maintenir constant I’équilibre du bilan
hydrosodé (entrées et sorties d’eau et d’ions sodium). Une autre fonction importante du rein est
d’éliminer les déchets et d’excréter les produits de dégradation du métabolisme cellulaire (urée,
créatinine) et les substances étrangéres de I'organisme. Cet organe exerce également plusieurs autres
fonctions : une fonction endocrine avec la synthese de la rénine qui contribue a la régulation de Ia
pression artérielle systémique, un role dans I'érythropoiése (synthese d’érythropoiétine) responsable

de la stimulation des globules rouges par la moelle osseuse et un réle dans le métabolisme phospho-

calcique important pour la minéralisation de |'os.

Anatomie des reins et voies urinaires

Les reins humains sont deux organes rétropéritonéaux et paravertébraux pesant chacun
approximativement 150 g. Leurs dimensions sont d’environ 11 a 12 cm de longueur (la hauteur de trois
vertébres sur les clichés radiologiques), 6 cm de largeur et 3 cm d’épaisseur (Gougoux, 2009). Le rein
droit est habituellement un peu plus bas et un peu plus petit (différence de 0,5 cm) que le rein gauche.
Une capsule fibreuse et résistante entoure chaque rein. Le hile est localisé a I'intérieur du rein et

contient 'artére rénale, la veine rénale et le bassinet.

La Figure 1A montre une coupe sagittale de rein présentant une région externe d’environ 1 cm
d’épaisseur, le cortex, entourant une région interne, la médullaire. La médullaire se divise en une
médullaire externe et une médullaire interne. La médullaire est formée de pyramides de Malpighi qui
se terminent par la papille ou I'urine terminale est excrétée dans le calice. Entre les pyramides se
trouvent les colonnes de Bertin ou les artéres interlobaires pénetrent pour se ramifier et vasculariser
le parenchyme rénal. Le bassinet est une structure en forme d’entonnoir et constituée de calices
mineurs et majeurs. L'uretere prend origine a la portion inférieure du bassinet, a la jonction pyélo-
urétérale et chemine sur environ 30 cm puis se termine dans la vessie qui permet I'élimination des

urines.
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Figure 1 : Anatomie détaillé du rein et structure du néphron

A. Coupe sagittale du rein (d’aprés Lacour, 2013)

B. Schéma montrant deux types de néphron dans les zones du parenchyme rénale (d’aprés Mount, 2014)
Glo : glomérule, PCT : tubule contourné proximal, TDL : branche descendante de I'anse de Henlé, TAL :
branche ascendante de I'anse de Henlé, DCT : tubule contourné distal, CCD : canal collecteur cortical,

MCD : canal collecteur médullaire

Structure des néphrons

L'élaboration de l'urine résulte du travail effectué par les néphrons - unités microscopiques
structurales et fonctionnelles des reins. Chaque rein humain posséde de 1 a 1,5 million de néphrons
(Lacour, 2013). Chaque néphron est constitué de deux parties : le glomérule ou s’effectue la filtration
du sang et le tubule rénal assurant la réabsorption de I'eau, du sodium et la sécrétion de potassium

pour former 'urine primitive.

Le glomérule ou le corpuscule rénal (Corpuscule de Malpighi), est un réseau de capillaires situés dans
une extrémité dilatée du tubule rénale et toujours placé dans le cortex rénal. Ce réseau de capillaires
glomérulaires, qui est composé du glomérule et la capsule de Bowman, est situé entre I'artériole
afférente (pré-glomérulaire) et I'artériole efférente (post-glomérulaire). Le glomérule se compose de
guatre sortes de cellules : les cellules endothéliales, les cellules mésangiales, les cellules épithéliales

viscérales et pariétales. Le glomérule permet la filtration du plasma dans la lumiére des capillaires
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glomérulaires vers le liquide tubulaire (environ 180 litres de plasma sont ultrafiltrés par jour avec un

débit de filtration de 125 ml/min) (Gueutin et al., 2012).

Le tubule rénal est tapissé d’une couche unique de cellules épithéliales qui servent de barriére entre
le milieu intérieur et I'environnement extérieur ce qui représente la lumiéere tubulaire. Deux
membranes distinctes entourent chaque cellule tubulaire rénale qui est polarisée, la membrane
apicale ou luminale, bordant la lumiére tubulaire, et la membrane basolatérale longeant les espaces
latéraux intercellulaires et le liquide interstitiel péritubulaire. Une structure composée de jonctions
serrées relie les cellules tubulaires prés de leur surface luminale. Il y a quatre segments qui se
succedent le long du tubule rénal tres hétérogene et qui different aussi bien morphologiquement que
fonctionnellement : le tubule proximal (tubules contourné proximal) ; I'anse de Henlé (qui possede
une branche fine descendante et une branche fine ascendante) ; le tubule distal (comprend une
portion droite, la branche ascendante large de I'anse de Henlé et le tubule contourné distal) ; le tubule
collecteur (qui vient de la fusion d’une dizaine de néphrons et dans lequel se jettent les tubules
distaux), renferme le tubule connecteur, le canal collecteur cortical, le canal collecteur médullaire

externe et le tubule collecteur médullaire interne.

Le tubule proximal qui fait directement suite au glomérule assure la réabsorption massive d’eau et de
solutés. L’anse de Henlé permet la création et le maintien du gradient cortico-papillaire, nécessaire a
la concentration de I'urine finale. Le néphron distal qui comprend le tubule contourné distal, le tubule
connecteur et le canal collecteur assure I'ajustement final de I'excrétion des électrolytes et de I'eau.
L'épithélium du tubule collecteur contient deux sortes de cellules. D’abord, les cellules claires ou
principales, les plus abondantes, réabsorbent I'eau et le sodium et sécretent le potassium. D’autre
part, les cellules foncées ou intercalaires sont responsables de |'acidification urinaire. Les cellules
intercalaires de type A sécretent les protons et réabsorbent le bicarbonate, tandis qu’a I'inverse les
cellules moins nombreuses de type B sécretent le bicarbonate et réabsorbent les protons (Gougoux,

2009; Gueutin et al., 2012).

I y a deux populations de néphron : les néphrons corticaux et les néphrons juxta-médullaires
(Figure 1B). La longueur de I'anse de Henlé permet de différencier ces deux populations de néphrons.
Les néphrons juxta-médullaires ont la plus grande longueur de I'anse de Henlé et s’enfoncent
profondément dans la médullaire rénale alors que les néphrons corticaux restent plus superficiels et

représentent 85 % des néphron totaux (Mount, 2014).
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1.2. Le gradient cortico-papillaire

Les reins maintiennent un gradient osmotique « cortico-papillaire » au sein de l'interstitiel entre la
partie corticale et la partie médullaire rénale. Le tissu cortical est isotonique au plasma et celui de
I’'extrémité médullaire interne est hypertonique au plasma (Knepper, 1982; Nawata and Pannabecker,
2018). L'osmolalité du milieu interstitiel ou interstitium croit de 300 mOsm/kg dans le cortex a 600
mOsm/kg dans la médullaire externe, jusqu’a 1200 mOsm/kg dans la médullaire interne (Dantzler et
al.,, 2014; Gougoux, 2009; Nawata and Pannabecker, 2018) (Figure 2). C’'est un systéme a contre-
courant multiplicateur, qui va concentrer de plus en plus les urines passant le long du tubule rénal plus

précisément au niveau de branche large descendante.

Glomérule Tubule Canal
300 proximal Tubule 300 collecteur
H20 66 % distal
Filtration :
CORTEX 180 L]
300
MacCl
A
MEDULLAIRE el
externe
H20 15-20 % 600
—— H20
Branche ——
Branche ascendante =
descendante
1200
MEDULLAIRE
interne w
1200

Anse de Henlé

En vert : Osmolalité interstitielle (mOsm/kg H,0)
En rouge : Osmolalité luminale (mOsm/kg H,0)

Figure 2 : La concentration de l'urine et le gradient cortico-papillaire rénal

(D’aprés Gougoux, 2009)

La Figure 2 illustre la différence de perméabilité a I'eau entre les divers segments du néphron. Les
segments de I'épithélium tubulaire sont perméables a I'eau (en bleu) ou imperméables a I'eau (en

noir), ou leur perméabilité a I'eau peut varier selon les besoins de I'organisme.

La premiere partie du néphron (le tubule proximal et la branche descendante de I'anse de Henlé) est

un épithélium trés perméable a I'’eau, dont la réabsorption passive, selon le gradient osmotique, suit
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celle des solutés. Les cellules tubulaires dans ces segments du néphron toujours perméables a I'eau
possedent, dans leurs deux membranes luminale et basolatérale, des canaux hydriques appelés
aquaporine-1 (AQP1) ou CHIP28 (Nielsen et al., 1993). Ces canaux hydriques sont essentiels a la
réabsorption rapide de 90 % du volume considérable de 180 L d’eau filtré chaque jour. L’aquaporine-
1 n’est pas régulée par la vasopressine et est absente dans les parties plus distales du néphron. En
revanche, la deuxiéme partie du néphron, qui correspond a la branche ascendante de I’anse de Henlé,
est un épithélium compléetement imperméable a I'eau. Parce qu’elle est dépourvue de canaux
hydriques (Nawata and Pannabecker, 2018; Nielsen et al., 1993), sa membrane cellulaire luminale
demeure imperméable a I'eau, qui ne peut pas suivre passivement le gradient osmotique résultant de
la réabsorption de solutés. La différence de perméabilité entre les branches descendante et
ascendante de I'anse de Henlé joue un role essentiel dans le mécanisme de concentration urinaire et
dans la production de l'interstitium médullaire hypertonique et dans le mécanisme de concentration
urinaire. Cet épithélium imperméable a I'’eau est également nécessaire a la production dans la lumiére
tubulaire de I'eau libre de solutés et au mécanisme de dilution urinaire. Enfin, la perméabilité a I'eau
des cellules du tubule collecteur varie selon la présence ou I'absence d’arginine vasopressine,
I’'hnormone anti-diurétique (ADH) (Dantzler et al.,, 2014) qui augmente considérablement la
perméabilité a I'eau au niveau de la membrane luminale. Cette perméabilité variable permet, selon les
besoins de I'organisme, de retenir I’eau avec le mécanisme de concentration urinaire ou de I'excréter
avec le mécanisme de dilution urinaire. Le tubule collecteur représente donc le principal segment du

néphron régulant la réabsorption de I'eau.

Le tubule proximal, tres perméable a I'eau, réabsorbe d’une fagon iso-osmotique environ les deux tiers
de I'eau filtrée. La réabsorption d’eau est passive, selon le gradient osmotique créé par la réabsorption
de chlorure de sodium et d’autres solutés. L’'osmolalité du liquide tubulaire proximale demeure donc
égale a celle du plasma, que les reins concentrent ou diluent pour obtenir I'urine finale. Le tiers du
liquide filtré, soit environ 60 L/j, n’est pas réabsorbé au niveau du tubule proximal et entre donc dans

la branche descendante de I'anse de Henlé.

Le segment correspondant a la fin de la branche descendante de I'anse de Henlé est trés perméable a
I’eau, mais beaucoup moins au chlorure de sodium et a I'urée. L'osmolalité élevée du liquide interstitiel
médullaire attire passivement I'eau du liquide tubulaire, dont I'osmolalité augmente alors
progressivement jusqu’a une valeur maximale autour de 1200 mOsmol/kg. Cette réabsorption d’eau
diminue a 10 % du volume filtré, soit 18 L/j, et la quantité d’eau qui atteint ce segment du néphron
peut contribuer a I'excrétion d’une urine diluée ou concentrée selon les besoins de I'organisme. A la

pointe de I'anse de Henlé, avec son apparence d’épingle a cheveux, I'épithélium devient subitement
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imperméable a I'eau car les canaux hydriques AQP-1 disparaissent complétement des membranes

cellulaires luminale et basolatérale.

L'anse de Henlé, surtout au niveau de la branche ascendante, est la partie qui crée le gradient de
pression osmotique cortico-médullaire. L'urine devient de plus en plus hypotonique et le milieu
interstitiel médullaire devient de plus en plus hypertonique puisque cette partie est imperméable au
mouvement osmotique de I'eau. En I'absence de canaux hydriques et de réabsorption d’eau, la
réabsorption active de chlorure de sodium diminue progressivement, jusqu’a environ 100 mOsm/kg,
qui correspond a I'osmolalité du liquide tubulaire. En revanche, la réabsorption de chlorure de sodium
(sans eau) augmente I'osmolalité de l'interstitiel médullaire. En particulier, ce gradient interstitiel
d'osmolytes est maintenu grace a la présence de vasa recta paralleles aux branches de I'anse de Henlé
et présentant eux méme une organisation en épingle a cheveu et des perméabilités aux solutés et a
I'eau particulieres, ce qui leur permet de soustraire I'eau réabsorbée dans le collecteur tout en

trappant les osmolystes dans l'interstitiel (Gougoux, 2009).

Dans le canal collecteur, la perméabilité a I’eau des cellules est contrélée par I’hormone anti-diurétique
(ADH). En présence d’ADH, il y a un passage de I'eau de la lumiere du tubule rénal vers l'interstitium
hyperosmotique, donc I'urine devient hyperosmotique. En absence d’ADH, il n’y a pas de réabsorption
d’eau et I'urine devient hypoosmotique. Cette régulation est rendue possible grace a I'expression des
aquaporines-2 (AQP2) au niveau de la membrane apicale et des aquaporines-3, -4 (AQP3, AQP4) au

niveau de la membrane basolatérale des cellules du canal collecteur le segment canal collecteur.

1.3. Réabsorption de sodium dans le néphron

Le rein est I'organe clé du maintien de I'homéostasie de I'eau et du sodium. Il adapte en permanence
I’excrétion d’eau (la diurése) et de sodium (la natriurése) en fonction des entrées de sodium et d’eau
afin de maintenir un bilan nul entre les entrées et les sorties. Le contréle rénal de cette balance
hydrosodée repose sur deux facteurs. Le premier facteur est le débit de filtration glomérulaire (DFG),
qui définit la quantité de plasma ultrafiltré par le glomérule. En moyenne chez I'adulte, il est de
125 ml/min, soit 180 litres de plasma et 25000 mmoles de sodium/24 h. Le deuxiéme facteur est la
réabsorption de sodium et d’eau qui est variable en fonction des différents segments néphroniques.
Afin de maintenir un bilan nul, le rein réabsorbe plus de 99 % du sodium filtré par le glomérule

(Devuyst, 2008).
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La réabsorption de sodium s’effectue tout le long du néphron grace a des canaux selon un gradient
électrochimique et a des transporteurs (passage d’un ion contre le gradient électrochimique) qui sont

exprimés a la membrane apicale et basolatérale des cellules épithéliales tubulaires.

La Figure 3 illustre le taux de réabsorption de sodium dans différents segments néphroniques et le
schéma des canaux ou transporteurs qui sont exprimés dans les cellules des différents segments
néphroniques. Le tubule proximal réabsorbe environ 67 % du sodium ultrafiltré par le glomérule. La
branche large ascendante de I'anse de Henlé assure 25 % de la réabsorption du sodium ultrafiltré. Le
tubule contourné distale réabsorbe 5 % du sodium ultrafiltré et la tubule connecteur du canal

collecteur réabsorbe 3 % de la charge filtré de sodium (Palmer and Schnermann, 2015).

Quel que soit le segment du néphron, le pompe Na*-K*-ATPase, toujours localisée a la membrane
basolatérale, permet la sortie de sodium de la cellule alors que les protéines membranaires, qui varient

d’un segment a 'autre, assurent I'entrée de sodium par la membrane apical.

Segment tubulaire % de la Réabsorption pa*
Tubule contourné de Sodium

W disfal Tubule

proximal Tubule proximal 67 %
r'y

H*

Branche ascendante 25 %
1 || large
|
s i i 1
Canal | A
collecteur: ‘ : & T H Tubule contourné 5%
i : distal
Branche
ascendante
de I'anse
}‘:de Henle ‘ Tubule connecteur 39, 2ot
Il Canal collecteur Na' G 2 3Na'
|

Figure 3 : Réabsorption de sodium dans les différents segments du néphron

(Taux de réabsorption de sodium d’aprées Palmer and Schnermann, 2015)

Tubule proximal

Le tubule proximal réabsorbe environ les deux tiers (67 %) du sodium ultrafiltré. Au début du tubule
proximal, la réabsorption de sodium est couplée a celle du glucose, des acides aminés, du phosphate
et du bicarbonate. Du coté apical, le tubule proximal exprime I’échangeur sodium/proton NHE3

(Biemesderfer et al., 1993), qui assure la réabsorption des deux tiers du sodium ultrafiltré. Son activité
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est dépendante de I'anhydrase carbonique. Cette enzyme est exprimée dans la plupart des segments
du néphron. Il existe plusieurs isoformes et les isoformes I, IV sont prédominantes dans le rein chez
I’'hnomme (Purkerson and Schwartz, 2007). L'isoforme, qui est exprimée a la membrane apicale, en
contact avec la lumiére tubulaire, est I'isoforme IV. Le proton est transporté de la cellule vers la lumiere
du tubule par I'’échangeur NHE3. Dans la lumiére tubulaire, il s’associe a un ion bicarbonate pour
former I'acide carbonique H,COs transformé par I’'anhydrase carbonique IV en CO; et H,0. Le CO; peut
traverser la membrane apicale de fagon passive et retourner dans la cellule. De cette maniére,

I’anhydrase carbonique IV réalise un cycle permettant la réabsorption des ions bicarbonate et sodium.

Branche ascendante de I’anse de Henlé

Alors que la branche descendante de I'anse de Henlé ne réabsorbe pas le sodium, la branche
ascendante fine réabsorbe environ 25 % du sodium ultrafiltré selon un gradient de concentration. La
réabsorption active de sodium dans la branche ascendante large requiert I'activité de Na*-K*-ATPase.
Comme dans la cellule tubulaire proximale, cette pompe maintient une concentration intracellulaire
de sodium basse. Le cotransporteur Na*-K*-2Cl- (NKCC2) contribue a la réabsorption de sodium a
travers la membrane luminale. Ce cotransporteur réabsorbe un ion Na* et deux ions ClI" selon le
gradient électrochimique et secrete un ion K* contre le gradient électrochimique (Payne and Forbush,
1995). La diffusion passive des ions K* de la cellule vers la lumiére tubulaire engendre la différence
transépithéliale de potentiel, positive d’environ +10 mV. Celle-ci favorise la réabsorption passive, par
la voie paracellulaire, de sodium et d’autres cations comme le calcium et le magnésium. Différentes
mutations génétiques avec perte de fonction de ce cotransporteur sont responsables du Syndrome de
Bartter (Simon et al., 1996). Le furosémide, le bumétanide et I'acide éthacrynique sont des diurétiques
qui ciblent ce segment néphronique. Ce sont des inhibiteurs du cotransporteur Na*-K*-2Cl, qui en se
liant a son site chlore, augmentent I'excrétion urinaire de sodium, de potassium et de chlore. lls
augmentent aussi I'excrétion urinaire d’autres ions divalents tels que le calcium, le magnésium et le

phosphate.

Tubule contourné distal

Ce segment du néphron, avec une différence transépithéliale de potentiel de -40 mV, réabsorbe
activement environ 5 % du sodium ultrafiltré. L'activité de la Na*-K*-ATPase permet la réabsorption
active de sodium a travers la membrane basolatérale. Au niveau de la membrane apicale, le
cotransporteur Na*-Cl" (NCC) réabsorbe le sodium selon son gradient électrochimique et le chlore
contre son gradient électrochimique (de Jong et al., 2003). Diverses mutations génétiques avec perte
de fonction de ce cotransporteur sont responsables du Syndrome de Gitelman (Knoers and

Levtchenko, 2008). Dans ce segment néphronique, les diurétiques thiazidiques comme
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I’hydrochlorothiazide et I'indapamide inhibent I'action du cotransporteur Na*-Cl, donc I'excrétion

urinaire de sodium augmente.

Tubule connecteur et canal collecteur

Le canal collecteur traverse toute la hauteur du rein, débute a I'extrémité distale du tubule contourné
distal dans le cortex (canal connecteur) et traverse toute la médullaire avec trois parties : le canal
collecteur cortical, le canal collecteur médullaire externe et le canal collecteur interne. Il participe a la
réabsorption finale de sodium et d’eau, finement régulée pour aboutir a un bilan nul, essentiel pour
maintenir une volémie et une pression artérielle normale en physiologie (Féraille and Doucet, 2001).
Les cellules principales du tubule collecteur réabsorbent activement environ 3 % du sodium ultrafiltré.
La réabsorption de sodium est rendue possible grace au Canal épithélial a sodium (ENaC) du c6té apical
et a la pompe Na*-K*-ATPase (Loffing and Schild, 2005). Au niveau de la membrane apicale, I'entrée de
sodium par le canal ENaC se fait selon le gradient électrochimique. La sortie active de sodium repose
sur la force motrice générée par I'activité de la pompe Na*-K*-ATPase qui permet la sortie de trois ions

Na* contre I'entrée de deux ions K*.

1.4. Mécanisme de régulation de la réabsorption de sodium

Il'y a trois facteurs principaux intra-rénaux régulant de fagon intégrée la réabsorption de sodium : la
balance glomérulo-tubulaire et les facteurs physiques agissant au niveau des capillaires péritubulaires,

les hormones natriurétiques ou anti-natriurétiques et les nerfs sympathiques rénaux.

Balance glomérulo-tubulaire et facteurs physigues agissant au niveau des capillaires péritubulaires

Cette balance signifie qu’on réabsorbe, surtout au niveau du tubule proximal, la méme fraction de
charge d’eau et de solutés, méme si la filtration glomérulaire varie en fonction de diverses situations
physiologiques, tels que les changements de la pression artérielle, I'exercice physique ou un repas
riche en protéines. La hausse du volume filtré accélere la réabsorption tubulaire en diminuant la
pression hydrostatique et en augmentant la pression oncotique dans les capillaires péritubulaires. A
I'inverse, la baisse du volume filtré ralentit la réabsorption en augmentant la pression hydrostatique
et en diminuant la pression oncotique dans les capillaires péritubulaires. La filtration glomérulaire est
donc le principal facteur régulant la réabsorption tubulaire. Sans cet équilibre entre la filtration
glomérulaire et la réabsorption tubulaire, toute hausse, méme petite, de la filtration glomérulaire
inonderait rapidement le néphron distal, dont la capacité de réabsorption demeure limitée. Cette
filtration augmentée entrainerait alors la perte d’énormes quantités d’eau et d’électrolyte dans I'urine.

Ainsi, une élévation de seulement 5 % de la filtration glomérulaire, soit de 9 L/j, entrainerait dans
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I"'urine la perte de 9 L de liquide extracellulaire en I'absence de toute balance glomérulo-tubulaire

(Gougoux, 2009).

Régulation hormonale

Le maintien du volume du liquide extracellulaire requiert I'interaction complexe de plusieurs
hormones augmentant ou diminuant la réabsorption tubulaire de chlorure de sodium et d’eau au
niveau des segments néphroniques (Gougoux, 2009). Dans leur revue, Féraille et Doucet ont indiqué
les principales hormones controlant la réabsorption de sodium dans 3 segments néphroniques : le

tubule proximal, la branche ascendante large de I’anse de Henlé et le canal connecteur (Figure 4).
Hormones natriurétiques diminuant la réabsorption du sodium

e Le peptide natriurétique auriculaire (ANP) inhibe la réabsorption du sodium par le canal ENaC
exprimé a la membrane apicale des cellules principales du tubule collecteur dans la médullaire
interne. L’ANP inhibe aussi la sécrétion de vasopressine par I’"hypophyse postérieure et, par
conséquent, la réabsorption d’eau par le tubule collecteur.

e L'urodilatine, un peptide natriurétique ressemblant a I’ANP, mais sécrété par le tubule distal
et le collecteur, inhibe la réabsorption de chlorure de sodium et d’eau par le tubule collecteur
dans la médullaire interne.

e La dopamine est une catécholamine, produite localement dans le tubule proximal a partir de
la L-dopa, qui inhibe la réabsorption proximale et distale de chlorure de sodium et d’eau. Cet
effet résulte d’une inhibition de la Na*-K*-ATPase, exprimée a la membrane basolatérale, et
des différents transporteurs, comme I'échangeur Na*/H*, qui participent a la réabsorption du
sodium a travers la membrane apicale.

e Les prostaglandines inhibent la réabsorption de chlorure de sodium dans le tubule collecteur.
Parce qu’elles préviennent I'effet de la vasopressine sur la perméabilité de I’eau, elles inhibent
aussi la réabsorption d’eau dans ce segment du néphron.

e Labradykinine inhibe la réabsorption de chlorure de sodium et d’eau dans le tubule collecteur.

e Le monoxyde d’azote (NO) inhibe la réabsorption du sodium au niveau du tubule proximal, de
la branche ascendante large de I'anse de Henlé, du tubule distal et du tubule collecteur

cortical.
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Figure 4 : Topologie des principaux segments du néphron et site d’action des hormones
controlant le transport du sodium
(D’apreés Féraille and Doucet, 2001)

Représentation schématique d'un néphron avec ses portions successives : 1) glomérule ; PCT : tubule contourné
proximal ; PST : tubule droit proximal ; 2) branche descendante fine de I'anse de Henlé ; 3) branche ascendante
fine ; MTAL : branche ascendante large médullaire de I'anse de Henlé ; CTAL : branche ascendante large corticale
; 4) macula densa ; 5) tubule contourné distal ; 6) canal de connexion ; CCD : canal collecteur cortical ; OMCD :
canal collecteur médullaire externe ; IMCD : canal collecteur médullaire interne.

Les principales hormones contrélant dans 3 segments néphroniques (le tubule proximal, la branche ascendante
large de I'anse de Henlé, et le canal collecteur), qui stimulent (—) ou répriment (—) la réabsorption du sodium
: ANG I, angiotensine Il; adr: agonistes adrénergiques ; AVP: arginine vasopressine ; PTH: hormone
parathyroidienne ; GC : glucocorticoides ; MC : minéralocorticoides ; PGE2 : prostaglandine E2 ; ET : endothéline
; ANP/Urod : peptide natriurétique auriculaire et urodilatine ; PAF : facteur d'activation des plaquettes ; BK :
bradykinine.

Hormones anti-natriurétiques qui augmentent la réabsorption du sodium

e L’angiotensine Il, produite localement dans les reins, mais aussi sous forme circulante,
accélere d’une fagon marquée la réabsorption de chlorure de sodium et d’eau dans le tubule
proximal. L'angiotensine Il augmente aussi la réabsorption de bicarbonate de sodium en
stimulant I'activité de I’échangeur Na*/H* dans la membrane luminale et celle du

cotransporteur sodium/bicarbonate dans la membrane basolatérale
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e L’aldostérone joue un réle primordial dans la réabsorption de sodium dans les segments
sensibles a l'aldostérone. Cette hormone augmente, d’'une part, la perméabilité de la
membrane apicale au sodium et permet son entrée dans la cellule principale par le canal ENaC.
Elle stimule, d’autre part, I'activité de la Na*-K*-ATPase et la réabsorption active de sodium a
travers la membrane basolatérale.

e L’épinéphrine (adrénaline), produite par la médullosurrénale, et la norépinéphrine
(noradrénaline), libérée localement par les terminaisons nerveuses sympathiques rénales,
sont des catécholamines accélérant la réabsorption de chlorure de sodium et d’eau dans
chacun des segments du néphron (le tubule proximal, la branche ascendante large de I'anse
de Henlé, le tubule distal et le tubule collecteur).

e L’arginine vasopressine augmente la réabsorption de sodium au niveau de la branche

ascendante large de I'anse de Henlé et du tubule collecteur.

Nerfs sympathigues rénaux

Les nerfs sympathiques innervent les artérioles afférentes et efférentes des glomérules, des différents
segments du néphron et de I'appareil juxtaglomérulaire. Ces fibres adrénergiques influencent le débit
sanguin rénal, la filtration glomérulaire, la sécrétion de rénine par I'appareil juxtaglomérulaire et la
réabsorption tubulaire de sodium. Il existe une relation réciproque entre le volume du liquide
extracellulaire et I'activité nerveuse sympathique rénale, celle-ci augmentant avec une contraction de

volume et diminuant, au contraire, avec une expansion (Burnstock and Loesch, 2017; Gougoux, 2009).

La stimulation sympathique diminue la natriurése par trois mécanismes. D’abord, la plus sensible est
la stimulation sympathique aboutissant a la libération de rénine, qui augmente la production
d’angiotensine Il et la sécrétion d’aldostérone, deux hormones qui accélerent la réabsorption tubulaire
de sodium. Il y a aussi une stimulation directe de la réabsorption de chlorure de sodium dans le tubule
contourné proximal et dans la branche ascendante de I'anse de Henlé. Enfin, lors d’une hypovolémie
sévere, la vasoconstriction préférentielle des artérioles afférentes réduit le débit sanguin rénal, la
pression hydrostatique glomérulaire, la filtration glomérulaire et la charge de sodium ultrafiltrée. Cette
stimulation sympathique contribue a la rétention de sodium dans I'insuffisance cardiaque congestive

et dans la cirrhose hépatique.

A l'inverse, une dénervation rénale aigué ou une inhibition par I'hypervolémie de I'activité nerveuse
sympathique rénale ralentit la réabsorption proximale de chlorure de sodium et augmente son

excrétion urinaire.
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1.5. Réabsorption de sodium dans les segments sensibles a I’aldostérone

Chaque segment du néphron a une spécialité : Le tubule proximal est principalement spécialisé dans
la réabsorption de grandes quantités d’eau (de facon isotonique au plasma) et de solutés ainsi que
dans la sécrétion acide ; 'anse de Henlé est spécialisée dans la capacité de concentrer 'urine et la
génération d’un gradient cortico-papillaire ; du tubule contourné distal jusqu’au canal collecteur,
I’épithélium est spécialisé dans I'équilibre hydrosodée et acido-basique (Bertocchio, 2020). Le tubule
contourné distal et le systeme « collecteur » comprenant le tubule connecteur et le canal collecteur
sont appelés les segments sensibles a I'aldostérone (ASDN) (Bachmann et al., 1999; Rossier et al.,
2013). Dans ces segments, la réabsorption de sodium est trés controlée par I'aldostérone et le
récepteur minéralocorticoide. La biosynthése et la sécrétion de I'aldostérone, ainsi que son mécanisme
d’action via le récepteur minéralocorticoide dans une cellule épithéliale seront détaillés dans les

parties suivantes.

2. Ll’aldostérone
2.1. Biosyntheése de I'aldostérone

L'aldostérone est la principale hormone minéralocorticoide chez I’homme. Découverte en 1953 par
Simson et Tait (Simpson et al., 1954; Tait et al., 2004), de nombreuses études ont depuis confirmé le
role central de cette hormone dans I’'homéostasie du sodium chez ’lhomme, surtout dans les segments
ASDN. Cette hormone est secrétée a partir de la zone glomérulée du cortex surrénalien. La glande
surrénale se compose deux parties : la corticosurrénale, qui permet de la synthése des hormones
corticosurrénales dont I'aldostérone, le cortisol, la corticostérone et les androgénes surrénaliens ; la
médullosurrénale synthétise, quant a elle, les catécholamines (Figure 5A). La biosynthése de
I'aldostérone commence t6t dans le développement embryonnaire, dés la différenciation des glandes
surrénales et I'expression des enzymes de la stéroidogenése, a partir de la 24°™ semaine de gestation

(SG) chez I’'homme (Naccache et al., 2016).

La biosynthese des hormones surrénaliennes (Figure 5B) fait intervenir une série d’enzymes dont le
substrat initial principal est le cholestérol stocké dans les gouttelettes intra-cytoplasmiques des
cellules corticosurrénaliennes (Connell et al., 2008). Le cholestérol est tout d’abord transféré depuis la
membrane externe mitochondriale vers la membrane interne de la mitochondrie sous I'action de la
protéine StAR (Steroidogenic Acute Regulatory protein) (Stocco, 2001). Ensuite, le cholestérol est
converti en prégnénolone par succession de réactions enzymatiques du cytochrome P450scc (side

chain cholesterol cleavage, CYP11A1). La prégnénolone est le précurseur commun a toutes les
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hormones corticosurrénaliennes : I'aldostérone, le cortisol (principale glucocorticoide chez 'homme)
et corticostérone (principale glucocorticoide chez les rongeurs) (Figure 5B). La prégnénolone est
ensuite convertie en progestérone, 11-déoxycorticostéone (DOC), corticostérone par une série des
réactions enzymatiques. La derniére étape correspond a la conversion de la corticostérone en
aldostérone grace a l'action de l'aldostérone synthase (CYP11B2). L’'aldostérone synthase va
initialement hydroxyler le carbone 11 pour former la corticostérone, qui sera ensuite hydroxylée sur
son carbone 18 pour donner la 18-hydroxycorticostérone. Ce dernier composé sera finalement oxydé

sur le carbone 18 afin d’obtenir I'aldostérone (Connell et al., 2008).

La synthese d’aldostérone, ainsi que d’autres hormones stéroides est régulée par des mécanismes
précis établis lors de la zonation fonctionnelle de la surrénale humaine (Bassett et al., 2004; Miller and
Auchus, 2011). En outre, il a été également rapporté que la synthése de I'aldostérone et du cortisol
pourraient avoir lieu dans des tissus extra-surrénaliens tels que le cerveau, la peau, les adipocytes, les
leucocytes, l'intestin, les poumons, les os, le cceur et le thymus (Connell et al., 2008; Miller, 2017).
Pourtant, selon Miller, bien que de nombreux tissus fabriquent des stéroides et que de nombreuses
fonctions aient été proposées pour les stéroides extra-surrénaliens, aucun role essentiel n’a été prouvé
pour ces stéroides car la perturbation de leur synthése n’entraine pas de troubles extra-surrénaliens

apparents (Miller, 2017).

Au cours du développement, la production foetale d'aldostérone a lieu dans la zone définitive, qui est
I'équivalent de la zone glomérulée du cortex surrénalien adulte. Alors que I'expression de StAR et
d'autres enzymes importantes augmente progressivement au cours de la grossesse (Melau et al.,
2019), I'expression de CYP11B2 n'apparait qu'autour de 24 SG (Naccache et al., 2016); elle augmente
ensuite pour atteindre a la naissance des niveaux similaires a ceux des surrénales adultes (Johnston et
al., 2018). Des concentrations plasmatiques détectables d'aldostérone sont trouvées chez les nouveau-
nés prématurés dés 25 SG (Martinerie et al., 2015), mais la production d'aldostérone reste faible
jusgu'a 30 SG (Johnston et al., 2018). La concentration d'aldostérone augmente ensuite jusqu'au terme
(Martinerie et al., 2015), en relation avec une néosyntheése foetale (Ishimoto and Jaffe, 2011). Aucun
dimorphisme sexuel n'a été démontré concernant les taux plasmatiques d'aldostérone chez le foetus

ou a la naissance (Abdel Mohsen et al., 2016; Laulhé et al., 2021).
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Figure 5 : La glande surrénale et la biosynthése des hormones corticostéroides

A. Glande surrénale

B. Etape de la biosynthése des hormones corticostéroides dans la zone glomérulée et
fasciculée (D’aprés Connell et al., 2008)
Les enzymes de la stéroidogenése sont indiquées en rouge
Le nom des génes codant ces enzymes est indiqué entre parenthéses
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2.2. Régulation de la sécrétion d’aldostérone

La régulation de la sécrétion d’aldostérone peut étre décomposée en deux phases : une premiere
phase rapide, qui se met en place en quelques minutes a la suite d’un stimulus comme la baisse de la
volémie ou I'augmentation de la kaliémie, et une seconde phase, plus lente, qui correspond a une
phase dite chronique. La premiére phase repose sur le transport de cholestérol a la membrane interne
mitochondriale contrdlée par la protéine StAR (Cherradi and Capponi, 1998). La seconde phase, qui se
met en place apres plusieurs heures, permet la sécrétion d’aldostérone grace a la stimulation de

I’expression de I'aldostérone synthase CYP11B2 (Condon et al., 2002).

La sécrétion d’aldostérone dans le sang est régulée de fagon circadienne par trois régulateurs
principaux : le Systeme Rénine-Angiotensine-Aldostérone (SRAA), [I’hyperkaliémie et Ila
adrénocorticotrophine ou ACTH (AdrenoCorticoTrophic Hormone) (Bollag, 2014; MacKenzie et al.,
2019). Parmi les facteurs régulant la sécrétion d’aldostérone, le SRAA joue un réle majeur en activant,
de fagon précoce, I'entrée de cholestérol dans la cellule et, de facon tardive, en permettant la synthése
de I'aldostérone synthase (CYP11B2), ce qui permet de majorer la synthese d’aldostérone. Ce systeme
est déclenché par plusieurs stimuli : soit a la suite d’'une baisse de pression artérielle, détectée au
niveau des artérioles afférentes du glomérule par des barorécepteurs, soit a la suite d'une baisse de la
concentration de sodium dans le fluide luminal, détectée au niveau de la macula densa, soit a la suite
d’une stimulation du récepteur B-adrénergique via I'activation du systeme nerveux sympathique au
niveau de lI'appareil juxtaglomérulaire. Ces stimuli conduiront a la synthése et a la sécrétion de rénine
par les cellules de I'appareil juxtaglomérulaire puis a sa libération dans la circulation sanguine. Une fois
sécrétée, la rénine hydrolyse I'angiotensinogene d’origine hépatique en angiotensine |, ce composé
inactif est ensuite converti en angiotensine Il par I’'enzyme de conversion (ACE). L’angiotensine Il agit
au niveau de la zone glomérulée de la corticosurrénale, stimulant ainsi apres plusieurs étapes, la
sécrétion d’aldostérone. Chez I'homme adulte, cet effet est relayé par les récepteurs de I'Ang Il de
type | (AT1R), un récepteur couplé a une protéine G, situés a la membrane des cellules de la zone
glomérulée de la corticosurrénale. La liaison de I'Ang Il au récepteur AT1R couplé a la protéine G active
la transduction du signal qui stimule la production d'aldostérone par plusieurs voies différentes tels
qgue l'activation de la phospholipase C, augmentant ainsi le diacylglycérol (DAG) et l'inositol 1,4,5-
triphosphate (IP3) qui permet ensuite la mobilisation du calcium intracellulaire (Bassett et al., 2004),
étape essentielle a I'activation de la calmoduline conduisant a I'augmentation la transcription du gene
CYP11B2 et/ou l'activité d’enzyme. Les autres voies de signalisation impliquées comprennent
également la phospholipase D, les voies de la protéine kinase activée par des agents mitogenes, les

tyrosine kinases, I'adénylate cyclase et la protéine kinase dépendante de I'AMPc (Bollag, 2014).
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De plus, les variations de kaliémie et notamment I’hyperkaliémie extracellulaire induit une
dépolarisation membranaire de la cellule corticosurrénalienne qui aboutit a I'ouverture de canaux
calciques voltage-dépendants, et a la transcription du gene CYP11B2 et de StAR (MacKenzie et al.,
2019).

Enfin, I’ACTH, hormone sécrétée par I'hypophyse antérieure et appartenant a I'axe hypothalamo-
hypophyso-surrénalien régulant la synthése de cortisol, peut également stimuler la sécrétion
d'aldostérone de facon aigué et transitoire, mais dans une moindre mesure que I'Ang Il et
I’'hyperkaliémie. La liaison de I'ACTH a son récepteur, le récepteur de la mélanocortine 2 (MC2R),

stimule I'expression de StAR via |'activation de I'adénylate cyclase (Clark, 2016).

En outre, la production des minéralocorticoides est également régulée de facon autocrine/paracrine
par une grande variété de signaux bioactifs libérés a proximité des cellules corticosurrénales par les
cellules chromaffines, les terminaisons nerveuses, les cellules du systeme immunitaire, les cellules
endothéliales et les adipocytes (Lefebvre et al., 2019; Wils et al., 2020). Ces facteurs de régulation
comprennent les neurotransmetteurs et les neuropeptides classiques tels que la sérotonine, la leptine,
I’endothéline, I'oxyde nitrique, les catécholamines, le peptide natriurétique auriculaire, la substance P.
Leur réle physiologique dans le contrdle de la sécrétion d'aldostérone n'est pas entierement compris,
mais il est probable qu'ils participent a la régulation indépendante du SRAA des cellules de la zone

glomérulée (Lefebvre et al., 2019).

3. Le Récepteur Minéralocorticoide
3.1. Génes, transcrits et protéine MR

La majorité des effets de I'aldostérone passent par I'intermédiaire de sa liaison a un récepteur
intracellulaire, le Récepteur Minéralocorticoide (MR), qui appartient a la superfamille des récepteurs

nucléaires. Le MR agit comme un facteur de régulation transcriptionnelle hormono-dépendant.

Structure du géne NR3C2

Le Récepteur Minéralocorticoide (MR) est codé par gene NR3C2 (Nuclear Receptor sub-family 3 group
C member 2), localisé chez ’'homme sur le bras chromosome 4 au niveau du locus 4931.23 (Fan et al.,
1989; Morrison et al., 1990). Ce gene est retrouvé sur le chromosome 8 chez la souris et sur le

chromosome 19 chez le rat.
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Le géne NR3C2 est bien décrit chez 'homme, avec une taille approximative de 450 kilobases, et il est
composé de dix exons séparés par huit introns (Zennaro et al., 1995). Les deux premiers exons la et
1B sont non-codants (Figure 6). Les exons 2 (1759 pb) et 9 (2733 pb) sont plus grands par rapport aux
autres exons 1a, 1B, et exons 3 a 8 (taille inférieure 350 pb). En particulier, I’'exon 2 possede le codon
d’initiation (ATG) et I'exon 9 possede le codon stop de la traduction (TGA) ainsi que la séquence 3’-non
traduite de ’ARNm qui est importante pour la régulation post-transcriptionnelle. Le géne NR3C2 est
contrdlé par deux promoteurs alternatifs, appelés P1 et P2, qui sont localisés dans la partie 5’, en
amont des exons 1a, 1B, respectivement. Ces promoteurs n’ont pas la méme activité transcriptionnelle
basale. Le promoteur P1 est transcriptionnellement actif dans la plupart des tissus cibles du MR alors
qgue celle du promoteur P2 semble étre restreinte a certains tissus ou a certains stades du

développement (Le Menuet et al., 2000; Munier et al., 2010; Zennaro et al., 1996).

Géne
Transcrits | B 2 R[EFFET o bl 2 Ts[{s[e] ML 2 [efep[e] & |
§ hMR B hMR a hMR A 5,6
E hMR A NHf*l NTD I DED I—CQQH
E 1 hMR A5,6 93 670
| NH] NTD [pED [H[  LED - cooH
Protéines E 1";}:;J L_F-%B_Jm ”Dé ;?33 L_aﬁ*i:i_‘. e
i NL 50 MES mML31 ML32
| hMR B
L HH~] NTD [ pep H] LED }|—cooH
- 15 L_____1 L '603 670 (733 L______! 984

AF-13 AF-1b P AF-2
L 5 NEE b ML 32

Figure 6 : Le récepteur minéralocorticoide humain : le gene, les transcrits et les variants protéiques
(D’aprés Viengchareun et al., 2007)

hMR : récepteur minéralocorticoide humain ; 1a, 1B et n° 2 a 9 : exons ; ATG : site d’initiation de la traduction,
TGA : site de terminaison de la traduction ; NTD : domaine N-terminal ; DBD : domaine de liaison a ’ADN (DNA
Binding Domain) ; LBD : Domaine de liaison au ligand (Ligand Binding Domain) ; H : région charniére ou Hinge
region ; AF : Domain de transactivation ; NES : signal d’export nucléaire ; NLS : signal de localisation nucléaire.
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Différents transcrits du MR

Il'y a deux isoformes connues de I’ARNm du MR, hMRa et hMRp, qui sont générées a partir de deux
exons différents 1a et 1 mais codent une seule protéine MR (Zennaro et al., 1997). Ces deux isoformes
sont exprimées chez 'homme de fagon identique dans les différents tissus exprimant le MR (région
distale du néphron, entérocytes de la muqueuse colique...). Il semblerait que I'isoforme B soit
davantage exprimée dans les glandes sudoripares (Zennaro et al., 1997). D’autres isoformes du MR ont
été décrites comme l'isoforme hMRA5-6 aboutissant a une protéine tronquée a l'extrémité C-
terminale du domaine de liaison a 'ADN (LBD). En I'absence de LBD, ce variant protéique peut lier
I’ADN, recruter des coactivateurs et a une capacité de transactivation ligand-indépendante (Zennaro

et al., 2001).

Protéine MR

La protéine MR est constituée de 984 acides aminés (107 kDa) (Arriza et al., 1987). Il y a au moins deux
variants protéiques : le variant hMR A et le variant hMR B. Leur structure est similaire aux autres
récepteurs stéroidiens avec 3 principaux domaines fonctionnels : le domaine N-terminal (NTD) ou
domaine de transactivation, le domaine de liaison a ’ADN (DBD pour DNA Binding Domain), la région
charniere et le domaine de liaison au ligand (LBD pour Ligand-Binding Domain) (Figure 6)

(Viengchareun et al., 2007).

Le NTD (602 acides aminés) contient deux domaines de transactivation, le domaine AFla (AF pour
Activation Function) (résidus 1-167) et AFlb (résidus 445-602). Ces domaines représentent un
déterminant clé de la spécificité du MR, qui sont impliqués dans le recrutement de coactivateurs ou
de corépresseurs modulant I'activité transcriptionnelle du récepteur. Il y a également un domaine
inhibiteur central (résidus 163-437), qui se situe entre deux domaines de transactivation, capable de
modifier la conformation des domaines AFla et b et qui porte le signal de localisation nucléaire 0 (NLSo)

pour Nuclear Localization Signal (Pascual-Le Tallec et al., 2004).

Le DBD, une région extrémement conservée entre les récepteurs stéroidiens, présente une tres grande
importance fonctionnelle, en particulier pour la liaison du récepteur a ’ADN et pour sa dimérisation.
Le DBD du MR est composé de 66 acides aminés (résidus 603-670) et posséde une structure trés
spécifique, en doigt de zinc, qui permet de reconnaitre facilement les éléments de réponse aux
hormones (HRE) localisés sur la région régulatrice de gene cible. Entre les deux doigts de zinc, il existe

une séquence de signal d’export nucléaire (NES) dont la mutation provoque la rétention nucléaire du
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MR. A I'extrémité C-terminale du DBD, il y a également la séquence du signal de localisation nucléaire

1 (NLS1) (Pascual-Le Tallec and Lombes, 2005).

La région charniére, composée de 61 acides aminés, est peu conservée (résidus 671-732). Elle est
impliquée dans le repliement de la protéine, favorisant I'interaction entre le NTD et le LBD, ainsi que

la translocation du MR dans le noyau (Pascual-Le Tallec and Lombés, 2005).

Le LBD est un domaine de 251 acides aminés (résidus 732-984), qui porte de nombreuses fonctions :
reconnaissance et interaction avec le ligand, interaction avec les protéines chaperonnes Hsp 70, Hsp 90
(Heat shock Protein), les coactivateurs et les corépresseurs ainsi que I’activité transactivatrice ligand-
dépendante. Ce domaine du MR contient également le signal de localisation 2 (NLS2) (Pascual-Le Tallec

and Lombes, 2005).

3.2. Sites d’expression du MR

Le MR est exprimé dans de multiples organes (Figure 7) et module diverses fonctions distinctes, non
seulement dans le transport des électrolytes mais également d’autres fonctions comme I'inflammation
ou le stress oxidative... (Gomez-Sanchez et al., 2011). L'expression du MR a été initialement rapportée
au niveau des tissus épithéliaux a jonctions serrées tels que le rein (Marver et al., 1974), le colon
(Pressley and Funder, 1975). A présent, son expression a été rapportée non seulement dans des tissus
épithéliaux mais aussi dans des tissus non épithéliaux comme le systeme nerveux central, le coeur, ou
les tissus adipeux (Viengchareun et al., 2007). Le MR a initialement été identifié dans le rein, comme
un récepteur sensible a I'aldostérone et dont I'activité et la liaison a I’aldostérone sont inhibées par la
spironolactone, qui était définie comme antagoniste de ce récepteur (Marver et al., 1974). Le
développement d’anticorps anti-MR permettra par la suite d’identifier les tissus exprimant le MR ainsi
que la localisation subcellulaire du MR. Par ce moyen, |’expression du MR a été précisée dans les tissus
épithéliaux polarisés a jonction serrées, cibles de I'aldostérone et siege d’un transport transépithélial
de sodium. Sur des coupes de rein humain, le récepteur a été localisé précisément dans les tubules
contournés distaux, I'anse de Henlé et les tubules collecteurs du cortex rénal (Hirasawa et al., 1999;
Sasano et al., 1992). L'expression rénale du MR a été confirmée par la suite dans les parties distales du
néphron (Lombes et al., 1990) puis élargie aux cellules mésangiales du glomérule (Nishiyama et al.,

2005) et dans les podocytes (Shibata et al., 2007).
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Figure 7 : Tissus exprimant le MR

L'expression du MR a ensuite été élargie a d’autres tissus épithéliaux. Le récepteur est exprimé dans
plusieurs segments du tube digestif. A partir d’extraits de muqueuses intestinales de rat, I'affinité de
I'aldostérone a été mesurée par des tests de liaison, ce qui a permis de révéler indirectement
I’'expression du MR dans les différentes parties de I'intestin gréle (duodénum, jéjunum et iléon) et du
colon (Pressley and Funder, 1975; Rafestin-Oblin et al., 1984). Grace a un anticorps anti-AFla du MR
humain, les résultats précédents ont été confirmés par immunohistochimie et ont permis de montrer
son expression dans I'épithélium cesophagien (Hirasawa et al., 1999). L’hybridation in situ, qui permet
de détecter spécifiquement des transcrits dans des tissus grace a des ribosondes complémentaires, a
permis de révéler I'expression du MR dans la peau. En effet, le MR est exprimé dans les kératinocytes,
les follicules pileux des glandes sudoripares et les glandes sébacées (Farman and Nguyen, 2016;
Kenouch et al., 1994; Sevilla and Pérez, 2018). Ces observations ont été confirmées par
immunohistochimie (Hirasawa et al., 1999). Enfin, le MR est aussi exprimé dans le poumon dans les

canaux collecteurs des glandes trachéales et bronchiques, dans les cellules épithéliales bronchiques
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ciliées et dans les cellules épithéliales alvéolaires de type Il, suggérant des rbles importants et
inattendus pour les minéralocorticoides dans le poumon (Hirasawa et al., 1999; Keller-Wood et al.,
2005; Krozowski and Funder, 1981; Suzuki et al., 2001). Dans ces tissus épithéliaux, I'expression du MR
est associée a celle du Canal épithélial a sodium (ENaC pour Epithelial Na* Channel), ce qui corrobore
le réle prépondérant du MR dans la régulation de I'"homéostasie hydrosodée. L’expression du MR a
aussi été montrée dans l'oreille interne (cochlée et canaux semi-circulaires) ou il pourrait controler

I’équilibre hydroélectrolytique de I’endolymphe (Pitovski et al., 1993; Teixeira et al., 2006).

Le MR est également exprimé dans des tissus non-épithéliaux. Le développement d’un anticorps anti-
idiotypique du MR a permis de confirmer son expression dans les cardiomyocytes, dans les cellules
endothéliales des gros vaisseaux sanguins tels que 'aorte (Lombes et al., 1992), ainsi que dans les
cellules muscles lisses (Gomez-Sanchez et al., 2011; Jaffe and Mendelsohn, 2005). Des tests de liaison
avec l'aldostérone ont par ailleurs permis de montrer que le foie est aussi un tissu cible de de
I’aldostérone (Duval and Funder, 1974; Schreier et al., 2018). L’expression du MR a été mise en
évidence par hybridation in situ, dans I’hippocampe, qui joue un role essentiel dans la mémoire (Van
Eekelen et al., 1988), et dans I'hypothalamus, siege du controle de I'appétit sodée (van Eekelen et al.,
1991). Dans le cerveau, la protéine MR a été retrouvée aussi dans |I’"hypothalamus, le cervelet et la
moelle épiniere (Gomez-Sanchez et al., 2011) contrélant non seulement la balance hydrosodée mais
aussi le comportement en réponse au stress (de Kloet and Joéls, 2017; Kanatsou et al., 2019). Enfin,
son expression a été confirmée dans la rétine (Daruich et al., 2015; Mirshahi et al., 1997; Zhao et al.,
2019), le placenta (Hirasawa et al., 1999), les macrophages (Fraccarollo et al., 2019; Rickard et al.,
2009), les lymphocytes T (Sun et al., 2017), les tissus adipeux blanc et brun (Caprio et al., 2007; Zennaro
et al., 1998). Enfin, grace a deux modeles de souris transgéniques exprimant I’Antigéne de T de SV40
sous le controle du promoteur proximal P1 ou du distal P2 du géne NR3C2 (souris P1.TAg et P2.TAg),
le transcrit du MR a été détecté dans 'utérus, les ovaires et les testicules (Le Menuet et al., 2000).
Récemment, le MR a été détecté dans les cellules de Leydig stimulant la production de testostérone
(Wang et al., 2019) ou dans les glandes endométriales jouant un role bénéfique pour la décidualisation

humaine (Li et al., 2020).

3.3. Expression biphasique du MR au cours du développement rénal

Chez 'Homme, les nouveau-nés a terme présentent, physiologiquement, une résistance partielle a
I’aldostérone, qui survient au cours de la premiére semaine de vie, avec une perte urinaire d’eau et de
sodium (Holtb&ck and Aperia, 2003). En effet, il a été montré, sur une cohorte de 48 nouveau-nés a

terme, que l'aldostérone plasmatique mesurée dans le sang de cordon était plus élevée chez les
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nouveau-nés que chez leur mere (Martinerie et al.,, 2009a). Ces enfants présentaient sur leur
ionogramme un profil compatible avec un pseudohypoaldostéronisme a savoir une hyponatrémie et
une hyperkaliémie relative. De plus, I'aldostérone urinaire n’était pas corrélée au rapport Na*/K*
urinaire, témoignant de I'absence de sensibilité de la voie minéralocorticoide rénale a I'aldostérone
chez le nouveau-né a terme. Ce tableau clinique a pu étre expliqué par I'étude de I'ontogenese des
différents acteurs de la voie de signalisation minéralocorticoide. En effet, Martinerie et al ont montré
gue l'expression rénale du transcrit et de la protéine MR est tres faible a la naissance chez ’lhomme et
la souris, aprés une expression transitoire de son ARNm entre le 16° et le 18° jour de gestation chez la
souris, et la 15°™ et 24°™ semaine d’aménorrhée (SA) chez la femme (Martinerie et al., 2009b).
L'expression du MR augmente ensuite en période post-natale a 8 jours de vie chez la souris et durant
les premiers mois de vie chez ’lhomme. Les mécanismes responsables de la diminution d’expression
du MR a la naissance ne sont pas élucidés a ce jour. Toutefois, il a été montré que les variations
d’expression du MR en période néonatale n’étaient pas régulées par I'aldostérone grace a un modele
d’inactivation de I'aldostérone synthase chez la souris (Martinerie et al., 2011). Un profil d’expression
similaire a été retrouvé pour la sous-unité a du canal ENaC et pour I'enzyme 11BHSD2 (Martinerie et
al., 2009b), ce qui suggéere une faible expression et fonctionnalité de I'ensemble de la voie

minéralocorticoide a la naissance.
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Figure 8 : Expression biphasique du MR au cours du développement rénal

(D’aprés Martinerie et al., 2013)
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Il est intéressant de noter que ce profil d’expression est extrémement bien conservé entre I’homme et
la souris, suggérant un role important en physiologie de cette fenétre ol le MR n’est pas exprimé. De
plus, alors que I'expression rénale du MR est également réprimée a la naissance apres une phase
d’expression transitoire (Figure 8), ceci est aussi vrai dans les autres tissus cibles du MR tels que le
cerveau ou le cceur, a lI'inverse, I'expression du MR est maintenue en période néonatale dans le
poumon (Martinerie et al., 2013), suggérant un role physiologique important. La voie de signalisation
minéralocorticoide pourrait étre impliquée dans la résorption du liquide pulmonaire a la naissance. La
surcharge hydrique liée a la résorption du liquide pulmonaire pourrait ensuite étre éliminée par le rein,
dans lequel I'expression et la fonctionnalité des différents transporteurs tubulaires de la voie

minéralocorticoide faisaient défaut en période néonatale.

3.4. Mécanismes d’action du MR
3.4.1. Voie génomique

Dans ce chapitre, nous aborderons d’abord la voie génomique par laquelle, le complexe
aldostérone/MR migre dans le noyau et se fixe sur des séquences régulatrices pour stimuler la
transcription des génes cibles. Ce mécanisme d’action du MR dans une cellule rénale polarisée du

tubule collecteur est présenté sur la Figure 9.

Activation du MR et translocation nucléaire

A I'état basal, le MR est localisé majoritairement dans le compartiment cytoplasmique, lié a des
protéines chaperonnes. Cette liaison permet de maintenir le récepteur dans une conformation
optimale pour la liaison avec son ligand (Jaglaguier et al., 1996) et pour le protéger contre la
dégradation par le protéasome (Faresse et al., 2010). Ces protéines chaperonnes forment un complexe
multiprotéique incluant les protéines de choc thermique Hsp 70 et Hsp 90 (Heat Shock Protein), et les
immunophilines telles que FKBP51 et FKB52 (FK506 Binding Protein) (Bruner et al., 1997), qui jouent
un role de modulation de I'affinité du MR avec son ligand (Huyet et al., 2012). La liaison d’un ligand
agoniste comme l'aldostérone ou le cortisol, entraine un changement de conformation du MR,
notamment une compaction du LBD avec un repliement de I’hélice H12 sur la cavité de liaison. Cette
liaison permet la dissociation des protéines chaperonnes et la migration du complexe ligand-MR dans

le noyau par les protéines de transport importine a et § (Nishi and Kawata, 2007).
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Figure 9 : Mécanisme d’action du MR

(Adapté selon Viengchareun et al., 2021)

Interaction du MR avec I’ADN

Aprés avoir migré dans le noyau, le complexe ligand/MR se dimérise et se lie sur des séquences
spécifiques appelées MBS (Mineralocorticoid Binding Sites) pour « sites de liaison du MR » localisées
dans les promoteurs des genes cibles du MR (Le Billan et al., 2015; Lombes et al., 1993). De nombreuses
études ont montré que le MR est capable de former un hétérodimére avec le Récepteur
Glucocorticoide (GR) dans les cellules coexprimant ces deux récepteurs, permettant de moduler leur
activité transcriptionnelle propre (Kiilerich et al., 2015; Pooley et al., 2020; Rivers et al., 2019; Trapp et
al., 1994). Grace a une stratégie couplant immunoprécipitation de la chromatine et séquengage haut
débit (ChIP-seq), Le Billan et al ont mis en évidence, dans une lignée de cellules rénales humaines
stimulées par 'aldostérone, I'existence de prés de mille MBS dont la majorité n’était ni un GRE
(Glucocorticoid Reponse Element) ni un MRE (Mineralocorticoid Reponse Element) mais des sites de

liaison a d’autres facteurs de transcription (FOX, EGR1, AP1, PAX5...), indiquant que le MR est capable
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de stimuler I'expression de genes cibles par interconnexion ou tethering, indépendamment des
séquences HRE (Hormone Reponse Element) (Le Billan et al., 2015). Les analyses bio-informatiques ont
permis de caractériser ce motif consensus spécifique du MR, appelé MRE (Mineralocorticoid Response
Element). Ce motif MRE est constitué d’une séquence palindromique de 15 bases composée de deux
hémi-sites séparés par trois bases nucléotidiques. La comparaison des différents MRE identifiés a mis
en évidence que le motif xGXACx dans chaque hémi-site est le plus conservé. Les séquences
régulatrices MBS comportent soit un motif MRE complet, soit un hémi-site, soit une combinaison d’un
MRE complet avec un ou plusieurs hémi-sites (Le Billan et al., 2015). En outre, le MR peut se lier a
'’ADN apres hétéro-dimérisation avec d’autres récepteurs nucléaires comme le GR
(Récepteur Glucocorticoide), le ER (Récepteurs des cestrogenes), le AR (Récepteur des androgénes)
(Jiménez-Panizo et al., 2019; Le Billan et al., 2018), ce qui permet de moduler finement I'activité

transcriptionnelle.

Recrutement des corégulateurs transcriptionnels

Une fois fixé, le complexe MR/Aldostérone permet d’initier le recrutement de la machinerie
transcriptionnelle et des corégulateurs, activant (coactivateur) ou réprimant (corépresseur) ainsi la
transcription des genes cibles. Les corégulateurs interagissent majoritairement avec le LBD du MR au
niveau du site AF2, mais aussi avec le NTD au niveau des domaines de transactivation AFla ou AFlb
grace a leur motifs riches en leucine LXXLL (L : Leucine ; X : autres acides aminés) (Fuller et al., 2017).
Les corégulateurs associés au MR sont impliqués dans diverses fonctions : ouverture de la chromatine
par modification de I'acétylation des histones directement ou indirectement par recrutement
d’histone acétyltransférases (HAT), recrutement de I’ARN polymérase de type |l ou blocage de I'acces
aux sites d’initiation de la transcription. Leur action est a la fois dépendante du tissu, de I'état de la
cellule et de la chromatine, de la nature du ligand lié au MR et du locus du géne régulé. Le Tableau 1

présente la liste des corégulateurs connus pour interagir avec le MR (d’aprés Fuller et al., 2019).
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Type de Nom Site Fonctions connues
corégulateurs d’interaction
avecle MR
Coactivateurs | SRC-1 AF-2; AF-1 par | Recrute le complexe d'acétylation des histones

1= isoforme | pour initier la transcription ; faible activité
intrinséque d'histone acétyltransférase.
SRC-2, TIF2, AF-1, AF-2 Renforce la transactivation

GRIP1

P300/CBC AF-1, AF-2 Exerce une activité d'histone acétyltransférase ;
recrute I'ARN polymérase Il au promoteur du géne
cible.

PGC-1a AF-2 Recrute le complexe d'histone acétyltransférase ;

facilite la liaison de récepteur nucléaire au
complexe d'initiation de la transcription.

ELL AF-1b Facteur d'élongation de I'ARN polymérase |1 ;
empéche l'arrét prématuré et la pause transitoire
de la polymérase Il

FLASH AF-1 Régule I'apoptose cellulaire

FAF-1 AF-1 Régule I'apoptose cellulaire

Ubc9 NTD enzyme conjuguant SUMO E2 ; forme un complexe
de coactivation avec SRC-1

TIF1O NTD Coactivateur/corépresseur transcriptionnel

RIP140 NTD Coactivateur NR

Tesmin LBD Coactivateur spécifigue d'un ligand

EEF1A1 ND Croissance et prolifération

XRCCB ND Réparation de 'ADN

RACK1 ND Regulation Protéine kinase C

Corepresseurs | SMRT LBD Recrute I'histone désacétylase

NcoR LBD Recrute I'histone désacétylase

DAXX NTD Régule l'apoptose cellulaire ; réprime la
transactivation du MR dans certaines lignées
cellulaires.

PIAS1 NTD SUMO E3 ligase ; le mécanisme exact de 'action

? LBD répressive n'est pas clair.

NF-YC AF-1 Inhibe l'interaction N-C du MR induite par
I'aldostérone.

Germind ? LBD Organelle nucléaire associée

S5RP1 ND ?

Tableau 1 : Récapitulation des corégulateurs connus interagissant avec le MR

(D’apreés Fuller et al., 2019)

AF : activation function, CBP : cAMP response element binding protein-binding protein, DAXX : death-associated
protein, DBD : DNA-binding domain, ELL : eleven-nineteen lysine-rich leukemia, FLASH : Fas-associated death
domain-like IL-18-converting enzyme-associated huge, FAF-1 : Fas-associated factor 1, GRIP1 : glucocorticoid
receptor-interacting protein 1, LBD : ligand binding domain, MR : mineralocorticoid receptor, NCoR : nuclear
receptor corepressor, ND : non déternimé, NF-YC : Nuclear transcription factor Y subunit gamma, NTD : N-
terminal domain, p300/CBP : p300 and CREB Binding Protein coactivators, PGC1 : peroxisome proliferators
activated receptor gamma coactivator 1, PIAS : protein inhibitor of activated signal transducer and activator of
transcription, RACK1 : receptor for activated C kinase-1, RHA : RNA helicase A, RIP140 : receptor interacting
protein 140, SMRT : silencing mediator of retinoid and thyroid hormone receptor, SRC-1 : steroid receptor
coactivator 1, SUMO-1 : small ubiquitin-related modifier-1, Tesmin : Testis expressed Metallothionein like protein,
TIF1a : transcriptional intermediary factor 1a, TIF2 : transcriptional intermediary factor 2, Ubc9 : ubiquitin-like
protein SUMO-1 conjugating enzyme, Gemin4 : nuclear organelle-associated protein 4, EEF1A1 : eukaryotic
elongation factor 1A1, SSRP1 : structure-specific recognition protein 1, XRCC6 : X-ray repair cross-complementing
protein 6.
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Les génes cibles du MR impliqués dans la réabsorption de sodium

La plupart de ces genes cibles codent des protéines impliquées dans le transport de sodium depuis la
lumiere du tubule vers le milieu interstitiel, notamment la sous-unité o du Canal Epithélial a sodium
(aENaC) (Loffing and Schild, 2005; Masilamani et al., 1999), localisée a la membrane apicale ou encore
la pompe Na*-K*-ATPase, localisée a la membrane basolatérale (Verrey, 1995). Depuis, d’autres genes
cibles, précocement induits par I'aldostérone, ont été identifiés : il s’agit des genes codant les kinases
Sgk 1 (Serum and glucocorticoid-related kinase 1) (Naray-Fejes-Téth et al., 1999; Pearce, 2001) et
WNK1 (With No lysine 1) (Naray-Fejes-Toth et al., 2004) ou encore le facteur de transcription GILZ

(Glucocorticoid-Induced Leucine Zipper protein) (Ueda et al., 2014).

Plus récemment, notre équipe a pu identifier de nouveaux genes cibles du MR, dont la transcription
est induite par I'aldostérone selon une dynamique de recrutement bien précise permettant de classer
les génes cibles comme précoces (PER1, period circadian clock 1), intermédiaires (FKBP5, FK506
Binding Protein) et tardifs (ZBTB16, zinc finger and BTB domain containing 16) en fonction de la
cinétique rapide, intermédiaire ou tardive de I'activation de la transcription du gene correspondant.
Ces nouveaux genes cibles, dont la fonction sur la signalisation minéralocorticoide n’a pas été encore
bien définie, constituent de nouvelles pistes dans la compréhension du rdle joué par le MR dans le

contrdle hormonal du transport ionique (Le Billan et al., 2018, 2015).
La sous-unité a du canal épithélial a sodium (SCNN1A)

Le canal épithélial a sodium ENaC est une protéine transmembranaire perméable au sodium,
appartenant a la famille des canaux ioniques ENaC/dégénérine. Ce canal est exprimé au niveau des
segments néphroniques sensibles a I'aldostérone au niveau de la membrane apicale des cellules
tubulaires principales permettant la réabsorption transépithéliale de sodium de la lumiére tubulaire
vers le milieu intérieur (Duc et al., 1994). Il est constitué de trois sous-unités, appelées a, B, y (Canessa
et al., 1994), et codées respectivement par les genes SCNN1A (sur chromosome 12, au locus 12p13
chez 'homme et sur le chromosome 6 chez la souris), SCNN1B et SCNN1G (sur le chromosome 16 au
locus 16p12.1 et 16P12.2 et sur le chromosome 7 chez la souris), qui dérivent d’'un gene ancestral
commun et qui partagent 35 % d’homologie de séquence (Rossier et al., 2002). Dans les parties distales
du néphron, I'aldostérone active la transcription de la sous-unité a du canal mais pas celles des sous-
unités B et y (Masilamani et al., 1999). Ceci n’est pas vrai dans le colon ou I'aldostérone stimule la

transcription de la sous-unité B (Garty and Palmer, 1997; Palmer and Schnermann, 2015).
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La pompe Na*-K*-ATPase

La pompe Na*-K*-ATPase est le second principal acteur de I'équilibre hydrosodée dans le rein. Cette
protéine transmembranaire appartient a la famille des P-ATPases qui regroupe de nombreux
transporteurs actifs capables de s’autophosphoryler et d’utiliser I’ATP comme source d’énergie (Chan
et al., 2010). Elle est composée de deux sous-unités a et B. Chaque sous-unité posséde 4 isoformes
ayant des spécificités fonctionnelles et tissulaires différentes (Maeda et al., 1998). L'isoforme a1p1 est
majoritaire et exprimée au niveau du rein. L’aldostérone induit I'adressage de la pompe Na*-K*-ATPase
a la membrane basolatérale en moins de 3 h (Summa et al., 2001). Cet effet est induit par la fixation
du complexe aldostérone/MR sur des éléments MRE/GRE identifiés dans le promoteur du géne
ATP1A1 (Kolla et al.,, 1999). Cette pompe permet d’extruder vers le milieu intérieur le sodium

intracellulaire qui a été accumulé par le canal ENaC.
La kinase Sgk1

Le gene SGK1 (Serum and Glucocorticoid-regulated Kinase 1), qui code la sérine thréonine kinase, est
localisé sur le chromosome 6 au locus gq23.2 chez 'lhomme. Cette kinase a été identifiée dans le
génome de diverses especes et est hautement conservée au cours de I'évolution. Son expression chez
I’'hnomme est ubiquitaire (Lou et al., 2016). L'expression de SGK1 est faible en condition physiologique
dans la plupart de tissus. Son expression et son activité sont régulées par I'aldostérone et le cortisol.
La transcription du géne SGK1 est précocement induite par I'aldostérone, dés 30 min, via le MR qui se
lie sur un GRE localisé dans le promoteur du gene (Naray-Fejes-Toth et al., 1999; Raikwar and Thomas,
2017). L'augmentation de la transcription de SGK1 entraine un maintien du canal ENaC a la membrane
apicale, favorisant ainsi la réabsorption de sodium (Pearce, 2001). Le role régulateur de SGK1 sur
I’expression et l'activité de I'ENaC repose sur plusieurs mécanismes. L'expression d’ENaC est
maintenue a la membrane apicale, par inhibition de son mécanisme de dégradation et de recyclage
dépendant de la protéine Nedd4-2 (Neural precursor cell Expressed Developmentally Downregulated
protein). La protéine Nedd4-2 est une Ubiquitine ligase E3 qui peut greffer des groupements ubiquitine
sur les différentes sous-unités d’ENaC et entraine leur dégradation dans le protéasome (Staub et al.,
2000). Dans un modele de cellules du canal collecteur cortical (CCD), un traitement par I'aldostérone
augmente la phosphorylation de Nedd4-2 par SGK1, au niveau des sérine 338 et 444 (Debonneville et
al., 2001). Cette phosphorylation entraine le recrutement de la protéine 14-3-3 dimérisée (Bhalla et
al., 2005), inhibant I'interaction de Nedd4-2 avec ENaC et réduisant sa dégradation. De plus, SGK1
augmente |'expression d’ENaC a la membrane apicale apres phosphorylation de la protéine AS160
(Akt/PKB substrate of 160 kDa), complexe qui stabilise ENaC dans le compartiment intracellulaire a

I’état basal dans une lignée cellulaire murine de CCD (Liang et al., 2010). En parallele, SGK1 active la
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protéase activatrice de canaux CAP1 (appelée aussi prostasine) (Rotin, 2000), qui est ancrée a la
membrane plasmique ou elle est elle-méme nécessaire au maintien de I'activité du canal ENaC (Vallet
et al., 1997). Enfin, il a été montré que SGK1 augmente |'activité et la probabilité d’ouverture du canal
ENaC comme I'ont montré les expériences réalisées dans des oocytes de xénope et sur une lignée

cellulaire murine de CCD (Diakov and Korbmacher, 2004).
La kinase WNK1

WNK1 ou With No Lysine kinase 1 est un gene induit par le complexe aldostérone-MR dans le rein
(Ndray-Fejes-Téth et al., 2004). Le réle de cette sérine/thréonine kinase dans le rein a initialement été
identifié a la suite de la découverte d’une mutation activatrice dans le gene WNK1 chez des patients
atteints d’hypertension artérielle associée a un pseudohypoaldostéronisme de type Il (Wilson et al.,
2001). WNK1 est fortement exprimée dans le cytoplasme des cellules du néphron distal. Il y a deux
isoformes : l'isoforme longue WNK1 et une forme courte, appelée KS-WNK1, qui est exprimée
spécifiguement dans le rein (KS pour Kidney Specific). L'expression de KS-WNK1 est induite rapidement
en 30 min par l'aldostérone via le MR (Naray-Fejes-Téth et al., 2004). Il a été démontré que KS-WNK1
augmente significativement la réabsorption de sodium sur des modeles de cellules rénales polarisées.
Cette kinase active le co-transporteur de Na*/Cl,, appelé NCC, qui est un partenaire indispensable
d’ENaC pour la réabsorption de sodium au niveau de la membrane apicale. Enfin, il a été montré que
la kinase SGK1, induite par I'aldostérone, permettrait le maintien de la protéine KS-WNK1 et de son

activité, en inhibant 'ubiquitine ligase Nedd4-2 dont KS-WNK1 est une des cibles (Roy et al., 2015).

Le facteur de transcription GILZ

GILZ (Glucocorticoid-induced leucine zipper protein) est un des génes précoces induits par
I’aldostérone. C’est un facteur de transcription appartenant a la famille des TSC22 (Transformation
growth factor- 8-Stimulated Clone 22) qui ont un réle trés divers dans ’homéostasie cellulaire et la
régulation du systéeme immunitaire (Pépin et al., 2015). GILZ est issu de la transcription du géne
TSC22D3, localisé sur le chromosome X au niveau du locus Xg22.3. Dans les cellules rénales, il y a 4
isoformes issues d’'un épissage alternatif de TSC22D3 aboutissant a la traduction de 4 variants
protéiques jouant des rdles distincts dans la régulation de fonction cellulaires clés, notamment la
prolifération et le transport ionique (Soundararajan et al., 2007). Selon les travaux de I'équipe de David
Pearce, GILZ permet l'expression d’ENaC a la surface cellulaire et d’engendrer un courant
transépithélial de sodium, par l'interaction direct avec c-Raf et I'inhibition de la phosphorylation d’ERK
(Soundararajan et al., 2007, 2005). A I'état basal, ERK activé induit la phosphorylation de ENaC,
entrainant sa reconnaissance par I'ubiquitine ligase Nedd4-2 et son internalisation (Shi et al., 2002;

Yang et al., 2006). Il a été également démontré que GILZ stimule le transport de sodium via ENaC en
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préservant la localisation subcellulaire de SGK1 (Soundararajan et al., 2010). Récemment, il a été
montré que GILZ est essentiel a I'excrétion de potassium par le rein. En inhibant le transporteur NCC,
GILZ favorise I'excrétion de sodium, ce qui augmente a la fois la réabsorption de sodium par ENaC et
par I'équilibre du potentiel électrochimique transmembranaire, augmente I'excrétion du potassium

par le canal potassique ROMK (Renal Outer Medullary K channel) (Rashmi et al., 2017).
Autres génes cibles du MR

D’autres cibles précoces de I'aldostérone et du MR ont été identifiées aprés microdissection de tubules
distaux chez la souris (Fakitsas et al., 2007) ou chez le rat (Boulkroun et al., 2002). Il s’agit de Grem?2
(protein related to DAN and cerebrus (PRDC)) (un géne important dans la modulation de ’homéostasie
par la voie de la protéine morphogénétique osseuse-2), du facteur de transcription activateur 3 (ATF3)
(un facteur sensible au stress appartenant a la famille des facteurs de transcription de la protéine
activatrice 1 (AP1)), le modulateur de I'élément sensible a 'AMPc (CREM) et la protéase spécifique de
I'ubiquitine Usp2-45. Notamment, I'isoforme 45 du géne USP2 (Ubiquitin Specific Peptidase 2) qui
déubiquityle ENaC et stimule le transport de sodium relayé par ENaC. Cependant, cet effet est
indépendant a celui de Sgk1 (Fakitsas et al., 2007). Le Billan et al. ont identifié I'isoforme Usp2 variant 3
comme cible de I'aldostérone qui est spécifiquement inhibée par la finérénone et pas par la
spironolactone (Le Billan et al., 2021). NDRG2 (N-myc downstream regulated gene 2) est aussi un gene

précocement induit par I'aldostérone dans le rein et le colon distal chez le rat (Boulkroun et al., 2002).

En réalisant des analyses de CHIP-Seq et de microarrays sur des cellules distales surexprimant un hMR-
taggé (3xFlag), Ueda et al ont confirmé que Rasl12, Tnsl sont également des cibles directes du MR
aprés 1 h de traitement avec 107 M d’aldostérone (Ueda et al., 2014). Tns1 est une phosphoprotéine
associée a une adhérence focale et a la migration cellulaire par la liaison a la F-actine (Chen et al.,
2002), enrichie dans les reins normaux , qui contribue a I'adhérence cellulaire et au maintien de la
polarité cellulaire dans les tubules distaux (Ueda et al., 2014). Rasl12 est un membre des protéines de

la famille Ras mais son réle reste inconnu (Ueda et al., 2014).

Le géne CNKSR3 (Connector enhancer of kinase suppressor of ras 3) est également une cible directe du
MR (Ziera et al., 2009). La protéine CNKSR3, un homologue des protéines d’échafaudage, est impliquée
dans la régulation de la voie MAPK. Elle est exprimée fortement dans les cellules du tubule collecteur

cortical, et est impliquée dans le maintien du transport de sodium relayé par ENaC (Ziera et al., 2009).

De plus, le géne PER1 (PERiod circadian protein homolog 1) a été identifié comme un géne cible direct
du MR dans le rein (Le Billan et al., 2015; Mészaros et al., 2014). Ce facteur de transcription est un des
acteurs majeurs de I'horloge circadienne intracellulaire périphérique, notamment dans le rein

(Mészaros et al., 2014).
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Enfin, I'aldostérone et le MR induisent également un grand nombre de genes non impliqués de facon
directe dans la régulation de sodium mais favorisant I'inflammation et la fibrose et stimulant la

prolifération cellulaire comme NF-kB (Leroy et al., 2009).

Dualité entre les voies minéralocorticoide et glucocorticoide rénale et mécanismes de sélectivité du

MR

Il existe une dualité entre les voies minéralocorticoide et glucocorticoide (Figure 10A). Tout d’abord
parce que, I'aldostérone et le cortisol ont une structure proche, c’est pourquoi le MR possede la méme
affinité pour ces deux ligands, mesurée par leur constante de dissociation (Kd) avec ces deux hormones
(Arriza et al., 1987; Hellal-Levy et al., 1999). Le GR a aussi une affinité équivalente pour ces deux
hormones. Ensuite, parce que le MR et le GR ont une forte homologie de séquence et de structure, se
traduisant notamment par leur capacité a reconnaitre des GRE/MRE quasi-identiques. Ainsi, ces deux
voies de signalisation peuvent stimuler le transport de sodium dans le rein, mais probablement dans

différents contextes ou stades de développement.

Ainsi, le MR peut étre activé par son ligand principal, I'aldostérone mais aussi par le cortisol (la
corticostérone chez les rongeurs) dont la concentration plasmatique peut étre jusqu’a 1000 fois
supérieure chez I’homme en condition physiologique (Farman and Rafestin-Oblin, 2001). Il existe alors

plusieurs mécanismes permettant a I'aldostérone d’activer sélectivement le MR.

Le premier niveau, appelé niveau « pré-récepteur », repose essentiellement sur I'action de I'enzyme
11B-hydroxystéroide déshydrogénase de type 2 (11BHSD2) (Figure 10B). Cette enzyme est exprimée
dans la plupart des tissus cibles du MR, en particulier dans le rein, au niveau du tubule distal et du
canal collecteur cortical. En présence de NAD (Nicotinamide Adénine Dinucléotide), elle transforme le
cortisol actif (Composé F) en cortisone (Composé E) chez 'homme ou la corticostérone (Composé B),
chez le rongeur, en 11-déshydro-corticostérone (Composé A). Cette transformation enzymatique rend
ces composés E et A inactifs puisqu’ils ne peuvent plus lier le MR (Edwards et al., 1988; Funder et al.,
1988). A l'inverse, dans les tissus cibles non-épithéliaux du MR, tels que les tissus adipeux, I'expression
de la 11BHSD2 n’est pas exprimée. Dans ces tissus, c’est la 11B-hydroxystéroide déshydrogénase de
type 1 (11BHSD1) qui régénére la cortisone en cortisol, suggérant que dans ces tissus, le cortisol

constitue le premier ligand physiologique du MR (Draper and Stewart, 2005).
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Figure 10 : Dualité entre les voies minéralocorticoide et glucocorticoide rénales et
mécanismes de sélectivité de I'action de I’aldostérone sur le MR

A : Dualité entre les voies minéralocorticoide et glucocorticoide (D’aprés Farman and Rafestin-Oblin,
2001)

Kd : constant de dissociation
B : Mécanismes de sélectivité de I'action de I'aldostérone sur le MR

11B-HSD1 : 11B-hydroxystéroide déshydrogénase de type 1
11B-HSD2 : 11B-hydroxystéroide déshydrogénase de type 2
NAD : Nicotinamide Adénine Dinucléotide

NADPH : Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate réduit

Au niveau du récepteur, la sélectivité minéralocorticoide est assurée par les changements
conformationnels du MR. Bien que le MR puisse lier I'aldostérone et le cortisol avec une affinité
équivalente (Kg), le complexe aldostérone-MR présente une plus grande stabilité avec une cinétique
de dissociation plus tardive et des interactions N-/C-terminales plus fortes (Lombes et al., 1994;

Rogerson et al., 1999).

Au niveau post-récepteur, de nombreux parametres peuvent moduler I'activité transcriptionnelle du
MR. Tout d’abord, la possibilité de former des homodimeres MR-MR ou des hétérodiméres,
notamment avec le GR, a été démontré in vitro par notre I'’équipe dans un modéle cellulaire rénale en
utilisant des approches de ChIP en série et ChIP en tandem, favorisant la régulation fine de I'activité

du MR (Le Billan et al., 2018). Ensuite, c’est la fréquence de recrutement du MR sur le promoteur du
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gene cible en fonction du ligand. En effet, le recrutement dynamique et cyclique du MR sur le
promoteur de PER1 est ligand-dépendante, suggérant des transcriptions différentes en fonction du
ligand (Le Billan et al., 2018). Enfin, le recrutement des corégulateurs par le MR peut étre spécifique
du ligand (Pascual-Le Tallec et al., 2005; Rogerson et al., 2014). Par exemple, le corégulateur tesmin
est un coactivateur unique du MR lorsque celui-ci est activé par I'aldostérone (Rogerson et al., 2014).
Par I'approche double-hybride chez la levure, Pascual-Le Tallec et al ont isolé un coactivateur du MR,
ELL (eleven-nineteen lysine-rich leukemia), qui est un facteur d'élongation de I'ARN polymérase |l
(Pascual-Le Tallec et al., 2005). Il a été démontré que ce coactivateur du MR peut moduler de facon

opposée I'activité transcriptionnelle des récepteurs MR et GR.

3.4.2. Voie non-génomique

A coté des effets génomiques, le MR participe également a la transduction du signal via une
signalisation rapide ne faisant pas intervenir la transcription de genes cibles (Mihailidou et al., 2019;
Ruhs et al., 2017). Selon plusieurs études, il existe une signalisation membranaire rapide non
génomique induite par I'aldostérone en seulement 15 min. Cet effet précoce n’est pas réversible apres
le traitement par I'actinomycine D, un inhibiteur de la transcription (Wehling et al., 1991) mais il est
persistant lorsque I'aldostérone est conjuguée au BSA ou le PEG empéchant sa diffusion dans la
membrane plasmique (Ashton et al.,, 2015; Le Moéllic et al., 2004). Cependant, aucun récepteur
membranaire pour la MR n’a pu étre identifié a ce jour. Aucun site de palmitoylation fonctionnel n’a
été identifié dans la protéine MR. Le greffage d’un groupement palmitate sur une protéine permet son
ancrage a la membrane plasmique comme cela a été rapporté pour le GR dans les cellules
gonadotropes (Ayrout et al., 2017), pour I'ER (récepteur des estrogenes), pour le PR (récepteur de la
progestérone) et aussi pour I'AR (récepteur des androgenes) (Pedram et al., 2002). Toutefois, le MR
cytoplasmique pourrait interagir au niveau de la membrane plasmique avec des protéines
d’échafaudage comme la striatine ou la cavéoline 1 (Ashton et al., 2015; Coutinho et al., 2014). Le MR
sous-membranaire, activé par l'aldostérone, semble étre capable d’activer d’autres récepteurs
membranaires a proximité tels que des récepteurs a tyrosine kinase (EGFR, IGFR1) ou des récepteurs
couplés a des protéines G (AT1R, GPER1 ou GPR30), permettant I'activation de différentes voies de
signalisation (Ruhs et al., 2017). Dans le rein, les effets non-génomiques du MR renforcent les effets
génomiques car ils permettent par exemple un adressage membranaire en quelques minutes des
canaux ENaC a la membrane via I'activation de EGFR-PDK1 (McEneaney et al., 2008), de la pompe Na*-
K*-ATPase (Dooley et al., 2013) et le maintien de leur activité. Ces effets non-génomiques peuvent

également contribuer de maniere indirecte a la méthylation du promoteur du gene SCNN1A ou des
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modifications d’histone (Zhang et al., 2006). Ces résultats indiquent que les effets non-génomiques du
MR sont indissociables des effets génomiques et sont impliqués aussi dans la physiologie, et la

physiopathologie de la voie de signalisation minéralocorticoide.

3.5. Les mécanismes de régulation de I’expression et de la fonction du MR

De nombreuses études montrent le réle important du MR dans la physiologie rénale. L'invalidation
globale du gene Nr3c2 conduit a la mort des souriceaux par déshydratation due a une perte urinaire
massive de Na* a J8 (Berger et al., 1998). Chez le rat, la stratégie d’interférence ARN anti-MR prévient
le développement d’hypertension artérielle induite par le froid et réduit I'atteinte rénale (Wang et al.,
2006). Chez le nouveau-né a terme, la perte physiologique d’eau et de sel pendant la premiére semaine
de vie, s’explique par une tres faible expression rénale du MR, contrastant avec des taux d’aldostérone
qui sont tres élevés (Martinerie et al., 2009b). Par ailleurs, des modifications d’expression du MR ainsi
gue sa fonction sont associées a certaines maladies rénales. Par exemple, I'expression rénale du MR
est augmentée et corrélée avec la gravité de la protéinurie (Quinkler et al., 2005). Notre équipe a aussi
montré que les souris transgéniques surexprimant le MR présentent un phénotype rénal (dilatation
tubulaire, réduction de la kaliurie) mais aussi cardiaque avec une cardiomyopathie dilatée modérée ou
une tachyarythmie (Le Menuet et al., 2001). Des études suggérent que l'activation inappropriée du MR
dans les cellules rénales contribue aux lésions rénales par des mécanismes dépendants et
indépendants de I'aldostérone et que le blocage du MR a des effets bénéfiques dans l'insuffisance
rénale chronique (Nishiyama, 2019). Il est donc essentiel de disséquer les mécanismes moléculaires
qui contrélent I'expression et/ou la fonction du MR a différents niveaux. La Figure 11 décrit les
différents niveaux de controle de I’expression et/ou de la fonction du MR: la régulation

transcriptionnelle, la régulation post-transcriptionnelle et celle post-traductionnelle.
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Figure 11 : Différents niveaux de contréle de I’expression et/ou de la fonction du MR

Régulation transcriptionnelle

L'expression du MR est influencée par la présence et I'activité de ses promoteurs dés I'étape de la
transcription. Le gene Nr3c2 possede deux promoteurs P1 et P2. Ces deux promoteurs sont localisés
en amont des deux premiers exons, respectivement I'exon 1a et 1B. Zennaro et a/ ont montré que le
promoteur P1 est transcriptionnellement actif dans tous les tissus cibles du MR, avec une activité
transcriptionnelle basale dix fois plus importante que celle du promoteur P2 (Zennaro et al., 1996). En
revanche, I'activité du promoteur P2 semble étre restreinte seulement au systéme nerveux central et

au cours du développement (Le Menuet et al., 2000; Munier et al., 2010).

Comme pour tous les génes, I'expression du MR dépend également du recrutement de facteurs de
transcription. Il semblerait que le GR soit capable d’activer le promoteur P1 et le promoteur P2 en
synergie avec le MR grace a des interactions indirectes protéines-protéines (Zennaro et al., 1996). Par
ailleurs, les facteurs de transcription Sp1 (Specific Protein 1) et AP-2 (Activator Protein 2) sont capables
de se lier aux promoteurs du MR, ajoutant un niveau de complexité supplémentaire dans la régulation

transcriptionnelle du géene MR (Pascual-Le Tallec et al., 2004; Zennaro et al., 1996).
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A noter qu’il existe des polymorphismes du géne NR3C2, situés dans les exons (polymorphismes dans
les régions codantes) ou dans les régions non traduites du géne (polymorphismes ne modifiant pas la
protéine) (J.-Q. Luo et al., 2014; van Leeuwen et al., 2010, 2011). Certains polymorphismes n’induisent
pas de changement d’expression du MR (van Leeuwen et al., 2010). D’autres en revanche modifient
I’expression du MR ou alterent la sélectivité du MR pour I'aldostérone ou les glucocorticoides. Par
exemple, les patients porteurs de I'allele G pour le polymorphisme rs2070951 (G/C) montrent une
expression diminuée du MR in vitro et une augmentation de la pression artérielle et du taux

d’aldostérone (van Leeuwen et al., 2011).

Régulation post-transcriptionnelle

La régulation post-transcriptionnelle de I'expression des génes comprend tous les mécanismes qui
affectent la stabilité et la demi-vie des molécules d’ARN produites lors de la transcription. Jusqu’a
présent, il a été montré qu’il existe deux classes de régulateurs post-transcriptionnels : les protéines

de liaison a ’ARN (RBP ou RNA-Binding Protein) ou les microARNs (Bartel, 2004; Keene, 2007).

Notre équipe étudie depuis longtemps les mécanismes de régulation de I'expression du MR dans les
segments néphronigues qui sont soumis a d’'importantes variations de tonicité extracellulaire, du fait
de l'existence du gradient cortico-papillaire essentiel au transport de I'eau et des électrolytes
(Viengchareun et al., 2009). Le MR est principalement exprimé dans le néphron distal, avec une
expression tres marquée dans le cortex rénal, la ou la lumiére du tubule est hypotonique, alors que
son expression est plus faible dans la médullaire (Doucet and Katz, 1981; Lombes et al., 1990) qui est

hypertonique.

Dans le tubule contourné distal du néphron, nous avons démontré pour la premiére fois que
I’expression rénale du MR est régulée par les variations de tonicité extracellulaire via des mécanismes
post-transcriptionnels. En utilisant les cellules principales KC3AC1, une lignée cellulaire murine
immortalisée, isolée a partir de tubules collecteurs, notre équipe a démontré que I'expression des
transcrits MR diminue en réponse a I'hypertonicité (Viengchareun et al., 2009). Cette diminution
coincide avec l'augmentation de I'expression de TonEBP (Tonicity responsive Enhancer Binding
Protein), un facteur de transcription connu pour réguler des genes impliqués dans I'adaptation au
stress osmotique. Parmi les genes cibles activés par TonEBP, le géne Zfp36/1, qui code la protéine de
liaison a 'ARN Tisllb, capable d’interagir avec la région 3’-non traduite (ou 3’UTR pour 3’-
UnTranslated Region) de I’ARNm du MR, diminuant sa durée de vie en accélérant sa dégradation. En
réponse a I'hypertonicité, la protéine TonEBP est phosphorylée puis elle se fixe sur le promoteur du

géne Zfp36/1 pour activer sa transcription et stimuler son expression. Tisllb va alors se fixer sur
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I’ARNm du MR et accélérer sa dégradation, diminuant ainsi sa traduction (Viengchareun et al., 2009).
Plus précisément, Tisllb reconnait des motifs ARE riches en A et U (pour Adenosine Uridine Rich
Elements) présents dans la région 3’-UTR des ARN cibles. La région 3’-UTR du transcrit MR humain
contient 7 ARE et notre équipe a montré que Tisl1b interagissait directement avec ces motifs pour
diminuer sa stabilité (Viengchareun et al., 2014). Ces résultats ont été confirmés in vivo sur des reins
de souris soumises a des conditions mimant I'"hypertonicité extracellulaire relative dans les parties
distales du néphron (augmentation du flux de sodium dans le néphron distal par un traitement aigu (4

h) avec le furosémide, ou un régime riche en sel).

Notre équipe a également étudié I'influence de I’hypotonicité sur I'expression rénale du MR, en
utilisant a nouveau les cellules rénales KC3AC1. Nous avons d’abord montré que I’hypotonicité
entralne une augmentation importante de I'expression du MR. Ensuite, nous avons démontré
I'implication de la protéine de liaison a I’ARN, HuR (Human antigen R, ELavl1), qui est capable de
stabiliser ses transcrits cibles. L’expression protéique de HuR n’est pas augmentée sous condition
hypotonique, mais la protéine HuR est rapidement exportée vers le compartiment cytoplasmique
comme cela a pu étre démontré par des expériences d’imagerie obtenues avec le microscope haut
débit. Dans le cytoplasme, HuR se fixe a des motifs ARE spécifiques, localisés dans la région 3’-UTR du
transcrit MR et surtout sur un motif tige-boucle essentiel. Cette liaison de HuR stabilise le transcrit MR
et conduit a une augmentation de I'expression de la protéine MR, affectant la transcription des genes
cibles de I'aldostérone (Lema et al.,, 2017a). Lema et al ont, par la suite, montré que cette liaison
conduit a une diminution de I'expression du variant A6 du MR, une isoforme dans laquelle I’exon 6 est
excisé, et qui exerce un effet dominant négatif sur I'activité transcriptionnelle du MR (Lema et al.,
2017b). Cela aboutit a une augmentation de la traduction du MR, avec un effet significatif sur la

transcription des génes cibles du MR et notamment du géne Sgk1.

Récemment, les microARNs (ou miARNs), petits ARN simples brins capables de s’apparier a des ARN
dits cibles, ont été identifiés comme étant une seconde classe de régulateurs post-transcriptionnels
chez les eucaryotes. SGber et al sont les premiers auteurs a avoir réalisé des analyses bio-informatiques
sur la région 3’-UTR du transcrit MR et ils ont montré que les miR-124 et miR-135a pourraient cibler le
transcrit MR (SGber et al., 2010). En clonant la région 3’-UTR du transcrit MR en aval du géne
rapporteur de luciférase, ces auteurs ont démontré que le recrutement de miR-124 et de miR-135a
inhibe I'activité luciférase. Dans les cellules Hela, qui sont des cellules cancéreuses provenant du col
de l'utérus d’une patiente, la transfection de ces 2 miARNs n’induit pas de diminution des transcrits
MR, suggérant que ces miARNs affecteraient la traduction plutot que la stabilité du transcrit MR mais
aucune preuve directe de cet effet n’a été mise en évidence a I'époque. Trois ans plus tard, Mannironi

et al ont montré une diminution de I'activité luciférase et de I'expression protéique du MR apres
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surexpression du miR-124 et miR-135a (Mannironi et al., 2013). Ces auteurs ont notamment montré
une corrélation négative entre I'expression de ces deux miARNs avec |'expression protéique du MR
suggérant I'importance de ces deux miARNs dans la régulation de I'expression du MR dans le complexe

amygdalien chez la souris en réponse a un stress aigu.

Par la suite, de plus en plus de publications ont rapporté un réle des miARNs dans le contréle de
I’expression du MR dans des tissus cancéreux. Par exemple, il a été récemment rapporté que le miR-
301b réprime I'expression du MR dans |’adénocarcinome pancréatique contribuant a limiter
I’agressivité de la tumeur (Yang et al., 2016). Dans la méme idée, Zhang et al ont montré que le miR-
135b-5p favorise la migration, I'invasion, et la transition épithélio-mésenchymateuse en ciblant le géne
NR3C2 (Zhang et al., 2017), ce qui permet de mettre en lumiere le mécanisme favorisant les métastases
du cancer pancréatique. Par ailleurs, I'augmentation de I|’expression du miR-4709 facilite la
prolifération et I'invasion de I'adénocarcinome du colon, qui est associée a une faible expression du
MR et a mauvais pronostic (Yu et al., 2019). Le miR-454 favorise la prolifération des cellules du
carcinome épidermoide buccal via la répression du géne NR3C2. Néanmoins, le réle de ces miARNs n’a

pas été montré comme étant sous I'action de I'aldostérone.

Certaines études abordent également le nouveau réle des miARNs dans la voie de signalisation
minéralocorticoide dans le remodelage cardiaque (Garg et al., 2020), I'inflammation et dans le
traumatisme neuronal apres un accident cérébral (Huang et al., 2020). Dans le contexte rénale, une
étude de Ozbaki-Yagan vient de montrer que I'expression du miR-466 est induit par I'aldostérone et
gue ces régulateurs peuvent cibler les transcrits MR et Sgk1 (Ozbaki-Yagan et al., 2020). S’agissant du
rein, il n’y avait pas jusqu’a présent, d’étude rapportant un mécanisme de régulation post-
transcriptionnelle de I'expression rénale du MR dans les segments néphroniques soumis aux variations

de tonicité ou au cours du développement rénal chez les nouveau-nés.

Régulation post-traductionnelle

En dehors des régulations transcriptionnelles ou post-transcriptionnelles, plusieurs modifications post-
traductionnelles du MR permettent de moduler son activité, sa dégradation et donc son expression

(Figure 11)

La phosphorylation est une modification post-traductionnelle, ajoutant un groupement phosphate sur
un résidu tyrosine, sérine ou thréonine, qui permet de réguler la stabilité, le trafic et I'activité de
diverses protéines. Ainsi, la phosphorylation du MR a été décrite comme une modification post-
traductionnelle pouvant altérer son affinité pour I'aldostérone, son transfert nucléaire et ses effets
non-génomiques (Faresse, 2014; Jiménez-Canino et al., 2016; Le Moéllic et al., 2004). Plusieurs sites

de phosphorylation ont été identifiés dans les différents domaines du MR : les sérines 128 et 250 et la
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thréonine 159 dans le domaine N-terminal, la sérine 601 dans le signal indépendant du ligand NLSO, et

la sérine 843 dans le LBD.

Le MR subit également des processus d’ubiquitination qui correspond au greffage peu ou trés
partiellement réversible d’un ou plusieurs groupements d’ubiquitine sur une lysine. L'ubiquitine est un
petit polypeptide de 8,5 kDa, dont la liaison a une protéine nécessite trois étapes enzymatiques
consécutives catalysées par une enzyme d’activation E1, de conjugaison E2 puis une ligase E3 (Helzer
et al., 2015; Kerscher et al., 2006). L'ubiquitination est impliquée dans la dégradation des protéines,
permettant leur adressage au protéasome, qui est un complexe de protéases cytoplasmiques,
responsable du recyclage des protéines, et qui est associé au réticulum endoplasmique (Lee and Lee,
2012). L'activité transcriptionnelle du MR est régulée par I'ubiquitination, notamment via une
interaction directe avec la ligase de type E3 CHIP (COOH terminus of Hsp70- Interacting Protein)
(Faresse et al., 2010). Faresse et al. ont aussi étudié le role de USP2-45 (Ubiquitin-Specific Protease),
dont la transcription est activée par I'aldostérone dans une lignée murine de cellules du tubule
contourné distal (Faresse et al., 2013). En effet, UPS2-45 interagit directement avec le MR en présence
d’aldostérone favorisant son ubiquitination, sa dégradation et son adressage au protéasome. Il a été
montré que 'inhibition du protéasome perturbe I'activité transcriptionnelle du complexe aldostérone-
MR sur un gene rapporteur luciférase, indiquant que le recyclage du MR via 'ubiquitine est une étape
importante pour |’activation de la signalisation par I'aldostérone (Tirard et al., 2007). Mais I'inhibition
du protéasome empéche aussi la phosphorylation activatrice du MR liée a I’aldostérone (Faresse et al.,
2012). Ainsi, il est nécessaire de maintenir une balance entre la phosphorylation et I'ubiquitination
pour réguler I'activité transrégulatrice du MR activé par I'aldostérone (Faresse, 2014; Wallace and

Cidlowski, 2001).

La troisieme modification post-traductionnelle du MR est représentée par la sumoylation qui
correspond a I'addition covalente et réversible d’un groupement SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier)
sur un résidu lysine (Melchior, 2000). Comme l'ubiquitination, la sumoylation est réalisée en trois
étapes enzymatiques (trois enzymes successives : E1 d’activation, E2 de conjugaison puis une ligase
E3). Cette modification régule les facteurs de transcription essentiellement au niveau de leur transfert
nucléo-cytoplasmique et de leur activité transcriptionnelle (Yang and Chiang, 2013). Le MR est sumoylé
avec des protéines SUMO 1 (Small Ubiquitin-related Modifier 1) par I'enzyme de conjugaison (E2) Ubc9
sur le motif consensus WKxD/E (avec W un résidu hydrophobe, K la lysine cible, x un résidu quelconque
et D/E un résidu acide). Le MR posséde 5 lysines capables d’étre sumoylées dont 4 dans le domaine N-
terminal. Le MR sumoylé interagit avec le corépresseur PIAS 1 (Protein Inhibitor of Activated Signal
transducer 1) qui agit comme une SUMO ligase (E3) et conduit a une répression de l'activité

transcriptionnelle ligand-induite du MR (Pascual-Le Tallec and Lombeés, 2005).
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Enfin, I'activité du MR est aussi modulée par des phénoménes d’acétylation/désacétylation, et
d’oxydation (Faresse, 2014). L’acétylation du MR inhibe son activité transcriptionnelle. |l a été rapporté
gue l'augmentation de I'acétylation du MR sur la lysine en position 677 (région charniere), par
I'inhibition de la déacétylation, empéche le recrutement de I’ARN Pol Il sur le promoteur des génes

cibles (Lee et al., 2013).

En conclusion, I'ensemble de ces modifications post-traductionnelles du MR agissent de facon
coordonnée pour réguler son expression, son activation par I'aldostérone, sa localisation subcellulaire,

son activité trans-régulatrice et sa dégradation.

4. MicroARNs (miARNs)
4.1. Généralités

Les microARNs (miARNs) sont des petites séquences d’acide ribonucléique (21-24 nucléotides)
endogénes, simple brin, transcrites mais non traduites qui controlent I'expression génique au niveau
post-transcriptionnel (Bartel, 2004). Découvert initialement en 1993 chez le nématode C. elegans, les
miARNs ont ensuite été identifiés dans d’autres organismes. lls se sont révélés étre d’'importants
régulateurs de nombreux processus biologiques, impliqués dans divers systémes tels que le systeme
nerveux central (Taouis, 2016), le systeme cardiovasculaire (Cakmak and Demir, 2020), le cancer
(Cherradi, 2015). Les miARNs ont été détectés par plusieurs approches: soit par clonage puis
séquencgage, soit par une approche bio-informatique utilisant des logiciels de prédiction basés sur la
conservation des miARNs au sein des especes et sur la détection de structures en « tige-boucle »
caractéristiques des précurseurs des miARNs. Il existe une base de données, appelée miRBase
(Griffiths-Jones et al., 2008), qui permet de recenser les miARNs cités dans les publications
scientifiques et qui ont été mis en évidence par clonage puis séquencage principalement. La derniere
version de la base de données miRBase (v22) contient 38589 miARNs précurseurs provenant de 271
organismes. Ces derniers produisent un total de 48860 séquences différentes de miARNs matures,

dont 2654 séquences matures sont identifiées chez I’'homme (Kozomara et al., 2019).

4.2. Biogeneése et dégradation des miARNs
4.2.1. Localisation et structure des génes codant les miARNs

Les miARNs peuvent étre issus des régions inter- ou intra-géniques dans lesquelles ils se trouvent soit

isolés, soit le plus souvent regroupés en « cluster » (Olena and Patton, 2010). Les miARNs sont issus de
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génes ayant leurs propres promoteurs et éléments régulateurs (miARNs intergéniques). Les miARNs
issus des régions intra-géniques peuvent provenir des introns (miARNs introniques), des exons
(miARNs exoniques) ou encore étre chevauchants sur des sites d’épissage (splice-site-overlapping
miARN) (mirtrons) des transcrits des genes codants ou non codants (Finnegan and Pasquinelli, 2013;
Morlando et al., 2008). Les promoteurs des miARNs intra-géniques se situent soit en amont de sa
séquence, soit dans le méme promoteur du géne hote. Dans le cas ol les miARNs possedent le méme
promoteur que le gene hote, la transcription aura lieu en paralléle de celle du gene hote (Rodriguez et

al., 2004).

4.2.2. Biogenése des miARNs

Transcription des pri-microARNs

La Figure 12 illustre les étapes de la biogenése des miARNs (Aguado-Fraile et al., 2013; Fabian and
Sonenberg, 2012; Krol et al., 2010; Saliminejad et al., 2019). La majorité des miARNs sont transcrits par
I’ARN polymérase Il (ARN Pol Il) a partir du transcrit du géne hote ou a partir d’une unité
transcriptionnelle indépendante. Plus rarement, lorsque la séquence du miARN est proche de celle des
séquences de répétitions Alu (courts fragments d’ADN appartenant a la famille des petits éléments
nucléaires intercalés ou SINE-short interspersed nuclear element, caractérisés par la présence d’un site
de restriction de I'endonucléase de restriction (5’-AGCT-3’), la transcription est réalisée par I’ARN
polymérase Il (ARN Pol Ill) (Borchert et al., 2006). La premiére étape de la biogenése des miARNs est
la synthése dans le compartiment nucléaire sous forme d’un miARN primaire (Pri-miARN), qui
comporte une région en épingle a cheveux (constituée par un motif tige/boucle), une « coiffe » en 5’
(7-méthyguanosine triphosphate (m7G)) et une queue de poly-Adénine ou poly(A) a son extrémité 3’
(Finnegan and Pasquinelli, 2013; Krol et al., 2010). Ce dernier présente également d’une région double

brin longue de 33-35 nucléotides, et présentant des mésappariements.
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Figure 12 : Biogenése et mécanisme d’action des microRNAs

(Adapté selon Aguado-Fraile et al., 2013; Fabian and Sonenberg, 2012; Krol et al., 2010; Saliminejad
et al., 2019)

Pri-miARN : microARN primaire ; Pré-miARN : miARN précurseur ; DGCR8 : DiGeorge syndrome Critical Region Gene 8 ; m7G :
7-methyguanosine-cap ; AGO : Protéine Argonaute ; TRBP : Trans Activation Responsive RNA-Binding Protein ; RISC : RNA-
Induced Silencing Complex ; GW182 : Protéine Glycine-Tryptophan 182 kDa ; PABP : Poly (A) binding protein

Clivage du pri-miARN en pré-miARN

Le pri-miARN subit ensuite plusieurs étapes de maturation pour générer un miARN mature. |l est clivé

une premiere fois par le microprocesseur Drosha/DGCRS8 pour générer le précurseur de miARN appelé

43



Introduction

pré-miARN (Figure 12). C’est un ARN long d’environ 70-100 nucléotides, replié en tige-boucle par
complémentarité de bases imparfaite entre la premiére moitié et la deuxieme moitié de sa séquence.
Le microprocesseur, présent dans le noyau, est un complexe protéique formé par I'enzyme
endoribonucléase RNase Ill Drosha et la protéine DGCRS8 (DiGeorge syndrome Critical Region gene 8).
La protéine DGCRS est essentielle au processus de clivage par Drosha car elle mesure la distance entre
les fragments simples brins et les fragments double brin, grace a ses domaines de liaison a’ARN double
brin (dsRBD, double-stranded RNA binding domain), pour la détermination du site de clivage et facilite
I’acces du site de clivage a Drosha. Drosha, constitué des deux domaines RNase llla et lllb (RllIDa et b),
se positionne alors au centre et clive le duplex d’ARN a 11 paires de bases (pb) aprés la jonction (Han

et al., 2006).

Pour les miARNs dont le précurseur pri-miARN correspond a une partie de l'intron (mirtrons), I'étape
catalysée par Drosha permettant de générer le pré-miARN, se déroule au méme moment que
I’épissage (splicing) (Morlando et al., 2008). La maturation des miARNs exoniques est moins bien
connue. Une étude récente du miR-155 a montré que son pré-miARN peut étre produit a partir de
transcrits épissés ou non épissés. L'épissage et le transport cytoplasmique des transcrits épissés
constitue toutefois des mécanismes permettant de réguler le taux de miARNs exoniques (Slezak-

Prochazka et al., 2013).

Export nucléaire des pré-miARNs

Le pré-miARN doit a son tour subir une maturation afin de produire le miARN fonctionnel. Pour cela, il
doit étre transféré vers le cytoplasme ou a lieu la deuxieme étape de clivage (Figure 12) grace a son
interaction avec I'Exportine 5 (EXP5, codé par le géne XPO5), qui est couplée au cofacteur nucléaire
RAN-GTP (RAS-related Nuclear protein — Guanosine TriPhosphate). L'EXP5 s’associe a la région double
brin du précurseur en reconnaissant la structure double brin ainsi que le bras simple brin en 5’ du
précurseur (Kim, 2004). Le guidage du pré-miARN vers le cytoplasme se fait a travers les pores
nucléaires. Le complexe formé par EXP5/RAN-GTP/pré-miARN se dissocie a la suite de I'hydrolyse de
la molécule de GTP en GDP (Guanosine DiPhosphate) libérant ainsi le pré-miARN pour la suite du

processus de maturation (Ha and Kim, 2014).

Clivage du pré-miARN en miARN double brin

Une fois dans le cytoplasme, le pré-miARN doit subir un deuxieme clivage par I'endoribonucléase
DICER, qui est une RNase lll cytoplasmique, pour générer la forme mature du miARN dont la séquence
fait entre 21-24 nucléotides (nt). L'enzyme DICER se caractérise par la présence d’un domaine hélice,
d’un domaine PAZ (PIWI-Argonaute-ZWILLE), d’un domaine de liaison a I’ARN double brin et de deux

domaines RllIDa et b. Le domaine PAZ sert a reconnaitre le petit bras de 2 nt a la base de la tige du pré-
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miARN alors que les deux domaines RIIID se dimérisent et forment un centre catalytique similaire a
celui de Drosha, qui entoure la tige du pré-miARN. Le domaine hélice facilite la reconnaissance du pré-
miARN en interagissant avec la boucle terminale. Une fois que le pré-miARN est pris en charge par la
protéine DICER, chaque domaine RIIID coupe un des deux brins de la tige libérant ainsi la boucle du
reste du précurseur qui devient une molécule d’ARN double brin (Finnegan and Pasquinelli, 2013; Ha
and Kim, 2014). L’activité d’hydrolyse de la structure boucle de DICER, pour libérer un miARN double
brin, est renforcé’ par le facteur protéique TRBP (Trans-Activation Responsive RNA-Binding Protein). La
protéine TRBP est une protéine de liaison a 'ARN capable, par interaction directe avec DICER,
d’augmenter son efficacité de clivage. Certaines études ont montré que l'interaction entre ces deux
protéines stabilise DICER (Chendrimada et al., 2005; Koscianska et al., 2011), alors que d’autres
indiquent que I'absence de TRBP induit une diminution des niveaux de miARNs matures et/ou des

précurseurs de miARNs (Chakravarthy et al., 2010; Haase et al., 2005).

Génération de miARNs matures par la prise en charge par le complexe RISC

Ce miARN double brin est ensuite pris en charge par les protéines de la famille Argonaute (AGO) pour
former d’autres facteurs protéiques, le complexe pré-RISC (RNA-induced Silencing complex), qui
permet le passage d’'un miARN double brin a un miARN simple brin (brin 5’ ou 3’). Les deux brins
coexistent dans des pourcentages variables selon les miARNs, les types cellulaires, et le mécanisme de
sélection. Le complexe miRISC, constitué par un miARN avec le brin « majeur » et une protéine AGO
auxquels s’associent d’autres facteurs tels que la protéine GW182 ou PABP (Poly (A) Binding Protein),
joue un role de répresseur post-transcriptionnel en s’hybridant a I’ARNm cible au niveau de séquences
spécifiques généralement présentes dans la région 3’-UTR de I’ARNm cible, bloquant ainsi la
traduction, ou accélérant la dégradation de I’ARNm cible. Le brin « mineur » est soumis a la

dégradation.

Les protéines de la famille AGO jouent un réle central dans le complexe RISC. Chez I'homme, cette
famille contient quatre protéines : AGO1, AGO2, AGO3 et AGO4 qui sont toutes capables de se lier a
des miARNs. Toutefois, seule AGO2 possede une activité catalytique de clivage de '’ARNm cible
uniquement lors d’'une complémentarité parfaite entre le miARN et sa cible (Meister et al., 2004).
Elkayam et al ont décrit la structure des protéines AGO2 qui présentent quatre domaines (Figure 13) :
le domaine N-terminal, le domaine PAZ, le domaine MID (MIDDLE) et le domaine PIWI (P-element-
Induced Wimpy testes) (Fabian and Sonenberg, 2012). Normalement, I'extrémité 3’ du miARN est fixée
sur le domaine PAZ, alors que I'extrémité 5’ du miARN est stabilisée dans une poche du domaine MID.
La région centrale du miARN se retrouve dans le domaine PIWI qui s’en sert pour son activité

catalytique.
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Figure 13 : Structure des protéines Argonautes (Ago) et GW182 humain

(D’apres Fabian and Sonenberg, 2012)

L’association a une protéine GW182 est également indispensable a la fonctionnalité du complexe RISC
(Behm-Ansmant et al., 2006). La Figure 13 décrit également la structure de la protéine GW182 humain.
Cette protéine de 182 kDa possede un domaine N-terminal enrichi en répétition glycine-tryptophane
(GW) permettant son association avec les membres de la famille AGO et d’'un domaine C-terminal
participant au recrutement des partenaires affectant la stabilité de ’ARNm cible par la désadénylation
de la queue poly(A) et/ou I'élimination de la coiffe en 5’ ou ceux qui empéchement la traduction des

protéines du gene cible.

4.2.3. Dégradation des miARNs

Actuellement, peu de données sont connues sur la stabilité et la dégradation de ces petits ARNs. Les
mécanismes intervenant dans la dégradation des miARNs sont encore trés imparfaitement connus.
D’apres Riegger, les miARNSs tissulaires, aprés avoir été relachés par la protéine AGO, sont dégradés
par des exoribonucléases dans le sens 3’ 5’ et 5’ 3’ : notamment, la protéine RRP41 (ribosomal
RNA processing protein 41) et la polynucléotide phosphorylase (PNPase) qui dégradent certains
miARNs dans le sens 3° = 5’ alors que XNR-1 agit dans le sens 5° = 3’ (Ruegger and GroRhans, 2012).
Comme pour les ARNs, la demi-vie des miARNs dépend de plusieurs éléments: I'activité
transcriptionnelle de leurs génes, les processus de maturation, leur séquence, leur état d’association
avec leur ARNm cible ou avec différents facteurs protéiques, leur localisation cytoplasmique (Krol et
al., 2010; Zendjabil et al., 2017). Récemment, Gantier et al. ont montré que la demi-vie moyenne d’un
miARN serait de 5 jours, soit dix fois plus qu’un ARNm dans une cellule ne se divisant pas, en mesurant
leur vitesse de dégradation apres délétion génétique par I'induction de DICER dans des cellules MEFs
(Mouse Embryonic Fibroblastes) immortalisées (Gantier et al., 2011). Cette étude a conclu que les
miARNs sont généralement tres stables. Pourtant, cette stabilité dépend des cellules et des tissus dans

lesquels les miARNs sont exprimés. Par exemple, la dégradation de certains miARNs a lieu trés
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rapidement dans le cerveau, leur demi-vie n’excédant pas 3,5 heures (Sethi and Lukiw, 2009). Afin de
mesurer la stabilité des miARNs, I'équipe de Bail et al a utilisé une approche de microarrays afin
d’identifier I’expression de miARNs dans les cellules HEK 293 aprés avoir bloqué la transcription
pendant 8 h par I’Actinomycine D (Bail et al., 2010). Leurs résultats ont montré que I'expression de
95 % des miARNs étudiés ne change pas de fagon significative aprés 8 h suggérant ainsi que la demi-
vie des miARNs est supérieure a 8 heures. Cependant, il faut noter que I'actinomycine D affecte
seulement |'étape de transcription des pri-miARNs. Afin d’apprécier plus directement la stabilité des
miARNSs, cette équipe a contré |'expression de DICER avec des shARN et ils ont observé un profil
hétérogene pour la stabilité des différents miARNs. En particulier, I'’équipe a montré que certains
éléments en partie 3’ facilite la dégradation des miARNs. En résumé, la stabilité des miARNs dans les
tissus est hétérogene et dépend a la fois de la nature méme du miARN et du type cellulaire dans lequel

il est exprimé (Marzi et al., 2016; Nguyen et al., 2014).

4.3. Nomenclature des miARNs

Nomenclature Notes
hsa-miR-XX L'espéce chez laquelle le miARN a été découvert
mmu-miR-XX hsa = homo sapiens mmu = mus musculus Mo = rattus norvegicus
rno-miR-XX
hsa-mir-XX Le géne ou précurseur de miARN ou miARN mature
hsa-miR-XX
hsa-miR-XX-5p XX : I'ordre de |la découverte chez une espéce et de I'ajout dans les bases données
hsa-miR-XX-3p 5p, 3p : position dans pré-miARN
hsa-miR-XX-1 Séquences de miARNs identiques obtenus a partir de 2 génes différents
hsa-miR-XX-2
hsa-mir-Xx-1 Précurseurs de miARNs différents mais produisant le m&me miARN
hsa-mir-XX-2
hsa-miR-XXa 2 miARNs similaires (produits par 2 génes différents) qui ont une méme séquence
hsa-miR-Xxb de reconnaissance pour leur ARNm cible mais qui ne différent que par un, deux
ou trois nucléotides dans la partie 3’

Tableau 2 : Nomenclature des miARNs

(Adapté selon Bernardo et al., 2012; Zendjabil et al., 2017)

Le tableau 2 présente la nomenclature des miARNs (Adapté selon Bernardo et al., 2012; Zendjabil et
al., 2017). Un miARN est généralement identifié sous la forme : hsa-miR-XX. Les trois premieres lettres
indiquent I'espéce chez laquelle le miARNs a été découvert (hsa pour homo sapiens, mmu pour mus
musculus) alors que le nombre (XX) désigne I'ordre de découverte du miARNs chez cette espece et

celui de son référencement dans la base de données miRBase (http://www.mirbase.org/). Pour deux

miARNs provenant d’'un méme précurseur, le plus abondant était auparavant nommé miR-XX et le
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moins abondant miR-XX*. Mais cette nomenclature a été depuis abandonnée. Indépendamment de
leur abondance, on identifie a présent les miARNs en fonction de leur position dans la séquence du
précurseur de miARN (pré-miARN) : miR-XX-5p et miR-XX-3p. Le gene et le précurseur (pré-miARN)
d’un miARN sont notés « mir » alors que le miARN mature correspondant est noté « miR ». Afin de
distinguer des miARNs identiques mais obtenus a partir de deux genes différents, on écrira hsa-mir-
XX-1 et hsa-mir-XX-2 et par exemple hsa-miR-XX-1-3p pour désigner I'une des formes du miARN
mature. Pour deux miARNSs similaires (produits par deux genes différents) qui ont une méme séquence
de reconnaissance dans leur ARNm cible (séquence «seed» comprenant les nucléotides en 5" aux
positions 2 a 7 ou 8), mais qui ne différent que par un, deux ou trois nucléotides dans les parties 3’, on
désignera leurs deux génes en ajoutant une lettre : hsa-mir-XXa et hsa-mir-XXb seront respectivement
a l'origine des miARNs hsa-miR-XXa-5p et hsa-XXb-5p. On peut trouver toute sorte de combinaisons
dans la nomenclature de la famille de miR-30 (Tableau 3). En outre, certains miARNs ont gardé leurs

noms historiques comme « lin-4 » et « let-7 ».

Pre-miARNSs miARNs matures Accession Numbers Séquence des miARNs matures
Hsa-mir-30a Hsa-miR-30a-5p MIMAT0000087 UGUAAACAUCCUCGACUGGAAG
Hsa-miR-30a-3p MIMAT0000088 CUUUCAGUCGGAUGUUUGCAGC
Hsa-mir-30b Hsa-miR-30b-5p MIMAT0000420 UGUAAACAUCCUACACUCAGCU
Hsa-miR-30b-3p MIMATO0004589 CUGGGAGGUGGAUGUUUACUUC
Hsa-mir-30c-1 | Hsa-miR-30c-5p MIMAT0000244 UGUAAACAUCCUACACUCUCAGC
Hsa-miR-30c-1-3p MIMAT0004674 CUGGGAGAIGGUUGUUUACUCI
Hsa-mir-30c-2 | Hsa-miR-30c-5p MIMAT0000244 UGUAAACAUCCUACACUCUCAGC
Hsa-miR-30c-2-3p MIMATO0004550 CUGGGAGAIEIUGUUUACUC.
Hsa-mir-30d Hsa-miR-30d-5p MIMATO0000245 UGUAAACAUCCCCGACUGGAAG
Hsa-miR-30d-3p MIMAT0004551 CUUUCAGUCAGAUGUUUGCUGC
Hsa-mir-30e Hsa-miR-30e-5p MIMAT0000692 UGUAAACAUCCUUGACUGGAAG
Hsa-miR-30e-3p MIMAT0000693 CUUUCAGUCGGAUGUUUACAGC

Tableau 3 : Exemple d’une combinaison dans la nomenclature des miARNs et leur complexité

4.4. Fonctions des miARNs
4.4.1. Répression post-transcription

Les miARNs sont connus comme des régulateurs négatifs post-transcriptionnels. Cette action peut
affecter la stabilité des ARNm cibles en induisant la désadénylation de la queue poly(A) et/ou

I’élimination de la coiffe en 5° (Behm-Ansmant et al., 2006; Mathonnet et al., 2007). En outre, I’action
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de répression par les miARNs peuvent également affecter la traduction des genes cibles en bloquant
I'initiation, I’élongation de la traduction ou aprés la traduction (Fabian and Sonenberg, 2012; Jackson
and Standart, 2007; Pasquinelli, 2012). Cette action peut étre directe ou indirecte. Les mécanismes de

répression post-transcriptionnelle seront détaillés dans la partie 4.5 de cette introduction.

4.4.2. Activation de I'’expression des génes par les miARNs

Dans certains cas, |'activation par des miARNs de I'expression des génes a également été rapportée
dans la littérature. Ce mécanisme d’activation est généralement indirect par l'inhibition d’un
répresseur permettant ainsi d’augmenter I’expression de certains génes. Par exemple, dans le cerveau,
miR-128 inhibe I'expression de certains composants du complexe NMD (nonsense-mediated decay),
appartenant a la machinerie de dégradation des ARNm, cela conduit donc a I'augmentation de
I’expression d’ARNm impliqués dans la fonction et la différenciation neuronale (Bruno et al., 2011).
Pourtant, il a été rapporté qu’un miARN peut favoriser aussi la traduction d’'un ARNm cible a la suite
de sa liaison directe a ’ARNm soit au niveau de sa séquence codant soit de sa région 5’-UTR (@rom et
al., 2008). Par exemple, miR-10a, en s’hybridant a la région 5’-UTR d’un ARNm codant une protéine
ribosomale, active sa traduction en condition de déprivation d’acides aminés (@rom et al., 2008). Cet
effet dépend également des partenaires des protéines AGO et du contexte cellulaire (type cellulaire,
stress, cycle cellulaire) (Vasudevan et al., 2007). L’étude de Vansudevan en 2007 a montré que miR-
369-3p peut activer la traduction de TNFa (Tumor Necrosis Factor alpha) en se fixant sur sa région 3’-
UTR avec la protéine FMR1 (Fragile X mental Retardation protein 1) en condition de déprivation de
sérum (Vasudevan et al., 2007). Un autre exemple est celui du miR-145 qui induit la traduction de la
myocardine mais réprime la traduction du facteur KIf4 (Kruppel-like factor 4) lors de la différenciation

musculaire (Cordes et al., 2009).

4.4.3. Role dans le noyau

Les miARNs sont également détectés au niveau du noyau dans lequel les miARNs peuvent jouer un
role de répression et d’activation la transcription de certains ARN nucléaires (Salmanidis et al., 2014).
Dans la revue de Salmanidis et al, les miARNs, présents dans le complexe RITS (RNA-induced
transcriptional silencing), peuvent agir comme des facteurs de transcription en se fixant sur des
promoteurs de genes par complémentarité de séquences. Dans certains cas, les miARNs peuvent jouer
un role épigénétique en favorisant ou en inhibant le recrutement de 'ARN Pol Il et de facteurs

favorisant la formation de I’hétérochromatine (Morales et al., 2017; Pileti¢ and Kunej, 2016).
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4.5. Mécanisme de répression post-transcriptionnelle

Les miARNSs, lorsqu’ils sont intégrés au sein du complexe RISC, peuvent réguler I'expression génique
en réprimant la traduction et/ou en déstabilisant puis en dégradant 'ARNm cible. Bien qu’ils ne
représentent que 1% a 3% du génome humain (Bartel, 2009), les miARNs sont capables a réguler entre
30% et 60% des ARNm (Friedman et al., 2009). Le mécanisme d’action d’'un miARN dans le complexe
RISC commence tout d’abord par la reconnaissance de son ARNm cible puis par le recrutement des

complexes favorisant le blocage de la traduction ou la dégradation de I’ARNm.

4.5.1. Reconnaissance de I’ARNm cible par le miARN

La reconnaissance de 'ARNm cible est |'étape essentielle et spécifique de I'action répressive des
miARNs. Cette reconnaissance est rendue possible grace a la complémentarité de la séquence du
miARN avec leur site de liaison ou miRE (microRNA response elements), principalement situé dans la
région 3’-UTR de I’ARNm cible. Certaines études ont montré que les miARNs pourraient également se
fixer sur la région 5’-UTR ou sur la séquence codante, méme au niveau des ORF (open reading frame,
phase ouverte du cadre de lecture), chez ’lhomme et la drosophile (@rom et al., 2008; Schnall-Levin et
al., 2010). Toutefois, la fixation dans ces régions est minime et favorise d’autres fonctions. Dans la
majorité des cas, cette complémentarité entre les miARNs et leur génes cibles est imparfaite au niveau
de la séquence « seed » chez les mammiferes. La Figure 14A illustre 'interaction entre un miARN et
son ARNm cible. Un miARN mature possede généralement deux parties : une partie 5’ et une partie 3’.
La partie 5’ trés conservée entre les espéces contient une séquence noyau ou « seed » comprenant
généralement les nucléotides 2 a 7 de la région 5’, qui permet de déterminer la liaison a I’ARNm cible
alors que la partie 3’ permet de moduler la stabilité de cette interaction (Doench and Sharp, 2004;
Filipowicz et al., 2008). La suite de la séquence « seed » (du nucléotide 9 a 11) du miARN présente soit
des mésappariements avec I’ARNm cible soit forme un boucle qui ne lie pas totalement a I’ARNm afin
d’empécher le clivage par AGO2 (Brennecke et al., 2005). La reconnaissance de I’ARNm cible dépend
en particulier du type d’appariement entre le miARN et son ARNm cible mais aussi de plusieurs autres

éléments qui sont abordés ci-dessous.
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Type d’appariement

Il existe plusieurs types d’appariement entre un miARN et son ARNm cible (Figure 14B). Selon Bartel,
les types d’appariement de type canonique et marginal sont les plus fréquents (Bartel, 2009). Les miREs
de type canonique sont caractérisés par un appariement parfait de type Watson-Crick aux nucléotides
2 a7 delarégion 5" du miARN et une adénosine en face du nucléotide en position 1 du miARN (Site 7
mer-A1l) ou avec un appariement additionnel en position 8 (Site 7 mer-m8) ou avec la présence a la
fois de I'adénosine et de I'appariement additionnel en position 8 (Site 8 mer) (Figure 14B-1). Dans ce
type d’appariement, un résidu adénosine est souvent retrouvé sur I’ARNm en face de la position 1 du
miRNA, et un résidu adénosine ou uracile est souvent retrouvé en face de la position 8 (Figure 14B-1).
Selon Brennecker, un appariement de 7 nucléotides au niveau de la séquence « seed » en 5’ sans
appariement en 3’ peut étre suffisant pour réprimer un gene cible (Brennecke et al., 2005). Les miRE
de type marginal semblent étre moins fonctionnels car il existe seulement un appariement de 6
nucléotides aux positions 2 a 7 (Site 6 mer) ou avec un décalage de 3 a 8 (Site 6 mer décalage) (Bartel,
2009). Selon Agarwal et al, le type d’appariement le plus conservé et le plus efficace est le 8 mer, suivi
par le 7 mer-m8 puis le 7 mer-Al et enfin le 6 mer (Agarwal et al., 2015). De plus, Il existe d’autres
types d’appariement tels qu’un appariement supplémentaire en 3’ du miARN (3-4 paire de base) ou
un appariement compensatoire en 3’ du miARN a la suite d’'un mésappariement d’un ou 2 nucléotides
du c6té 5’ (Figure 14B-2). En outre, il a été rapporté que dans certains cas, les miARNs ont besoin d’un
appariement central de 11 nucléotides minimum d’affilée ou méme plus étendu pour pouvoir réprimer
I’ARNm cible (Bartel, 2009; Filipowicz et al., 2008; Shin et al., 2010). C’est ce type d’appariement
« central et étendu » qui a été rapporté pour le miR-21 qui est capable de réprimer plusieurs génes
dans les cellules Hela (Shin et al., 2010) ou pour le miR-196a, qui réprime I'expression de HOXB8 dans
les embryons de souris (Yekta et al., 2004). Néanmoins, I'efficacité répressive de ces sites non-

canoniques reste largement discutée (Agarwal et al., 2015).
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A. Schéma l'interaction miARN-ARNm (D'aprés Filipowicz et al., 2008)
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Figure 14 : Interaction miARN-ARNm

D’autres éléments influencant I’accessibilité a ’ARNm cible

L’environnement autour du site de liaison avec la séquence seed du miARN

En dehors de la complémentarité, I'accessibilité a la séquence cible est influencée par la localisation
du site de liaison au sein de la séquence de la région 3’-UTR et par I’environnement autour de ce
dernier qui joue également un réle tres important dans la répression des genes cibles (Grimson et al.,

2007). Selon Grimson et al, I'efficacité de la répression sera plus importante si le site de liaison se situe
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soit au moins a 15 nucléotides du codon stop ou s’il est proche du codon stop ou de la queue poly(A)
pour les régions 3’-UTR longues ; soit qu’il se trouve dans une région riche en Adénosine-Uridine ou
d’autres éléments structuraux facilitant I'accessibilité a 'ARNm ; enfin il peut coexister des sites de
fixation d’autres miARNs. La région 3’-UTR d’'un ARNm peut présenter plusieurs sites de
reconnaissance de miARNs, suggérant qu'un ARNm cible pourrait ainsi étre régulé par plusieurs

miARNs simultanément (Doench and Sharp, 2004).
L’énergie libre de I'appariement miARN/ARNm et Structure secondaire de ’ARNm

L'appariement d’'un miARN a un ARNm cible se déroule en deux étapes. Premiérement, le miARN
établit une courte liaison sur une région accessible de 'ARNm, ensuite ce dernier change de structure
secondaire au fur et a mesure pour que le miARN continue sa liaison. Par conséquent, la probabilité
gu’un ARNm soit une cible d’'un miARN donné, dépend d’une part de I'énergie libre de I'appariement
miARN/ARNm, d’autre part, de I'ouverture de cette structure secondaire dans sa région 3’-UTR afin de

rendre le site cible accessible (Long et al., 2007).

4.5.2. Désadénylation et dégradation de ’ARNm

Les ARNm sont protégés de la dégradation par les exonucléases par : (1) la présence d’une queue
poly(A) au niveau de I'extrémité 3’, (2) la présence d’'une coiffe m7G a I'extrémité 5’ et (3) par la
structure refermée de I’ARNm qui se fait grace aux protéines PABP cytoplasmique (Poly(A)-Binding
Protein) et elF (eukaryotic Initiation Factor) reliant les deux extrémité 3’ et 5’ par interaction directe
(Pasquinelli, 2012). Afin de réprimer un ARNm, le complexe miRISC déstabilise ce dernier en recrutant,
via la protéine GW182, les complexes de désadénylases CCR4-NOT1 et PAN2-PAN3 qui éliminent la
gueue poly(A) en 3’ de ’ARNm cible (Behm-Ansmant et al., 2006; Fabian et al., 2011). La fixation de
CCR4-NOT déstabilise alors I‘interaction entre PABP et la queue poly(A). La protéine NOT interagit alors
directement avec la désadénylase CAF-1, responsable de la désadénylation de la queue poly(A) de
I’ARNm cible. Ainsi, 'ARNm, ayant perdu sa structure circulaire, peut alors étre dégradé par des
exosomes cytoplasmiques spécifiques, qui agissent en 3’- 5. L'ARNm cible peut étre dégradé
également par le décoiffage de son extrémité 5’ via le recrutement des protéines DCP1 et DCP2
(Decapping Protein) (Behm-Ansmant et al., 2006). Cette fois-ci, ces complexes induisent la dégradation
de I'’ARNm cible par les exonucléases spécifiques XRN1 (ExoRibonuclease 1) qui agissent en 5’-3’. En
outre, il existe un cas exceptionnel ol un miARN présentant un appariement parfait de son « seed »
avec sa cible, la structure double brin induite par I'interaction miARN-ARNm est directement clivée par

I‘activité endonucléase d‘AGO2 (Meister et al., 2004; Yekta et al., 2004).
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A. Degradation de ’ARNm
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Figure 15 : Mécanismes de répression des miARN

(D’aprés Fabian and Sonenberg, 2012)

4.5.3. Inhibition de la traduction

L'inhibition de la traduction peut avoir lieu au moment de l'initiation a la traduction, ou aprés son
initiation (Figure 15) (Fabian and Sonenberg, 2012; Pasquinelli, 2012). L‘initiation de la traduction est
dépendante du recrutement de la protéine PABP au niveau de la queue poly(A) sur I’ARNm cible. Elle
est alors capable d‘interagir avec les facteurs d’initiation de la traduction elF4G, elFAE et elF4A, qui
sont recrutés au niveau de la coiffe 5 de 'ARNm. La structure refermée de ’ARNm est non seulement
essentielle pour sa stabilité mais aussi pour initier la traduction par les sous-unités ribosomales et/ou
favoriser le recrutement des ribosomes lors de la phase d‘élongation de la traduction. Les protéines
AGO, dans le complexe RISC, peuvent rentrer en compétition directement avec les protéines liant la
coiffe (cap binding proteins, CBP), comme le facteur d’initiation eukaryotic translation initiation factor
4E (elF4E), et induire une inhibition de l'initiation de la traduction en empéchant 'ARNm de se
circulariser et le recrutement des ribosomes (Mathonnet et al.,, 2007). Le complexe miRISC, via
I'interaction de GW182, recrute le complexe de désadénylation CCR4-NOT,qui provoque la dissociation

de PABP, ainsi la perte de la structure refermée qui empéche l'initiation de la traduction de ’ARNm.
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Quand la traduction est initiée, le complexe miRISC peut également réprimer |'élongation et la
terminaison de la traduction par l'inhibition de I'assemblage du ribosome due au recrutement du
facteur eukaryotic translation initiation factor 6 (elF6), ou par la mise en compétition avec les facteurs
d’élongation (Chendrimada et al.,, 2007; Mathonnet et al., 2007). Des miARNs ont été retrouvés
associés a des polyribosomes, preuve qu’ils peuvent aussi cibler des ARNm en cours de leur traduction
(Maroney et al., 2006; Pasquinelli, 2012). C'est I'exemple de I'étude menée par Nottrott et al qui a

montré que let-7 interfere avec I'accumulation de polypeptides en formation (Nottrott et al., 2006).

4.5.4. Dynamique d’action

Il a été rapporté que I'action répressive d’un miARN peut dépendre de la complémentarité des bases
. si I'appariement est partiel, le miARN bloquera la traduction de I’ARNm cible, a l'inverse, si
I'hybridation est parfaite, I'ARNm sera clivé puis dégradé. Cependant, des études récentes ont montré
que malgré la complémentarité imparfaite, le mécanisme d'action majoritaire des miARNs dans les
cellules de mammiféres peut induire la dégradation des ARNm, associée ou non a une inhibition de la
traduction (Pasquinelli, 2012). En particulier, I'action répressive d’'un miARN donné a lieu de fagon
dynamique selon le contexte cellulaire. Selon des documents différents, ces deux mécanismes des
miARNs dans l'inhibition de la traduction ou par dégradation des ARNm pourraient étre séquentiels :
la dégradation des ARNm pourraient étre conséquence du blocage de la traduction ou inversement la
déadénylation pourrait entrainer une inhibition du blocage de la traduction; ou au contraire
indépendants 'un de l'autre (Bartel, 2018; Fabian and Sonenberg, 2012). De plus, I'équipe de
Morozora, par I'établissement d’'un modéle mathématique regroupant toutes les données disponibles
dans la littérature sur les modes d’action des miARN et leur combinaison, a montré que les mécanismes

des miARNs peuvent potentiellement également avoir lieu simultanément (Morozova et al., 2012).

4.5.5. Effet de la présence de plusieurs sites de liaison aux miARNs

Selon I'étude de Grimson et de ses collégues, 75% des transcrits réprimés possedent plusieurs sites
canoniques de type 7-8 mer au niveau de leur 3’-UTR (Grimson et al., 2007). La présence de plusieurs
séquences de reconnaissance des miARNSs au sein d’'une méme région 3’-UTR assurent une répression
plus efficace (Doench and Sharp, 2004). La distance entre deux sites de reconnaissance des miARNs
intervient dans leurs effets synergiques : deux sites de liaison proches (espacé de 10-40 nucléotides)

peuvent favoriser I'action coopérative des miARNs. A l'inverse, ils ne peuvent pas fonctionner de
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maniére coopérative lorsque la distance est trop proche (< 4-6 nt) ou trop espacée (> 56 nt) (Grimson

et al., 2007).

4.5.6. Action complexe en réseau

Les miARNs peuvent agir de facon complexe en réseau. Un miARN donné peut en effet réguler plus
d’une centaine de cibles (Lim et al., 2005; Selbach et al., 2008). En paralléle, un transcrit est
généralement ciblé par plusieurs miARNs d’'une méme famille ou de plusieurs familles. De plus, les
miARNs peuvent collaborer avec d’autres partenaires comme des protéines de liaison a ’ARN pour
moduler I'expression des génes cibles. Les interactions miARN/ARNm cible constituent donc un réseau
complexe qui dépend du contexte cellulaire, et en particulier de la quantité respective de miARNs et

de transcrits cibles qui n’est pas si facile a quantifier.

4.5.7. Effet tampon dans les processus biologiques

Certaines études ont mis en évidence que la délétion de certains miARNs individuels dans le génome
a rarement des conséquences phénotypiques marquées (Miska et al., 2007). Une explication de cette
observation repose sur le partage de la méme séquence « seed » par de nombreux miARNs en cluster
ou en famille ce qui induit une grande redondance dans la fonction de répression (Ebert and Sharp,
2012). Ainsi la mutation pontuelle d’une séquence « seed » d’'un miARN donné dans la famille n’abolit
pas nécessairement I'effet sur ses génes cibles. De plus, dans leur revue, Ebert et Sharp a indiqué que
les miARNs exercent un « effet tampon » en réponse de la fluctuation de réseau de régulation
complexe et hautement interconnecté des génes. En effet, I'effet répressive d’'un miARN n’est
généralement que de 40 % au mieux par rapport a I'absence de I'implication du miARN (Osella et al.,
2011). En effet, I'action de miARN donné n’a pas lieu isolement mais dans un réseau plus large de
régulations. De plus, il y a la production en continue des protéines de ses genes cibles. Ainsi, il n’est

pas illogique de penser que I'effet d’'un miARN donné sur une cible potentielle sera relativement faible.

4.6. Dialogues croisés entre les protéines de liaison a ’ARN et les miARNs

Il a été rapporté que dans un réseau complexe de régulation, il existe des dialogues croisés entre les
protéines de liaison a I’ARN (RBPs) et les miARNs dans la mesure ou ces deux classes de régulateurs
ciblent la méme région 3’-UTR et partagent les mémes mécanismes d’action de déstabilisation de

I’ARNm cible (désadénylation, décoiffage et dégradation de ’ARNm par des enzymes exonucléasiques)
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(Jiang and Coller, 2012). La Figure 16 illustre trois exemples d’interaction entre RBP-miARN qui se fixent
sur la méme région 3’-UTR de I’ARNm (Jiang and Coller, 2012) : les région 3’-UTR des genes sont
indiquées par des fleches noires ; (A) Les sites de fixation rapprochés favorisent I'effet synergique (B) ;
la compétition entre deux sites de liaison peut altérer I'action répressive du miARN ; (C) la RBP interagit
physiquement avec AGO ce qui facilite I'appariement des séquences entre I'ARE de la partie 3'-UTR et

les parties de la séquence mature comme cela a été décrit pour le miR-16 (Jiang and Coller, 2012).

Il existe plusieurs travaux qui mettent en évidence la relation entre ces deux régulateurs post-

transcriptionnels.

A. Action synergique B. Action compétitive
?

rRisc™ RISC

c-Myc | miARN | ,
m'Geo—m -+ L L] AAAA m’Ge—u—
e

C. Interaction physique

AGO
miR-16 uagéégcacg _/:éuuggcg
'—v_ah\ui\ /
m’G e— — \AUUUA AAAA

Figure 16 : Modéle de liaison combinatoire entre RBP-miARN sur la région 3’-UTR des ARNm

(D’apres Jiang and Coller, 2012)

Action synergique

Les RBPs elles-mémes peuvent recruter des complexes de désadénylation et entrainer la dégradation
du transcrit cible. De plus, la liaison des RBP aux ARNm peut majorer |'action répressive des miARNs
soit par facilitation de I'interaction du duplex miARN/ARNm soit par stabilisation de I'activité du miARN
dans le complexe RISC. Les RBPs peuvent faciliter la reconnaissance du site de liaison des miARNs
comme cela a été rapporté pour la RBP Pumilio et miR-410 (Leibovich et al., 2010). La RBP Pumilio peut
aider le transcrit p27%?" (un inhibiteur de kinase dépendant de la cycline) & accéder au complexe RISC
avec le miR-221/222 (Kedde et al., 2010). Par ailleurs, il a été démontré que le miR-16 reconnait

spécifiguement des séquences ARE du transcrit TNFa et entrainer sa dégradation grace au recrutement
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de la RBP TrisTetraPolin (TTP) (Jing et al., 2005). Ces auteurs ont montré également l'interaction

physique entre TTP et le complexe RISC.

Action compétitive

Les RBPs peuvent rentrer en compétition avec les miARNs pour les sites de fixation sur I’ARNm cible.
C’est le cas de Dnd1 qui inhibe I"accessibilité du miR-430 dans le complexe RISC, prévenant ainsi la
dégradation de ses genes cibles dans les cellules germinales chez les poissons zébres (Kedde et al.,
2007). La fixation de Dnd1 induit un changement de la structure secondaire de ’ARNm cible rendant
inaccessibles les sites de reconnaissance aux miARNs. Les RBPs peuvent aussi empécher son
assemblage en déplagant le miRISC de I’ARNm. D’autres protéines peuvent interférer avec I'interaction
entre les différents composants du miRISC et les partenaires responsables de la répression de la
traduction ou de la désadénylation. Dans les cellules d’hépatocarcinome humain Huh-7, le miR-122
inhibe la traduction de I’ARNm CAT1 (cationic amino acid transporter 1). Si ces cellules sont soumises
a un stress, la quantité de la RBP HuR augmente dans le cytoplasme. La fixation dans la région 3’-UTR
du complexe miRISC et de la protéine HuR étant en compétition, HuR en s’associant a I’ARNm CAT1

réactive sa traduction (Bhattacharyya et al., 2006).

Importance du contexte cellulaire

Une RBP peut agir soit en favorisant soit en empéchant la répression par le miRISC selon le transcrit
ou le contexte cellulaire. Les travaux de Kim et de ses collaborateurs ont montré que HuR se lie a la
région 3’-UTR de MYC et facilite I'interaction de let-7 avec cet ARNm (Kim et al., 2009). Selon Srikantan
et al, la distance entre les deux sites de liaison étant assez proche (100 nt), HuR entraine un
changement conformationnel facilitant I'accés de let-7 a sa séquence cible (Srikantan et al., 2012). A
I'inverse, I'augmentation des niveaux intracellulaires de HuR diminue l'interaction entre le miR-548c-
3p et 'ARNm de TOP2A (Topoisomerase Il alpha) et inverse I'effet du miARN sur |’expression de TOP2A
(Srikantan et al., 2011).

4.7. Sécrétion et libération des miARNs dans le milieu extracellulaire

Les miARNs sont présents non seulement dans les cellules et les tissus, mais ils peuvent aussi se
retrouver dans tous les liquides biologiques. La présence des miARNs dans les liquides biologiques a
été mise en évidence pour la premiére fois en 2008 par Chim et al qui ont démontré que des miARNs
d’origine placentaire ont été détectés au niveau du plasma maternel (Chim et al., 2008). Ensuite,
Weber et al ont trouvé des miARNs dans 12 types de fluides corporels tels que le plasma, les urines, le

liquide céphalo-rachidienne, le liquide amniotique, le lavage bronchial, le liquide d’épanchement
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pleural, le liquide péritonéal, les larmes, la salive, le lait maternel, le colostrum et aussi le liquide

séminal (Weber et al., 2010).

Les formes sécrétées et mécanismes de sécrétion des miARNs extracellulaires

Le transfert des miARNs dans le milieu extracellulaire s’effectue selon différents mécanismes et sous
différentes formes. La Figure 17 illustre les mécanismes et les formes sécrétées des miARNs
extracellulaires (Chen et al., 2012a). Les miARNs peuvent étre sécrétés de facon passive a la suite du
processus d’apoptose ou de la nécrose cellulaire qui entraine le relargage non sélectif des miARNs
intracellulaires. lls peuvent étre sécrétés de facon active par la cellule sous forme de vésicules
extracellulaires comme les microvésicules (allant de 10 a 1 um) et les exosomes (allant de 30 a 100
nm) ou sous une forme associée aux lipoprotéines HDL (lipoprotéine de haute densité) et le plus
souvent sous forme de complexes ribonucléoprotéiques avec les protéines Argonautes. Environ 90 %
des miARNSs circulants se trouvent associés aux protéines AGO (Arroyo et al., 2011; Turchinovich et al.,
2011). Pourtant, les exosomes constituent une forme de protection contre I’action des RNAses. Ils sont
sécrétés par différents types de cellules normales ou pathologiques et sont composés de molécules
diverses comme des protéines, des ARN. Les miARNs représentent prés de 50 % des ARN totaux
vésiculaires totaux. Les exosomes sont relativement stables et protegent les miARNs de la dégradation
par les RNAses (Cheng et al., 2014a). L'identification de miARNs dans les exosomes a permis leur
utilisation comme biomarqueurs diagnostiques et prédictifs de certaines maladies (Cheng et al., 2014a;

Miranda et al., 2010).

Exosomes ’
llile ] . : (30100 nm)
intracellulaires Enveloppe dans
._les microvésicules /™" microvesicules ’
P . L {10 & 1pm)
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extracellulaires .
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Figure 17 : Les différentes formes des miARN sécrétés dans le milieu extracellulaire.

(D’aprés Chen et al., 2012)
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Effet biologique des miARNs sécrétés

Il a été rapporté que les miARNs extracellulaires, en particulier, les miARNs circulants participent aux
communications intercellulaires de facon autocrine, paracrine ou endocrine. Les miARNs sécrétés via
les microvésicules peuvent étre intégrés dans une cellules cible par endocytose, phagocytose ou fusion
des membranes plasmiques (Chen et al., 2012b) et peuvent induire un effet biologique de répression
de I'expression génique dans la cellule cible (Iguchi et al., 2010). En effet, I'équipe d’lguchi a démontré
gue le miR-16 exosomal a été transféré dans les cellules de cancer de la prostate PC-3M par voie sous-
cutané chez la souris entrainant la suppression de son géne cible Bcl2 (lguchi et al., 2010). Valadi et al
ont montré également qu’apres transfert d’exosomes de souris dans des mastocytes humains, des
protéines murines ont été retrouvées dans les cellules receveuses (Valadi et al., 2007). Les exosomes
servent donc au transfert d’'information (ARNm, virus) ainsi que d’autres matériels (protéine, miARN)
entre les cellules. En plus, Vickers et al ont démontré que les miARNs plasmatiques associés aux HDL
sont soumis a une endocytose par le SR-BI (le Scavenger Receptor class B type 1), un récepteur
membranaire aux HDL. lls sont dirigés vers le cytoplasme ou ils exercent leur fonction de régulation
des ARNm (Vickers et al., 2011). La présence de molécules d’adressage a la surface des microvésicules
et de récepteurs spécifiques sur les cellules cibles permet probablement un adressage spécifique aux
cellules cibles. Cela montre que les miARNs sécrétés peuvent avoir un effet paracrine. En outre,
certaines études ont indiqué que les exosomes de cellules tumorales seraient capables de participer a

distance a la formation des niches pré-métastatiques (Bayraktar et al., 2017).

Stabilité des miARNs extracellulaires

miARNs circulants

La plupart des études ont indiqué que les miARNSs circulants sont assez stables grace a leur petite taille
et aux mécanismes de protection contre I'action des RNAses (Gupta Shashi K. et al., 2010). En effet, les
grands ARN provenant du sérum ont été rapidement dégradés par la digestion de la ribonucléase, ce
qui a illustré la pertinence biologique potentielle des miARN circulants par rapport des grand ARNs
(Chen et al., 2008). En plus, les miRNA synthétiques ajoutés directement aux échantillons de sérum et
de plasma ont été rapidement dégradés, ce qui indique que les miRNA endogenes existent sous une
forme protégée (Ortiz-Quintero, 2016). Parmi les formes circulantes, certains études ont montré que
les miARNs plasmatiques extraits des exosomes sont plus stables que les miARNs plasmatiques libres
(Ge et al., 2014; Koberle et al., 2013; Sanz-Rubio et al., 2018). Pourtant, I'expression des miARNs
circulants est influencée par la température et la durée de leur conservation. Il y a pas de consensus
dans la décision de la température ou de la durée de conservation des miARNs qui permet de

maintenance la meilleure stabilité de I'expression des miARNs circulants. En effet, les travaux de Mraz
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et al ont indiqué que les miARNSs sont stables a la fois dans les tissus et les fluides corporels, lorsqu'ils
sont stockés -80°C (Mraz et al., 2009). L’étude de Koberle et al a montré que les miARNs sont instables
lorsqu'ils sont stockés a 4°C pendant une courte période (Kdberle et al., 2013). En revanche, dans
I'étude de Mitchell et al, les miARNs plasmatiques et sériques résistent a 8 cycles de
congélation/décongélation et sont stables pendant 24 h a température ambiante (Mitchell et al.,,

2008).
miARNSs urinaires

Une des premiéres études, qui a porté sur la stabilité des miARNSs libres urinaires a été réalisé par Yun
et al en 2012. Ces auteurs ont testé si les miARNs libres urinaires pouvaient étre utilisés comme
biomarqueurs pronostiques et/ou diagnostiques du cancer de la vessie. lls ont montré qu’aprés 7
cycles de congélation/décongélation, hsa-miR-145 et hsa-miR-200a ne présentaient que des signes
minimes de dégradation (Yun et al., 2012). D’autres études ont démontré avec succes la stabilité des
miARNSs urinaires, jusqu’a 10 cycles de congélation/décongélation, et différentes températures de
stockage allant de 4°C a-80°C pendant des périodes courtes et longues (entre 5 jours et 2 ans) (Lv et

al., 2013; Mall et al., 2013).

Dans I’ensemble, les miARNSs circulants ou urinaires sont stables. Cette stabilité ouvre la nouvelle voie
dans l'application des miARNs dans la recherche et la pratique clinique de certaines maladies

humaines.

5. R6le des miARNs en physiologie et physiopathologie rénale
5.1. Role des miARNs en physiologie rénale

Actuellement, un certain nombre des miARNs ont été caractérisés comme étant spécifiques aux reins.
Leur réle a été montré dans I'équilibre de I’'homéostasie corporelle et dans le développement rénal

(Amrouche et al.,, 2011; Ma and Qu, 2013; Schena et al., 2014; Trionfini et al., 2015).

En effet, le role des miARNs dans le développement rénal a été tout d’abord rapporté par une série
d’études portant sur des souris invalidées KO (Knock-out) pour DICER ou Drosha, deux ribonucléases
importantes pour la maturation des miARNs. Les souris KO global de DICER meurent précocement au
cours du développement embryonnaire (avant le stade E7,5) du fait des altérations de I"apoptose
démontrant I'importance de ces facteurs dans le développement. Afin de contrecarrer la létalité
précoce associée au phénotype des souris KO, plusieurs groupes ont créé des modeles murins

conditionnels inductibles grace au systéme Cre-Lox. L’invalidation de DICER dans le bourgeon urétéral
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chez la souris conduit a I'arrét prématuré de la néphrogenése et a I'apparition de microkystes
tubulaires et d’'une hydronéphrose deés les trois semaines de développement, ce qui confirme le role
des miARNs dans le développement de I'épithélium du canal collecteur et de I'urothélium (Pastorelli
et al., 2009). Les souris mutantes caractérisées par une délétion conditionnelle de DICER dans les
cellules juxta-glomérulaires sécrétrices de rénine, présentaient une diminution du nombre de ces
cellules associée a une diminution de I'expression des génes Reninl et Renin2 et de la concentration
plasmatique de rénine, ainsi qu’une baisse de la pression artérielle de 10 mmHg (Sequeira-Lopez et al.,
2010). Les souris KO survivent toutefois normalement a I’dge adulte, mais le poids de leurs reins est
diminué et ces souris présentent des nombreuses anomalies histologiques rénales vasculaires,
glomérulaires et interstitielles et leur taux de créatinine est augmenté. Ces résultats indiquent que les
miARNs sont importants pour le développement des cellules juxtaglomérulaires. Pour étudier le réle
des miARNs dans les glomérules, une invalidation de DICER, spécifiquement dans les podocytes, qui
sont des cellules épithéliales entourant les capillaires glomérulaires, a été réalisée chez la souris par
trois groupes la méme année (Harvey et al., 2008; Ho et al., 2008; Shi et al., 2008). Les travaux de
Zhdanova ont indiqué que l'invalidation de Drosha dans les podocytes induit le méme phénotype que
la souris KO DICER (Zhdanova et al., 2011). Dans tous les cas, une protéinurie se développe chez les
souris KO qui évoluent vers l'insuffisance rénale terminale en quelques semaines. Les podocytes sont
hypertrophiés avec des vacuolisations, un effacement des pédicelles, notamment avec une
désorganisation du cytosquelette. Il existe également une atteinte glomérulaire et tubulo-interstitielle,
sans atteinte des cellules endothéliales et mésangiales. Une analyse transcriptomique a révélé que
beaucoup d’ARNm parmi ceux dont I'expression est augmentée dans les glomérules des souris KO sont
potentiellement ciblés par les miARNs de la famille miR-30. Les miARNs pourraient donc étre impliqués
dans le développement de podocytopathies. Toutefois, les phénotypes observés sont liés a I'absence

totale de miARNs et ces souris KO n’ont pas permis d’identifier les miARNs spécifiquement impliqués.

Ensuite, certains miARNs spécifiques sont connus pour étre impliqués dans le développement rénal.
La délétion du cluster miR-17-19 entraine une réduction du nombre de néphrons et une hypodysplasie
rénale, une dysfonction glomérulaire et une protéinurie (Marrone and Ho, 2014). Le réle du miR-29b
dans la régulation de la transition épithélio-mésenchymateuse via I’angiotensine Il dans les cellules
épithéliales tubulaires a été montré par Pan et al (Pan et al.,, 2014). Des recherches sur le
développement du pronéphros chez le xénope ont démontré que miR-30 régule le développement
rénal normal en ciblant Xlim/Lhx1, qui est un facteur de transcription essentiel a la formation du canal
néphridien et a la différenciation des néphrons (Agrawal et al., 2009). Dans I'étude de Wessely et al,

miR-30 a supprimé I'expression de Lhx1 pendant la formation des tubules épithéliaux rénaux, alors que

62



Introduction

le miR-200 a été impliqué dans le processus de transition épithélio-mésenchymateuse en ciblant

Slip1/Zeb2/Snaill (Wessely et al., 2010).

En outre, les miARNs sont également impliqués en physiologie rénale, dans le contréle de la pression
artérielle et le maintien de I'homéostasie des fluides et des électrolytes dans I'organisme. Le rble des
miARNs dans le controle de la pression artérielle a tout d’abord été démontrée par son influence sur
I"apparition des cellules juxtaglomérulaires qui expriment la rénine, et qui participe a la régulation de
la sécrétion de I'aldostérone (Lorenzen et al., 2011; Sequeira-Lopez et al., 2010). Ensuite, les miARNs
influencent I'expression des transporteurs d’électrolytes. En effet, le miR- 192 réprime |’expression du
géne de la sous-unité B1 de la Na*-K*-ATPase dans les cellules épithéliales rénales humaines (Mladinov
etal., 2013), et dans le néphron distal, il réprime également I'expression de la sérine/thréonine kinase
WNK1, une protéine essentielle a la régulation coordonnée du transport des électrolytes dans le rein
(Elvira-Matelot et al., 2010). La régulation du transport du Na* par les miARNs a été confirmée dans le
canal collecteur cortical de la souris ou l'aldostérone réduit I'expression d'un sous-ensemble de
miARNSs qui cible I'ankyrine 3. En revanche, la surexpression de I'ankyrine 3 augmente le transport de
sodium relayé par le canal aENaC (Edinger et al., 2014). Dans une autre étude, |'aldostérone réduit
également I'expression du miR-466g dans les cellules du tubule collecteur cortical et la surexpression
de ce miARN, a son tour, régule I'expression de SGK1 et I'activité d’ENaC (Jacobs et al., 2016). De plus,
les cellules du canal collecteur cortical médullaire rénal, exposées a une concentration élevée de Na*,
voient leur niveaux de miR-200 et miR-717 diminuer avec une augmentation concomitante de leur
cible commune NFATS5 (Huang et al., 2011), qui contrdle la réponse cellulaire au stress osmotique. Les
miARNs sont également capables de réguler la sécrétion de K*. En effet, dans le canal collecteur
cortical, un apport élevé en K* alimentaire stimule la transcription des miR-802 et miR-194, qui régulent
I'activité du canal ROMK en ciblant respectivement la cavéoline- 1 (un régulateur négatif du canal
ROMK) (Lin et al., 2011) et l'intersectine- 1 (impliquée dans I'endocytose du canal ROMK induite par
WNK1) (Lin et al., 2014). Enfin, dans la branche ascendante large de I'anse de I'Henlé, les miR-9 et miR-
374 régulent I'expression de la claudine-14, qui est essentielle a la réabsorption du Ca?* dans le rein
(Gong et al., 2012). Il est intéressant de noter que les niveaux de transcription de ces deux miARNs

sont directement régulés par le récepteur CASR sensible au Ca?* CASR (Negri, 2015).

En résumé, toutes ces études, réalisées in vitro et in vivo, confirment I'implication des miARNs dans le
développement rénal et la physiologie rénale surtout dans le contréle de I'équilibre de la balance

hydro-électrolytique.
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5.2. Déréglement de I’expression des miARNSs dans certaines pathologies rénales

Actuellement, de nombreuses études ont exploré l'implication des miARNs et leur role dans diverses
maladies, en particulier les néphropathies (Ma and Qu, 2013; Mukhadi et al., 2015; Schena et al., 2014;
Trionfini et al., 2015). Dans la revue de Ma et al, il a été décrit de facon schématique le déreglement
de I'expression de certains miARNs ainsi que leurs genes cibles dans différentes formes de maladies

rénales (Figure 18) (Ma and Qu, 2013).

Dans ce travail, les auteurs ont précisé le profil d’expression des miARNs. Dans la néphropathie a
Immuloglobuline A (IgA), le type le plus courant de glomérulonéphrite primaire, on retrouve la
surexpression du miR-142-5p, miR-155, miR-223 et en paralléle la sous-expression du miR-210, miR-
30c-3p, let-7c. Dans la néphropathie lupique, une manifestation fréquente et grave du Lupus
érythémateux systémique, I'expression des miARNs miR-886-3p, miR-142-3p, miR-23a, miR-372-5p,
miR-423-5p, miR-638, MiR-198, miR-146a, et de miR-663 sont induites dans les prélevements de

biopsie rénale alors que celle des miR-342-3p, miR-328-5p, et de miR-1224-3p sont réprimées.

D’autre part, les auteurs ont précisé les genes cibles et la voie de signalisation ciblée par ces miARNs
dans différentes néphropathies. La néphropathie diabétique (Diabetic Nephropathy ou DN) est une
des complications graves du diabéte sucré. La pathogenése de la DN est étroitement liée a
I'hyperglycémie et a 'augmentation du TGF-B1 (Transformant Growth Factor Bl (TGF-1), qui est
également induit par I'hyperglycémie. L'expression de multiples miARNs est régulée par
I'hyperglycémie et le TGF-B1, responsable d’un dépot excessif de collagéne et d’'une accumulation de
protéines de la matrice extracellulaire. Le miR-192 a été le premier miARN identifié comme étant
régulé par le TGF-B1, qui induit I'expression du gene Colla2 en supprimant S/IP1 (Kato et al., 2007).
Outre le miR-192, I'expression de plusieurs autres miARNs est induite par I’hyperglycémie ou le TGF-
B1 (Dehwah et al., 2012), parmi lesquels miR-21, miR-214, miR-216a, miR-217, miR-377, miR-382 et
miR-491-5p alors que I'expression des miARNs appartenant a la famille de miR-29 et miR-200 est
diminuée. L’équipe de Du et al a validé que I'expression du miR-29a est réduite par I’hyperglycémie et
le TGF-B1, et que le miR-29a régule négativement I’expression du géne codant le collagéne IV (Col IV)
en se liant directement a sa région 3’-UTR (Du et al., 2010). Enfin, I'expression des membres de la
famille miR-30 est diminuée pendant ce processus indiquant que ces miARNs pourraient servir

d'inhibiteurs de la fibrose rénale (Ma and Qu, 2013).
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Figure 18 : Implication des miARNs dans différentes néphropathies

(D’aprés Ma and Qu, 2013)

La maladie polykystique des reins (PKD, Polykystic Kidney Disease) est une maladie héréditaire
connue par la formation aberrante de kystes provoquant I’hypertrophie rénale. L'expression du miR-
15a est réduite dans la PKD alors que son géne cible Cdc 25A est surexprimé avec pour conséquence
la cystogenese hépatique dans un modele de rat atteint PKD (Lee et al., 2008). Le miR-17 favorise la
prolifération cellulaire par la répression de I'expression du géne PKD 2 dans les cellules HEK 293T (Sun

et al., 2010) alors que la RBP Biccl (bicaudal C), en inhibant I'activité répressive du miR-17, augmente
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la stabilité et I'efficacité de la traduction de I'ARNm PKD 2 (Tran et al., 2010). Récemment, il a été
montré que miR-365-1 inhibe I'expression du géne PKHD 1 et supprime I'adhérence cellulaire dans la

PKD (Duan et al., 2012).

Le Carcinome a cellules rénales (CCR) est la forme prédominante de cancer du rein chez les adultes
(Chow et al., 2010). Plusieurs études ont comparé les profils d'expression des miARNs entre le CCR et
les tissus rénaux normaux et montré qu'ils jouent des fonctions importantes dans la tumorigeneése et
les métastases rénales. L'expression de miR-141 et de miR-200c est réprimée dans le CCR, avec la
surexpression de leur cible commune ZFHX 1B qui conduit a |'altération de la transcription de CDH 1/E-
cadhérine (Nakada et al., 2008). L’expression de miR-34a/b/c est inactivée par la méthylation des ilots
CpG dans la région du promoteur, ce qui augmente |'expression de p53 (Vogt et al., 2011) et de c-Myc
(Yamamura et al., 2012) dans le CCR. Le miR-21 inhibe I'apoptose dans les cellules du CCR en ciblant
FASL et TIMP 3 (Zhang et al., 2011), et I'induction de miR-21 est corrélée a une baisse du taux de survie
du cancer du rein (Zaman et al., 2012). Par ailleurs, le miR-92 régule I'expression du gene VHL (Valera
et al., 2011), et le miR-210 dont I'expression est induite par HIF1a (facteur inductible par I'hypoxie 1a)
supprime I'expression d’E2F3 au cours de la progression du CCR (Nakada et al., 2011). Enfin, le Let-7a
agit en tant que suppresseur de tumeur en ciblant c-Myc, et amplifie les effets de I'inhibition de la
prolifération et I'arrét du cycle cellulaire en modulant les génes cibles en aval de c-Myc (Liu et al.,

2012).

La tumeur de Wilms (WT, également appelée néphroblastome) est un type de cancer fréquent chez
I'enfant et plus rare chez I'adulte. L'analyse des signatures d'expression des transcrits a révélé que
I’expression du facteur de transcription E2F3 est augmentée et que I'oncomir-1 (un groupe oncogéne
de miARNs) est activé par E2F3 dans les échantillons de tumeurs de Wilms (WT) (Kort et al., 2008). En
outre, I'expression du miR-562 est diminuée dans les échantillons WT, ce miARN stimule |'expression
d’EYA 1 (Drake et al., 2009). La surexpression du miR-483-3p a été observée dans la plupart des
échantillons WT, qui joue un rdle protecteur des cellules contre I'apoptose (Veronese et al., 2010). Il a
été démontré que ce miARN pourrait réprimer BBC3/PUMA, un des génes pro-apoptotiques.
L’expression de trois miARNs spécifiques au rein (miR-192, miR-194 et miR-215) et de deux membres
de la famille miR-200 (miR-200c et miR-141) étaient significativement diminuées dans les WT. Ces
miARNs sont impliqués dans la voie du TGF-B par la régulation de leur cible commune ACVR 2B

(Senanayake et al., 2012).

Enfin, le profil d’expression des miARNs a été exploré dans I'insuffisance rénale aigué (IRA). Chez les
souris C57BL/6 souffrant d’insuffisance rénale aigué, provoquée par une ischémie et une reperfusion,

I’expression rénale de 9 miARNs, parmi lesquels miR-21, miR-20a, miR-146a, miR-199a-3p, miR-214,
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miR-192, miR-187, miR-805 et miR-194, sont exprimés de facon différentielle par rapport aux souris
contrdles normales (Godwin et al., 2010). Parmi eux, le miR-21 stimule la fibrose rénale en réduisant
des génes impliqués dans des voies métaboliques, en particulier la voie du métabolisme lipidique
régulée par le récepteur PPARa) (Chau et al., 2012), alors que trois autres miARNs (miR-126, miR-296
et miR-127) ont des effets protecteurs dans les cellules tubulaires au cours de I'IRA (Aguado-Fraile et

al., 2012).

En conclusion, I'exemple de ces travaux montre que I'étude de I'expression des miARNs dans
différentes maladies rénales est véritablement un outil précieux pour mieux comprendre les
mécanismes physiopathologiques, diagnostiquer ces maladies et développer de nouvelles options

thérapeutiques.

5.3. Les miARNs : Biomarqueurs diagnostiques et pronostiques de certaines maladies rénales

La majorité des miARNs sont présents dans le cytoplasme des cellules de fagon tissu-spécifique mais
de nombreux miARNs sont aussi retrouvés dans les liquides biologiques (le plasma, I'urine) (Weber et
al., 2010). Leur profil d’expression dans les liquides biologiques s’est avéré hautement spécifique en
fonction de la pathologie. Par ailleurs, il a été démontré que les niveaux de ribonucléases circulantes
sont influencés par la fonction rénale (Karpetsky et al., 1977). On pourrait supposer que l'altération de
I'activité ribonucléasique plasmatique est corrélée a la fonction rénale, ce qui pourrait conduire a la
dégradation des miARNSs circulants. Cependant, étant donné que les miARNs sont généralement liés a
des protéines AGO ou encapsulés dans des microvésicules/exosomes dans la circulation, ils sont
protégés contre la dégradation par les ribonucléases (Lorenzen and Thum, 2012; Valadi et al., 2007).
Ainsi, la quantification des miARNs circulants ou urinaires pourrait faciliter I'identification de nouveaux

biomarqueurs non invasifs de diagnostic et de pronostic de certaines pathologies rénales.

Les miARNs plasmatiques ou sériques dans les néphropathies

Les données sur les miARNSs circulants dans les maladies rénales sont encore tres limitées. Chez les
patients atteints de maladies rénales, les études actuelles ont simplement montré une association avec
|'évolution de la maladie (Lorenzen and Thum, 2012). En plus, il existe une forte hétérogénéité entre
les études sur le profil d’expression des miARNs circulants dans certaines maladies rénales (Sun and
Lerman, 2019). L’exploration des miARNs plasmatiques ou dans le sérum de patients atteints du cancer
du rein est un bon exemple. Parmi les 36 miARNs dont I'expression est induite dans les tissus et le

sérum de patients porteurs d’un cancer du rein, Wulfken et al (Wulfken et al., 2011) ont identifié
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seulement que I'expression du miR-1233 circulant différe par rapport au groupe contréle, suggérant
gu’il pourrait s’agir d’'un biomarqueur potentiel pour les patients atteints de cancer du rein.
Néanmoins, il n'y a pas de corrélation entre le niveau d’expression de ce miARN circulant et les
parameétres clinico-pathologiques. Dans une autre étude, de faibles niveaux d’expression de miR-508-
3p et miR-509-3p ont été rapportés dans le plasma et dans les échantillons de tissus rénaux cancéreux
de patients atteints de cancer du rein (Zhai et al., 2012). La surexpression de ces miARNs in vitro
diminue la prolifération des cellules du cancer du rein, induit I'apoptose des cellules et inhibe la
migration cellulaire. Ces résultats suggerent que les miR-508-3p et 509-3p jouent un réle important en
tant que modulateurs dans la formation des tumeurs et qu'ils peuvent étre considérés comme de
nouveaux biomarqueurs diagnostiques pour le cancer du rein. En outre, il existe quelques études sur
les miARNSs circulants dans l'insuffisance rénale aigué et chronique. Lorenzen et al ont identifié 13
miARNs dont I'expression est altérée dans le sérum de patients atteints d'insuffisance rénale aigué
(IRA) (Lorenzen et al., 2012). Parmi les trois miARNs quantifiés, I’expression de miR-16 et miR-320
étaient réprimées, tandis que I'expression du miR-210 était induite, miR-210 était un facteur prédictif
fort de la survie chez les patients atteints d’IRA sévére. Chez les patients atteints d'insuffisance rénale
chronique (IRC), I'expression de miR-16, miR-21, miR-155, miR-210 et demiR-638 sont corrélées avec
la fonction rénale (Neal et al., 2011). Cependant, dans cette étude, les niveaux circulants de certains
miARNs étaient réduits chez les patients atteints d'IRC sévére par rapport aux individus présentant une
insuffisance rénale légére ou nulle, ce qui démontre I'hétérogénéité des miARNSs circulants en tant que
biomarqueurs chez les individus présentant une atteinte rénale sévere. Ainsi, de futures études sont
nécessaires pour préciser le role causal des modifications de la fonction rénale par ces miARNs

circulants.

Un obstacle dans Il'analyse des miARNs circulants est d’utiliser une méthode de normalisation
appropriée. En raison du faible niveau d’expression des miARNs dans le sang circulant, la normalisation
est de la plus haute importance. Actuellement, il n’y a pas de consensus sur la technique de
normalisation. Plusieurs groupes ont utilisé le spike-in de miARN pour la normalisation. Ce sont des
miARNs synthétiques de C. elegans (par exemple, miR-39, miR-54 et miR-238) qui sont ajoutés aux
échantillons apres I'étape de dénaturation du plasma/sérum pendant I'extraction de miARN. D'autres

groupes ont utilisé un doublet et un triplet de miARNs comme normalisateurs.

En outre, le temps nécessaire a I'analyse des miARN circulants représente un obstacle a leur utilisation
clinique (Lorenzen and Thum, 2012). En fonction de la pathologie étudiée (par exemple, l'infarctus aigu
du myocarde ou rejet aigu d'allogreffe rénale), la situation clinique exige une décision thérapeutique
immédiate. Un test au lit du patient replagant la procédure complexe d'isolement de I'ARN et de la RT-

gPCR quantitative ouvrirait la voie a I'application des miARNSs circulants en clinique.
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Les miARNs urinaires dans les néphropathies
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Figure 19 : Utilisation potentielle des miARNs urinaires dans les maladies rénales

(D’aprés Sun and Lerman, 2019)

Les miARNSs urinaires semblent étre étudiés de facon plus importante dans les maladies rénales par
rapport aux miARNs plasmatiques ou sériques probablement a cause du caractére moins invasif de
cette exploration. Les miARNs urinaires peuvent étre sécrétés par toutes les cellules du systeme
urinaire, ou ultrafiltrés a partir du plasma par la membrane glomérulaire. Bien que leur validité en tant
gue biomarqueurs des maladies rénales n'ait pas été encore totalement établie, des études de
I’analyse des miARNs urinaires ont tenté de détecter et/ou de surveiller I'évolution des maladies
rénales aigués et chroniques. Les miARNs peuvent faciliter le diagnostic et la surveillance des affections
rénales. Leur application la plus utile pourrait étre de prédire le résultat clinique des patients souffrant

d’une maladie rénale aigué ou chronique et d’aider a la décision thérapeutique.

Si les miARNs circulants plasmatiques ou sériques se présentent sous différentes formes, les miARNs
urinaires sont connus principalement sous forme libre ou incorporée aux vésicules extracellulaires
(Cheng et al., 2014b; Lorenzen et al., 2012). Les vésicules extracellulaires semblent protéger et
augmenter la stabilité des miARNs, alors que la stabilité des miARNSs libres reste controversée. Par
rapport aux miARNs plasmatiques ou sériques, les miARNs urinaires sont beaucoup moins abondants.
Cela est trés probablement d{i a une activité ribonucléasique plus élevée dans I'urine que dans le sérum
(Cheng et al., 2014b). Plusieurs travaux montrent que I'expression des miARNs urinaires est corrélée
aux dysfonctionnements rénaux et aux processus physiopathologies (Papadopoulos et al., 2015). Dans
leur revue, Sun et Lerman a donné un tableau de profil des miARNs urinaires corrélé aux différentes

maladies rénales (Tableau 4) (Sun and Lerman, 2019). Dans les maladies rénales, les miARNs urinaires
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détectés aident a dépister des changements physiologiques ou pathologiques, a diagnostiquer la
maladie, a poser un pronostic et a surveiller I'efficacité du traitement et enfin a suggérer une approche
thérapeutique optimale pour chaque patient (Figure 19). Ainsi, I'analyse spécifique des miARNs
vésiculaires dans les urines, notamment dans les exosomes, constitue vraisemblablement une

perspective d’un grand intérét en matiere de biomarqueurs en néphrologie.

Maladies Expression des miARNs
urinaires
Lésions d’ischémie-reperfusion
Chirurgie cardiaque miR-21 A
Transplantation miR-24 A
Unité de soins intensifs miR-494 A
Néphropathie diabétique miR-15 %
Hypertension
Sensibilité au sel miR-4516 A
Hypertension réno-vasculaire miR-26 4

Maladie polykystique des reins

miR-21, miR-93, miR-200b X
miR-1, miR-133b ¥

Glomérulonéphrite
Néphropathie a IgA
Glomérulosclérose segmentaire focale

miR-146a, miR-155 A
miR-10a, miR-30d A

Néphrite lupique miR-146a A

Transplantation rénale

Rejet aigue médié par les cellules T miR-210 ¥

Rejet chronique miR-142-3p, miR-201 A
mMiR-211 3¢

Obstruction urétérale

Let-7, miR-29b ¥

Cancer
Cancer de la vessie

Carcinome des cellules rénales

miR-136 A
miR-152 ¥
miR-15 A

Tableau 4 : Déréglement de I'’expression de miARNs urinaires dans les maladies rénales

(D’aprés Sun and Lerman, 2019)

5.4. Les miARNs et leur potentiel thérapeutique

Le role des miARNSs dans la physiopathologie de plusieurs maladies rénales pourrait ouvrir de nouvelles
voies pour une thérapie basée sur les miARNs. 1l y a deux approches dans le développement de ces
thérapeutiques : 'une est basée sur les oligonucléotides qui bloquent la fonction des miARNs
(Inhibiteur de miARNs ou AntagomiR ou Anti-miR) ou qui miment I’expression des miARNs endogenes

et augmentent I'activité des miARNs (Mimic de miARNs) (Lu and Rothenberg, 2018). Plus récemment,
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des exosomes et des vecteurs viraux codant des ShARN ont également été introduits dans I'arsenal
thérapeutique. Actuellement, I'utilisation des miARNs a rapidement progressé au point d'étre testée
comme cibles thérapeutiques, principalement en oncologie (Hashemi and Gorji-Bahri, 2020; Hayes et
al.,, 2014). Le médicament a base de miARN le plus étudié en dehors du domaine du cancer est le
miravirsen. Cet anti-sens du miR-122 inhibe la réplication du virus de I'hépatite C. En particulier, ce
médicament est déja en essai clinique de phase Il avec succés (Bonneau et al., 2019; Lanford et al.,

2010; Rupaimoole and Slack, 2017; van der Ree et al., 2014).

Les tentatives de thérapie reposant sur I'utilisation de miARNs dans les maladies rénales visaient
principalement a prévenir le développement de la fibrose rénale (Frangois and Chatziantoniou, 2018).
De nombreuses études expérimentales sur des modeles animaux ont porté sur le réle thérapeutique
potentiel des miARNs dans I'IRC et des résultats prometteurs sur l'arrét du développement de la fibrose
rénale semblent avoir été obtenus soit en diminuant I’expression du miR- 21 (Chau et al., 2012; Zhong
etal.,, 2013, 2011), du miR-29c¢ (Long et al., 2011), du miR- 214 (Denby et al., 2014), du miR- 433 (Li et
al., 2013), et du miR- 192 (Deshpande et al., 2013; Putta et al., 2012), soit en surexprimant le miR- 29b
(Chen et al., 2014; Qin et al., 2011). Le ralentissement et la stabilisation des lésions fibrotiques rénales
ont été obtenus par injection intrapéritonéale, intraveineuse ou sous-cutanée des molécules Mimics
ou d'Inhibiteurs miARNs ou, plus fréquemment, par injection intraveineuse de plasmides exprimant
des miARNs ou des ARN a courte épingle a cheveux. L'utilisation du molécule anti-sens du miR-21 dans
le traitement d’IRC est un exemple. L'injection sous-cutanée hebdomadaire de I'antagomir spécifique
contre le miR-21 dans un modéle de souris atteint d'IRC a permis non seulement de réduire la fibrose
rénale, mais aussi de prolonger la durée de vie des souris atteintes d’IRC (Zhong et al., 2013). Ce
résultat a été associé a l'efficacité de I'antagomir pour inverser les dommages causés aux cellules
glomérulaires et tubulaires. Une expérience similaire a été réalisée dans un modéle de néphropathie
diabétique (ND). Une des principales caractéristiques de la ND est également le développement de la
fibrose rénale. Plusieurs études ont mis en évidence que le déréglement de I'expression des membres
de la famille du miR-29 (a, b et c) joue un role important dans la pathogénie de la fibrose rénale
(Trionfini et al.,, 2015). Chen et ses collegues (Chen et al.,, 2014) ont étudié I'efficacité de la
surexpression du miR-29b chez des souris diabétiques db/db. lls ont utilisé la technique de transfert
de génes par ultrasons et microbulles pour restaurer le niveau de miR-29 dans les reins. Avec cette
approche, ils ont démontré que miR-29b est capable de bloquer la voie du TGF-B/Smad3, diminuant
I'accumulation de la matrice de collagéne et réduisant l'inflammation dépendant de la Sp1/NF-kB
(Chen et al., 2014). Cependant, de nombreux obstacles doivent étre encore surmontés avant que les
thérapies de I'IRC a base de miARNs puissent étre appliquées en pratique clinique, notamment en ce

qui concerne les méthodes d'administration et les problemes de sécurité. En effet, le miARN cible doit
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étre spécifique au rein afin d'éviter tout effet indésirable potentiel sur d'autres tissus et organes, et ne
doit affecter qu'une seule cible (ou des cibles agissant dans la méme voie) afin d'éviter les effets
indésirables, comme cela a été décrit pour le miR- 21, dont I'inhibition induit la mort cellulaire en plus
de bloquer la fibrose rénale (Zhong et al., 2011). Jusqu'a présent, ces limitations ont été partiellement
surmontées soit par I'administration locale des médicaments a base de miARNSs, soit par I'utilisation
de vecteurs contenant des promoteurs inductibles et spécifiques au rein. Un essai clinique de phase Il
est en cours chez des patients atteints du syndrome d'Alport pour tester un agent anti-miR-21 sur le
rein (identifiant ClinicalTrials.gov NCT02855268) sur la base de son effet protecteur contre la
fibrogenése et I'inflammation induites par le TGF-3 observées chez des souris KO pour le collagéne de
type IV a 3 chaines (Gomez et al., 2015; Guo et al., 2019). Bien qu’il y ait encore des limitations, les

résultats disponibles dans ce domaine sont prometteurs (Pedrosa et al., 2021).
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OBJECTIFS DE LA THESE

Notre laboratoire s’intéresse depuis de nombreuses années a la voie de signalisation
minéralocorticoide. Comme nous l'avons vu dans le chapitre « Introduction », cette voie de
signalisation joue un réle essentiel dans la physiologie rénale, en régulant notamment la réabsorption
de sodium (Viengchareun et al., 2007). De nombreuses données ont montré qu’une altération de la
voie de signalisation minéralocorticoide, affectant soit I'expression soit la fonction du MR, est associée
a des pathologies telles que I’hypertension artérielle (Shibata and Itoh, 2012), la néphropathie
diabétique (Bertocchio et al.,, 2011), la fibrose rénale ou encore l'insuffisance rénale chronique
(Shrestha et al., 2019). La compréhension des mécanismes moléculaires contrélant I'expression rénale
ou la fonction du MR est donc essentielle pour mieux appréhender ces pathologies, proposer de
nouvelles voies thérapeutiques et surveiller I’évolution de ces pathologies. Cependant, les mécanismes

moléculaires régulant I'expression rénale du MR restent encore méconnus.

Le MR est fortement exprimé dans les segments distaux corticaux (Doucet and Katz, 1981; Lombes et
al., 1990), la ou la lumiére tubulaire est plutdt hypotonique (50 mOsmol/kg). A 'inverse, I’expression
du MR est beaucoup plus faible dans la médullaire rénale, la ou la lumiéere tubulaire est hypertonique
(1200 mOsmol/kg). Cette expression différentielle du MR nous a amenés a nous demander si les
variations de tonicité extracellulaire, qui prévalent dans le néphron, du fait de I'existence du gradient
corticopapillaire, peuvent moduler I'expression du MR. Pour apporter des éléments de réponse, notre
laboratoire a développé un modele de cellules principales rénales hautement différenciées, exprimant
de facon endogene le MR et ses génes cibles, et pouvant résister aux variations extrémes de tonicité
(Viengchareun et al., 2009). Nous avons alors démontré que ces variations de tonicité extracellulaire
modulent I'expression rénale du MR par un mécanisme de régulation post-transcriptionnelle qui fait
appel a des protéines de liaison a I’ARN (RBPs), telles que la protéine Tis11b, qui déstabilise le transcrit
MR en réponse a I’hypertonicité (Viengchareun et al., 2014) ou la protéine HuR, qui stabilise le transcrit
MR en réponse a I’hypotonicité (Lema et al., 2017a). Dans ce contexte, nous avons formulé I’"hypothése
que les miARNs, dont le role de répresseurs post-transcriptionnels a été largement documenté dans le
développement et dans la physiopathologie rénale (Schena et al., 2014; Trionfini et al., 2015),

pourraient également controler I'expression rénale du MR en réponse a I’hypertonicité.
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Objectifs de la thése

Mon projet de These a consisté, dans un premier temps, a tester I’hypothése de I'implication des

miARNs dans le contréle post-transcriptionnel de I'expression rénale du MR :

e Quels sont les miARNs qui pourraient réguler I’expression du MR en réponse a I’hypertonicité ?
e Comment les miARNs candidats pourraient interagir fonctionnellement avec le transcrit MR ?
e Quel est lI'impact de cette modulation de I’expression du MR sur la signalisation

minéralocorticoide ?

L'identification de ce mécanisme de régulation post-transcriptionnelle de I'expression du MR, dans des
cellules rénales adultes, nous a alors amenés a nous demander si ce mécanisme de régulation pourrait
notamment réguler I'expression rénale du MR durant la période périnatale. En effet, les travaux de
notre laboratoire avaient permis de montrer que les nouveau-nés a terme présentent, dans les
premiers jours de vie, une perte d’eau et de sel, associée a une perte physiologique de poids, qui
pouvait s’expliquer par un faible niveau d’expression du MR a la naissance avec des taux d’aldostérone
tres élevé, révélant une résistance partielle a I'aldostérone (Martinerie et al., 2009b). Cette perte d’eau

et de sel est notamment majorée chez les nouveau-nés prématurés.

Dans la seconde partie de mon travail de These, j'ai donc cherché a évaluer la pertinence de ce

mécanisme de régulation post-transcriptionnelle durant la période périnatale :

e Les miARNs candidats, précédemment identifiés, seraient-ils exprimés durant la période
périnatale ?

e  Pourrait-on moduler I’expression de ces miARNs afin d’analyser I'impact de cette modulation
sur I'expression du MR et la voie de signalisation minéralocorticoide ?

e Ces miARNs candidats pourraient-ils représenter des biomarqueurs (prognostiques ou

prédictifs) de la perte de sel ou des cibles thérapeutiques ?
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RESULTATS - DISCUSSIONS

Partie 1: Controle post-transcriptionnel de I'expression rénale du récepteur

minéralocorticoide par les miARNs en réponse a un stress hypertonique

1. Justification du projet
1.1. Contexte de I’étude

L'expression du MR représente I'élément clé de la réponse a I'aldostérone dans le contréle de la

balance hydrosodée ainsi que dans certaines pathologies rénales.

Les travaux anciens d’A. Doucet et de M. Lombeés avaient montré que I'expression du MR est
détectable dans le cortex rénal, 1a ou la lumiere du tubule est plutét hypotonique alors que son
expression est trés faible au niveau de la médullaire (Doucet and Katz, 1981; Lombes et al., 1990), la
ou la lumiere du tubule est plutot hypertonique (Knepper, 1982). C'est dans ce contexte, que notre
équipe a ensuite démontré que les variations de tonicité extracellulaire, qui prévalent dans les
différents segments néphroniques, et qui sont générées par le gradient cortico-papillaire et
maintenues par le systéme recta vasa, peuvent moduler |'expression du MR. Ainsi, I'hypertonicité
diminue I'expression rénale du MR, alors que I’hypotonicité augmente son expression (Viengchareun

et al., 2009).

Les mécanismes moléculaires sous-jacents mettent en jeu des mécanismes de régulation post-
transcriptionnelle impliquant, en particulier, le recrutement de protéines de liaison a I'ARN (RNA-
binding proteins ou RBP). En effet, notre équipe a démontré que I'hypertonicité altére la signalisation
minéralocorticoide en recrutant la protéine de liaison a I'ARN, Tis11b (Tetradecanoyl phorbol acetate
inducible sequence 11b), qui accélére la dégradation du transcrit MR (Viengchareun et al., 2014). A
I'inverse, I’hypotonicité recrute la protéine de liaison a I'ARN, HUR (Human antigen R), qui en se liant
a la région 3’-UTR du transcrit MR, favorise I'épissage de la forme compléte du transcrit MR (Lema et
al., 2017b) et stabilise le transcrit MR en se liant a sa région 3’-UTR (Lema et al., 2017a), renfor¢ant
ainsi la signalisation minéralocorticoide. C'est dans ce contexte, que nous avons souhaité tester
I’hypothése du recrutement des miARNs, qui représentent une autre classe de régulateurs post-

transcriptionnels.
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1.2. Hypothése de travail

Nous avons alors formulé I’hypothése que les miARNs pourraient réguler I'expression rénale du MR en
réponse aux variations de tonicité extracellulaire et cela pour deux raisons. Premiérement, ces petits
ARN non codants endogenes, peuvent réguler négativement |'expression des genes, principalement
en ciblant la région 3'-UTR des transcrits cibles. Deuxiemement, nous avons identifié des sites de
fixation potentiels pour des miARNs dans la région 3’-UTR du transcrit MR. Les données de la littérature
indiquaient, par ailleurs, que I'action de certains miARNs pouvait avoir un impact sur le transport
ionique en réponse a l'aldostérone (Edinger et al., 2014; Elvira-Matelot et al., 2010; Lin et al., 2014,
2011; Liu et al., 2017). Enfin, d’autres travaux avaient rapporté que les miARNs pouvaient moduler
I’expression du MR dans des situations physiopathologiques (Mannironi et al., 2013; Nossent et al.,
2011; Ozbaki-Yagan et al., 2020; SGber et al., 2010; Yang et al., 2019). Toutefois, peu étude n’a décrit,
a ce jour, un role des miARNs dans le controle de I'expression rénale du MR en réponse aux variations

de tonicité extracellulaire.
1.3. Objectifs du travail

Avant mon arrivée au laboratoire, notre équipe avait utilisé une approche de screening a haut débit
faisant appel a des plaques TLDA (TagMan Low Densite Array) pour rechercher des miARNs dont
I’expression est modulée par I'hypertonicité dans les cellules KC3AC1, un modele de cellules rénales
hautement différenciées qui avaient été développées au laboratoire, et qui expriment de fagon
endogene le MR. Ces cellules ont été incubées pendant 6 h en présence de milieu isotonique ou
hypertonique suite a I'ajout de 0,2 M de raffinose dans le milieu de culture. Cette approche de
screening avait permis d’identifier des miARNs dont I'expression est modulée par I’hypertonicité, bien
que le nombre de réplicats f(t faible. Plus récemment, nous avons fait réaliser, par la Plateforme de
Séquencgage de l'Institut du Cerveau et de la Moelle (Dr Yannick Marie), un miR-Seq (ou miR-
Sequenging) avec un nombre d’échantillons plus important (n = 4) afin de compléter la liste des miARNs
dont I'expression est modulée par I'hypertonicité dans les cellules KC3AC1. Ainsi, une « short liste » de
miARNs a pu étre établie selon les critéres suivants : fold change > 1,5, P value < 0,05 et présence de

sites putatifs de liaison pour les miARNs candidats dans la région 3’-UTR du transcrit MR.
Dans cette 1% partie des résultats, mes objectifs étaient de :

e Valider les miARNs candidats dont I'expression est induite par I’hypertonicité
e Etudier I'interaction fonctionnelle des miARNs candidats avec le transcrit MR
e Analyser les conséquences fonctionnelles de la surexpression ou de la contre-expression des

miARNs candidats sur I'expression du MR et la voie de signalisation minéralocorticoide
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2. Résultats

Les principaux résultats sont présentés sous la forme d’un article intitulé « miR-324-5p and miR-30c-
2-3p Alter Renal Mineralocorticoid Receptor Signaling Under Hypertonicity ». Cet article

expérimental est en révision au journal « Cellular and Molecular Life Sciences ».
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Article 1

miR-324-5p and miR-30c-2-3p Alter Renal Mineralocorticoid Receptor
Signaling Under Hypertonicity

Thi An Vu, Ingrid Lema, Lydie Cheval, Imene Hani, Laura Atger-Lallier, Vilayvane Souvannarath,
Mélanie Souvanheuane, Yannick Marie, Sylvie Fabrega, Anne Blanchard, Jéréme Bouligand,

Peter Kamenicky, Gilles Crambert, Laetitia Martinerie, Marc Lombes, Say Viengchareun.

Article en révision dans Cellular and Molecular Life Sciences
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Abstract

Background Importance of the Mineralocorticoid Receptor (MR) for sodium-retaining action of aldosterone in
the distal nephron is well established but mechanisms regulating MR expression are still poorly understood. We
previously showed that RNA Binding Proteins (RBPs) regulate MR expression at the post-transcriptional level in
response to variations of extracellular tonicity. Herein, we highlight a novel regulatory mechanism, involving
recruitment of microRNAs (miRNAs) under hypertonicity.

Methods High throughput screening approaches (TLDA and miRNAs-Seq) were used to identify miRNA
candidates. RT-qPCR validated candidates and transfection of a luciferase reporter construct together with
miRNAs Mimics and Inhibitors demonstrated their functional interaction with target transcripts. Overexpression
strategies, using Mimics or lentivirus, revealed impact on MR expression and signaling in renal KC3ACT cells.
Results We identified miR-324-5p and miR-30c-2-3p, expression of which is increased under hypertonicity in
renal KC3ACI cells. We demonstrated that these miRNAs directly affect Nr3c2 (MR) transcript stability, act with
Tis11b to destabilize MR transcript but also repress Elavil (HuR) transcript, a master RBP, which was shown to
enhance MR expression and signaling. In addition, overexpression of miR-324-5p and miR-30c-2-3p alter MR
expression and signaling in KC3AC1 cells with blunted responses in terms of aldosterone-regulated genes
expression. Finally, we confirm that their expression is increased by hypertonicity in vivo, in kidneys of mice
treated with furosemide.

Conclusions Collectively, we provide evidence that miRNAs and RBPs cooperate in a network to modulate MR
expression and signaling. These findings may have major implications for the pathogenesis of renal dysfunctions,

sodium retention and mineralocorticoid resistance.



Introduction

The Mineralocorticoid Receptor (MR), encoded by the NR3C2 gene, belongs to the nuclear receptor superfamily,
and mediates aldosterone action by stimulating transcription of target genes, involved in the control of sodium
reabsorption in tight epithelia [1], such as the o subunit of the Epithelial Na* Channel [2-4], the Serum and
glucocorticoid-regulated kinase 1 (Sgk1) [5, 6], or the Glucocorticoid-induced leucine zipper transcription factor
(Gilz) [7]. Thus, MR controls salt and water balance and participates to regulation of blood pressure. This MR
signaling is not functional in newborns due to low renal MR expression at birth, which accounts for the physiologic
partial aldosterone resistance of human newborns, reminiscent of the MR haploinsufficiency reported in autosomal
dominant pseudohypoaldosteronism [8]. Morever, many studies showed that MR plays pivotal roles in the
pathogenesis of several diseases including heart failure, hypertension [9] or nephropathies [10]. However,
mechanisms controlling renal MR expression remain poorly understood. MR is mainly expressed in distal nephron,
with marked expression in the cortex where the tubular lumen is rather hypotonic while its expression is low in the
medulla [11, 12], which is hypertonic. Previously, we have demonstrated that variations of extracellular tonicity,
prevailing in nephronic segments, modulate MR expression through post-transcriptional mechanisms involving
recruitment of RNA Binding Proteins (RBPs) [13]. Indeed, we showed that hypertonicity compromises MR
signaling by recruiting Tisl1b (Tetradecanoyl phorbol acetate inducible sequence 11b), which degrades MR
mRNA [14] while HuR (Human antigen R) favors MR mRNA stability [15] and edits MR mRNA [16], thus
enhancing MR signaling under hypotonicity. In this context, we could not exclude another working hypothesis
involving recruitment of microRNAs (miRNAs), another class of post-transcriptional regulators. These
endogenous short non-coding RNAs [17, 18], which negatively regulate gene expression mainly by targeting 3’-
Untranslated Region (3’-UTR) of target transcripts, are involved in various biological processes [19-21]. The
miRNAs-target gene interaction constitutes a complex network. Indeed, overexpression of a particular miRNA
affects expression of hundreds of target transcripts [22, 23]. Conversely, one specific transcript is generally
regulated by several miRNAs [24]. Furthemore, it was shown that miRNAs can be secreted in plasma or urine and
might thus constitute promising biomarkers, as well as, potential novel therapeutic targets for renal dysfunction
[25, 26]. Indeed, accumulating evidence now suggests that miRNAs exert key roles in development but also in
renal diseases [27-29] especially those affecting MR signaling [30]. For instance, putative binding sites for
miRNAs were identified in 3’-UTR of transcripts related to renin-angiotensin-aldosterone system [31]. miR-34c-
5p was shown to play important role in aldosterone-induced fibrosis in kidney [32]. miRNAs were also shown to
impact ionic transport in response to aldosterone [33—-37] or MR expression in other pathophysiological situations
[31, 38—41]. However, no study reported a role of miRNAs on MR expression in response to tonicity. We have
identified miR-324-5p and miR-30c-2-3p, expression of which is upregulated by hypertonicity in murine principal
KC3ACI1 cells. Herein, we describe how they functionnally interact with MR transcript, in synergy with RBPs,
and subsequently affect its expression and MR signaling. In vivo, we have further demonstrated that their
expression is significantly increased in kidneys of mice treated with furosemide, a diurectic known to increase the

relative luminal tonicity in the distal nephron.



Materials and methods
Cell culture

KC3ACI cells were obtained by a targeted oncogenesis strategy in a transgenic mouse model in which expression
of the T Antigen of SV40 was placed under the control of the proximal promoter of the human NR3C2 gene. These
principal cells, which endogenously express MR, were isolated from the cortical collecting ducts [13]. Cells were
cultured under isotonic medium (300 mOsM/kg) with DMEM/HAM’S F12 supplemented with 5% dextran
charcoal-coated calf serum (DCC), 2 mM glutamine, 20 mM HEPES, pH 7.4, 100 U/ml penicillin, and 100 pg/mL
streptomycin (Life Technologies), 5 pg/ml Insulin (Sigma), 5 pg/ml transferrin (Sigma), 50 nM sodium selenite
(Sigma), 50 nM dexamethasone (Sigma), 2 nM triiodothyronine T3 (Sigma), 10 ng/ml epithelial growth factor
(EGF) (PeproTech). Hypertonic conditions (500 mOsM/kg) were achieved by adding 0.2 M raffinose (Sigma).
Minimal medium lacking dexamethasone, EGF and DCC was used to study aldosterone action (Acros Organics).
HEK?293T cells were cultured in DMEM supplemented with 10% fetal calf serum (Biowest), 2 mM glutamine,
20 mM HEPES, pH 7.4, 100 U/ml penicillin, and 100 pg/mL streptomycin.

Total RNAs isolation

RNAs from cultured cells or from mouse kidneys were extracted with NucleoSpin® miRNA kit (Macherey Nagel)
according to the manufacturer’s protocol. This kit facilitates isolation of both miRNAs and large RNAs from each

sample for use in RT-qPCR, Tagman Low Density Array analysis and miRNAs-sequencing.
Tagman Low Density Array (TLDA)

TLDA allows testing of a large subset of miRNAs by RT-qPCR in a single assay. First, 600 ng of miRNAs from
isotonic or hypertonic medium-incubated KC3AC1 cells were subjected to reverse transcription (RT) using the
TagMan® miRNA reverse transcription kit and Megaplex™ RT primers Pool Set v2.0 (Pool A and B) according
to the manufacturer’s protocol (Applied Biosystems). Amplification step was then performed in the Service of
Molecular Genetics, Pharmacogenetics, and Hormonology of Bicetre Hospital (France). RT products were diluted
with RNAse-free water, combined with TagMan® 2X Universal PCR Master mix, No AmpErase UNG then loaded
into four TagMan® rodent microRNA array v2.0 (Applied Biosystems: one Array A and one Array B for isotonic
or hypertonic condition), which are 384-well microfluidic cards embedded TagMan probes in each well for
different mature rodent miRNAs enabling accurate quantification of 585 miRNAs for mouse for each condition.
snoRNA 202 transcript was used for normalization. Quantitative PCR was performed according to the
manufacturer’s instructions and run on an 7900 HT Fast Real time PCR system with 384-Well Block Module
(Applied Biosystems). Results were analyzed on SDS 2.3 software (Applied Biosystems) and expressed as 24t

values with ACt = Ctmir — CtsnorNA 202.
miRNAs-Sequencing (miRNAs-Seq)

miRNAs-Seq was performed to profile different miRNAs under isotonic or hypertonic medium-incubated
KC3ACI1 cells. An amount of 200 ng total RNAs (containing miRNAs) per sample (n=4 per condition) was used
to conduct miRNAs library preparation and sequencing at ICM plateform (Institut du Cerveau et de la Moelle
Epiniére, Paris, France). Concentration and size distribution of all samples were determined by 4200 TapeStation
(Agilent). Library preparation for sequencing was performed on the RNA fragment under 200 bases by using the
QIAseq® miRNA Library kit according to the manufacture’s protocol (Qiagen). Briefly, a pre-adenylated DNA
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adapter was ligated to the 3’-end of all mature miRNAs, an RNA adapter was ligated to the 5’-end of mature
miRNAs. Ligated miRNAs were reverse transcribed to cDNA using a reverse transcription (RT) primer with
integrated Unique Molecular Indices (UMIs) that are molecular tags used to detect and quantify unique mRNA
transcripts. After reverse transcription, a cleanup of the cDNA was performed using a streamlined magnetic bead-
based method before and after library amplication. Next-generation Sequencing was performed in single end mode,
1x75 bp, on the NextSeq 500 Illumina System platform with approximately 32 million reads per sample, following
the manufacturer’s protocol. Reads quality was assessed using FastQC on the FASTQ file. Alignment was
performed against the mouse genome (GRCh38/mm10). Raw miRNA counts and differential expression were
analyzed using R/Bioconductor package DESeq2. An adjusted P-value<0.05 with Benjamini & Hochberg False

Discovery Rate method was considered as statistically significant.
miRNAs RT-qPCR

For miRNAs RT-qPCR, a multiplex reverse transcription protocol was performed to reverse transcribe
simultaneous multiple miRNAs (12 miRNAs maximum) into cDNA from 200 ng of miRNAs using the TagMan®
microRNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems) and diluted (1:100 in 1X TE) specific stem-loop
primers for corresponding miRNAs (Applied Biosystems). RT products were used for quantification of individual
miRNAs that was run on a QuantStudio 6 Flex (Applied Biosystems) using specific miRNAs TagMan probes (Life
Technologies) and TagMan Universal PCR Master mix, No AmpErase UNG, 2X (Life Technologies). List of
specific miRNA stem-loop primers and TagMan probes are presented in Supplementary Table 1. The specificity
of each miRNA TagMan probe was confirmed by cloning each amplicon into the pGEMT-easy plasmid (Promega)
and sequencing. Efficiency of qPCR was controlled before analysis. Relative expression in each miRNA was
normalized to the housekeeping miRNA (mmu-miR-16 or snoRNA 202), where control condition values were

arbitrarily set at 100%.
mRNAs RT-qPCR

For mRNAs RT-qPCR, after DNAse I treatment (Biolabs), 1 pug of total RNAs was reverse transcribed using the
High Capacity cDNA reverse transcription kit (Life Technologies). Samples were analyzed by RT-qPCR using the
Power SYBR® Green PCR Master Mix (Life Technologies) with the primers indicated in Supplementary Table 2a
and run on QS6 Real-Time PCR System (Life Technologies). The specificity of each primer set was confirmed by
cloning each amplicon into the pGEMT-easy plasmid (Promega) and sequencing. Efficiency of qPCR was
controlled before analysis. Relative expression in each sample was calculated as a ratio (amol of specific gene/fmol

of /8S or amol of 36b4), where the control condition values are arbitrarily set at 100%.
Plasmid constructs

Wild type murine Elavll (HuR) 3’-UTR (mHuR 3°-UTR) was amplified by PCR from cDNA using specific
primers presented in Supplementary Table 2b, in which Spel and HindlIII restriction sites were introduced to
facilitate cloning into the pMIR-Report™ plasmid (Life Technologies). pMIR-mMR-3’-UTR plasmid and Tis11b-
encoding pTarget vector were generated as previously described [14]. All plasmids were sequenced to verify

nucleotide identity at Eurofins Genomics plateform (Cologne, Germany).



Luciferase assays

To study functional interaction between miRNAs and MR or HuR 3°-UTR, HEK293T cells were transfected, using
Lipofectamine 2000, with the luciferase constructs (40 ng/well of 96-well plates) with either increasing
concentrations of Mimics or negative control Mimics (CTR Mimics) or with maximal effective concentration of
Inhibitors or negative control Inhibitors (CTR Inhibitors) (Life Technologies, see sequences in
Supplementary Table 3. To evaluate the cooperativity between miRNAs and the Tis1 1b RNA-Binding Protein on
Nr3c2 (MR) and Elavll (HuR) 3’-UTR, the Tisl1b-encoding pTarget vector (10 ng/well of 96-well plates) was
cotransfected into HEK293T together with pMIR-mMR-3’-UTR (40 ng) or pMIR-mHuR-3’-UTR (40 ng) with or
without Mimics or control Mimics. Cell lysates were collected 24 h post-transfection to measure luciferase

activities. Luciferase activities were normalized to B-galactosidase activities as previously described[14].
Modulation of miR-30c-2-3p expression

KC3ACI cells, seeded in 12 well-plates (300,000 cells/well), were transiently transfected on day 2 of cell culture,
using Lipofectamine RNAiMax reagent (Life Technologies), with 10 nM 30c-2-3p Mimics or negative control
Mimics (CTR Mimic) in order to overexpress miR-30c-2-3p or with 10 nM 30c-2-3p Inhibitors or control negative
Inhibitors (CTR Inhibitor) in order to repress miR-30c-2-3p expression. To study functional consequences of miR-
30c-2-3p overexpression on MR signaling, renal cells were deprived for 24 h in minimal medium then treated for
1 h with 10 nM aldosterone. Total RNAs and protein extracts were processed for RT-qPCR and Western Blot
analysis, after 18 h and 48 h, respectively.

Establishment of KC3AC1 clones stably transduced with lentivirus expressing inducible miR-324-5p

Production of HIV-1 AU3-SIN lentivirus particles was carried out at the Viral Vector and Gene Transfert
Plateform, (Structure Federative de Recherche Necker, UMS 24, UMS 3633, Faculté de Santé, Université de Paris,
France) by cotransfection into HEK293T cells of the miR-324-5p inducible lentiviral plasmid (ShMIMIC
Inducible miR-324-5p, #GSH11929-224640456, Dharmacon) or the control inducible lentiviral plasmid
(SMARTVvector Inducible Non-targeting mCMV-TurboRFP, #VSC1165, Dharmacon) with the vesicular stomatitis
G protein (VSV-G) enveloppe, and other packaging plasmids using the standard calcium phosphate transfection
method. After production, functional lentiviral titers were determined in hHTC116 cells by puromycine selection
or Red Fluorescent protein Fluorescence Activated Cell Sorting analysis, 48 h after induction by doxycycline
(Sigma) at 1 pg/ml. The harvested supernatant containing ShAMIMIC miR-324-5p or scrambled lentiviral particles
was transduced into renal KC3ACI1 cells at a multiplicity of infection (MOI) of 20. Selection of transduced cells
was performed by adding 1.5 pg/ml of puromycine (InvivoGene) 48 h after transduction. After 5 days of selection,
cells were subjected to serial dilutions in 96-well plates and maintained in culture up to 15 days until expansion of
isolated clones. After 48 h incubation with doxycycline (1 pg/ml), KC3ACI clones overexpressing miR-325-5p
could be visualized thanks to observation of the Red Fluorescent Protein (excitation at 553 nm/emission at 574
nm) on BX73 optical microscope (Olympus). Finally, miRNAs RT-qPCR analyses allowed selection of the clone
Sm-A1, which stably overexpresses scrambled control miRNAs and the clone Sh-HS8, which, on the opposite,
stably overexpresses the miR-324-5p. Sm-A1l and Sh-H8 clones were cultured in the same medium than the
parental KC3ACI cells with puromycine (1 pg/ml). To analyze the impact of miR-324-5p overexpression on MR
signaling, Sh-A1 and Sh-H8 clones, cultured on filters onto 12 well-plates (1.2 10° cells/filtre) were deprived in

minimal medium lacking dexamethasone, EGF, DCC concurrently subjected to Doxycycline (1 pg/ml) induction



for 48 h then stimulated with 10 nM aldosterone for 1 h. Total RNAs were thereafter extracted then relative MR

target gene expression was analyzed by RT-qPCR.
Western blot analyses

Forty micrograms of extracted proteins were subjected to SDS-PAGE and processed for detection of MR protein
together with a-tubulin protein for loading normalization. The signal fluorescence intensity was determined with

an Odyssey® (Li-Cor). Antibody sources and dilutions are given in Supplementary Table 4.
Investigations in mice

Mice received an intraperitoneal injection of furosemide (40 mg/kg, Renaudin, Ainhoa, France) for 4 h. Animals
(n=5-6 per group) were euthanized and kidneys collected and snap-frozen in liquid nitrogen for subsequent
analyses. Mice were bred according to the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals published by the
National Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23, revised 1996). The animal facility was granted approval
(no. C94-043-12) by the Ministére de 1’Agriculture, France. All procedures were approved by the local ethic
committee CAPSud (N°2012-021).

Statistical analyses

Data are means+SEMs. t-test with Welch’s correction or One-way ANOVA followed by Bonferroni’s post-hoc
test were used when appropriate to determine significant differences (GraphPad 6.0 Prism software). A P-value
below 0.05 was considered as statistically significant (* or § P<0.05; ** or §§ P<0.01; *** or §§§ P<0.001 ; ****
or §§§§ P<0.0001).



Results
Hypertonicity induces miRNAs expression

KC3ACI1 cells were incubated for 6 h under isotonic or hypertonic medium. Then, TLDA and miRNAs-Seq
allowed us to establish a short list of 5 miRNA candidates, expression of which was induced under hypertonicity
with a fold-induction >1.5: miR-135a-5p, miR-28a-3p, miR-30c-2-3p, miR-324-5p, miR-335-5p. We could locate
binding sites for these miRNAs in murine Nr3c2 (MR) 3°-UTR using Targetscan
(http://www.targetscan.org/vert 72/)[42] and miRmap (https://mirmap.ezlab.org/app/)[43] softwares. miR-335-5p
and miR-324-5p present with one binding site in the Nr3c2 (MR) 3’-UTR while miR-135a-5p, miR-28a-3p and

miR-30c-2-3p have two distinct binding sites (Fig. 1a). Of note, binding sites for miR-28a-3p are very close, while
that of miR-30c-2-3p and miR-135a-5p are near the stop codon and the polyA tail. Identification of such binding
sites suggested that Nr3c2 transcript might be targeted by these miRNAs. We confirmed the regulation of theses
miRNA candidates by analyzing their expression profil in KC3ACI cells using RT-qPCR. Following TLDA
sreening, RT-qPCR analyses demonstrated that hypertonicity represses MR expression (Fig. 1b), confirming our
previous observations [13, 14]. miR-324-5p expression was significantly increased under hypertonicity, however,
expression of miR-135a-5p and miR-335-5p were not changed. Likewise, following miRNAs-Seq screening, RT-
gPCR analyses also confirmed that hypertonicity decreased MR expression while increasing miR-28a-3p and miR-
30c-2-3p expression (Fig. 1c). Because induction of miR-28a-3p expression was very weak (~10%) under

hypertonicity, we further focused on miR-30c-2-3p and miR-324-5p.
miR-324-5p directly targets Nr3c2 (MR) and Elavil (HuR) transcripts

To demonstrate functional interaction between miRNAs and Nr3c2 (MR) transcript, we used the pMIR-Luc
reporter plasmid fused to murine Nr3c2 (MR) 3’-UTR [14]. HEK293T cells were transfected with increasing
concentrations (10 to 100 nM) of CTR or 324-5p Mimics. While CTR Mimics did not affect luciferase activity,
324-5p Mimics decreased luciferase activity in a dose-dependent manner with a 40% maximum decrease reached
with 100 nM Mimics (Fig. 2a). This decrease of luciferase activity was blunted when cells were transfected with
100 nM 324-5p Inhibitors (Fig. 2b), confirming that miR-324-5p directly targets Nr3c2 (MR) transcript. We also
identified a binding site for miR-324-5p in Elavil (HuR) 3'-UTR, located at +186. Therefore, we cloned the murine
Elavll (HuR) 3'-UTR downsteam of luciferase cDNA in the pMIR-Luc plasmid. Transfection assays were next
performed in HEK293T with increasing concentrations (10 to 100 nM) of CTR or 324-5p Mimics, revealing that
324-5p Mimics also decreased luciferase activity by almost 40% with 10 nM 324-5p Mimics and by more than
60% with 100 nM 324-5p Mimics (Fig. 2c). This decrease of luciferase activity was also blunted in presence of
100 nM 324-5p Inhibitors (Fig. 2d), confirming that miR-324-5p also directly targets Elavi/ (HuR) transcript [15,
16].

miR-30c-2-3p directly targeted Nr3c2 (MR) and Elavil (HuR) transcripts

We used the same approach to show that miR-30c-2-3p directly targets Nr3c2 (MR) and Elavil (HuR) transcripts
since we identified a binding site for miR-30c-2-3p in Elavi] (HuR) 3’-UTR. We transfected HEK293T cells with
increasing concentrations (0.5 to 5 nM) of CTR or 30c-2-3p Mimics. While CTR Mimics did not affect luciferase
activity, 30c-2-3p Mimics significantly decreased luciferase activity in a dose-dependent manner with a maximum
of 50% decrease reached with 5 nM Mimics (Fig. 3a). This effect was blunted when cells were transfected with 10

nM 30c-2-3p Inhibitors (Fig. 3b), thus confirming that miR-30c-2-3p directly targets Nr3c2 (MR) transcript. We


http://www.targetscan.org/vert_72/
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next performed similar transfection assays and demonstrated that miR-30c-2-3p also directly targets Elavi/ (HuR)
transcript (Fig. 3c, d). Altogether, Figures 2 and 3 indicate that both miRNAs act in a network to alter MR signaling
by destabilizing Nr3c2 (MR) and Elavll (HuR) transcripts.

Cooperativity between miRNAs and Tis11b action

We previously demonstrated that Tisl11b physically interacts with Nr3c2 (MR) 3’-UTR by binding to AREs
(Adenylate/uridylate-Rich Elements) under hypertonicity [14]. Fig. 4a indicates location of the 9 AREs elements
in murine Nr3c2 (MR) 3°-UTR. The miR-324-5p binding site is positioned at the nucleotide +1132, between ARE6
and ARE7. miR-30c-2-3p presents with one binding site located near the stop codon, at nucleotide +219, and a
second binding site located at nucleotide +1279. Therefore, we wondered whether Tis11b could act synergistically
with miRNAs because such cooperativity had previously been reported [44]. HEK293T cells were transfected with
the pMIR-Luc-Nr3c2 (MR) 3’-UTR together with the Tis11b-encoding vector alone, with 324-5p or 30c-2-3p
Mimics alone or in combination. Fig. 4b indicates that 324-5p Mimics decreased luciferase activity by 20% while
30c-2-3p Mimics decreased it by 30% (Fig. 4c) even in the presence of low concentrations of Mimics (10 nM and
0.5 nM, respectively). As expected, low amount of Tis11b (10 ng/well) also decreased luciferase activity by 20%
(Fig. 4b, c). Furthermore, luciferase activity decreased by 40% to 50% when HEK293T cells were transfected
simultaneously with Tis11b and either 324-5p (Fig 4b) or 30c-2-3p Mimics (Fig. 4c), thus providing evidence for
a cooperative action between miRNAs and Tis11b in destabilizing Nr3c¢2 (MR) transcript.

miR-30c-2-3p overexpression impacts MR expression and signaling

RT-qPCR, performed on KC3ACI1 cells transfected with 30c-2-3p Mimics, confirmed that miR-30c-2-3p
expression was increased (x2000) in transfected cells (Fig. 5a) resulting in a 25% decrease of Nr3c2 (MR) mRNAs
(Fig. 5b). As a result, MR protein (~130 kDa) levels were decreased by 50% in transfected cells compared to
control (Fig. 5¢). We also transfected 30c-2-3p Inhibitors in KC3AC] cells to demonstrate that miR-30c-2-3p
specifically targets Nr3c2 (MR) transcript (Fig. 5d) and showed that complete inhibition of miR-30c-2-3p
expression had no impact on MR expression (Fig. 5e). Thereafter, KC3AC]1 cells were cultivated for 24 h in
minimal medium then stimulated for 1 h with 10 nM aldosterone following transfection of 10 nM CTR or 30c-2-
3p Mimics. As expected, aldosterone stimulated, by 1.4-fold, expression of Tsc22d3 (Gilz), a classical MR target
gene, when cells were transfected with CTR Mimics. However, this effect was reduced when cells were transfected
with 30c-2-3p Mimics (Fig. 5f). Similar results were obtained for the kinase Sgk1. Aldosterone induced an increase
of Sgkl expression (x1.3) but this stimulatory effect was weaker in the presence of 10 nM 30c-2-3p Mimics
(Fig. 5g). Taken together, our findings highlight a critical role for miR-30c-2-3p in compromising MR signaling
following reduction of MR expression in KC3ACI cells.

Impairment of MR signaling in KC3AC1 cells stably expressing miR-324-5p

Because transient transfection with high concentrations of 324-5p Mimics had no impact on MR expression, we
established stably-transduced renal KC3ACI cells with lentivirus expressing inducible miR-324-5p to evaluate
impact of its overexpression on MR expression and signaling. KC3ACI cells were transduced with scrambled or
miR-324-5p ShMIMIC lentiviral particles. After puromycine selection (1.5 pg/ml) and doxycycline induction
(1 pg/ml), cells were subjected to serial dilutions to finally establish two cellular clones: Sm-A1 clone expressing
scrambled miRNAs (Fig. 6, left panels) and Sh-H8 clone expressing miR-324-5p under doxycycline induction

(Fig. 6, right panels). Given that expression of miRNAs was coupled to that of the red fluorescent protein, we used



fluorescence microscopy and RT-qPCR to select transduced clones that overexpressed either scrambled miRNAs
or miR-324-5p (Supplementary Fig.1). Left panels in Fig. 6a indicate that incubation of Sm-A1 clone for 48 h with
doxycyline had, as expected, no impact on miR-324-5p expression. As a consequence, Nr3c2 (MR) and Elavii
(HuR) expression were not impaired (Fig. 6b, c). Conversely, miR-324-5p overexpression (x80) (Fig. 6d) induced
a significant 20 % decrease of Nr3c2 (MR) and Elavil (HuR) transcripts in Sh-H8 clone (Fig. 6e, f). Finally, we
determined impact of miR-324-5p overexpression on MR expression and signaling: Sm-A1 clone and Sh-HS clone
were cultivated for 48 h in minimal medium then stimulated for 1 h with 10 nM aldosterone. As expected,
aldosterone induced a similar 20% increase of Tsc22d3 (Gilz) expression when Sm-A1 clone was incubated in
absence or presence of doxycycline (Fig. 6g). However, this aldosterone-induced expression of Tsc22d3 (Gilz)
was reduced when Sh-HS clone was incubated in the presence of doxycycline (Fig. 6h). Altogether, these findings

demonstrate that miR-324-5p also impairs MR signaling in KC3ACI renal cells.
Expression of miR-324-5p and miR-30c-2-3p are increased in kidneys of mice treated with furosemide

To address the physiologic relevance of data obtained in KC3ACT cells, we used kidney samples of mice treated
for 4 h with furosemide, a NKCC2 inhibitor. In cortex, basolateral fluid is maintained isotonic by vascularization,
while luminal fluid, delivered at the end of distal loop, is hypotonic due to the removal of salt in this segment
impermeable to water. Thus, furosemide, by acutely inhibiting salt reabsorption in thick limb, leads to an increase
in the osmolality of fluid delivered to the distal nephron and to a decrease of MR expression, as previously
published [14]. Thus, we demonstrated that miR-324-5p and miR-30c-2-3p expression were dramatically increased
in kidneys of these furosemide-treated mice (Fig. 7a, b), thus demonstrating, in vivo, that increased luminal

tonicity, enhanced miR-324-5p and miR-30c-2-3p expressions.
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Discussion

We previously showed that MR expression is regulated by variations of extracellular tonicity prevailing in
nephronic segments [13] and highlighted the predominant role of RBPs [14—16]. Herein, we demonstrate that
miRNAs also modulate MR expression in vitro and in vivo. Using TLDA or miRNAs-Seq, we identified miR-324-
5p and miR-30c-2-3p, expression of which is up-regulated under hypertonicity in renal cells and in kidneys of
furosemide-treated mice, whereas MR expression is, in parallel, reduced. Renal cells resist from hypertonicity by
recruiting TonEBP (TonE Binding Protein), which belongs to Rel factors family [45, 46]. This transcription factor
binds Tonicity response Elements (TonE), located in promoter regions of target genes such as Aldose Reductase
[47] or Zfp36ll gene, which encodes Tisl1b [13]. Jaspar software[48] identified TonE consensus sequence
TGGAAANNYNY in regulatory regions of murine mir324 and mir30c-2 gene (Supplementary Fig. 2), suggesting
that TonEBP may regulate expression of these miRNAs (Fig. 8). Moreover, we demontrate that these miRNAs
functionally interact with murine Nr3c2 (MR) 3°-UTR, which is conserved among species and presents with the
highest number of putative binding sites for miRNAs compared to other transcripts of the renin-angiotensine-
aldosterone system [31]. Indeed, transfection of Mimics for both miRNAs decreased Nr3c2 (MR) 3’-UTR-driven
luciferase activity, an effect that was blunted by the corresponding Inhibitors. Given that cooperativity between
RBPs and miRNAs had previously been reported [44], we transfected 324-5p or 30c-2-3p Mimics together with
Tis11b in HEK293T cells and demonstrated that they cooperate to decrease Nr3c2 (MR) 3°-UTR-driven luciferase
activity. This latter result could be explained by the location of AREs in Nr3c2 (MR) 3’-UTR, on which Tis11b
binds, located close to binding sites for miR-324-5p and miR-30c-2-3p, thus faciliting MR-destabilizing action of
Tis11b [49]. Indeed, Grimson et al. demonstrated the functional importance of the environment surrounding
miRNAs binding sites for their destabilizing action [50]. We have also shown that both miRNAs act in a network
to alter MR expression: miR-324-5p and miR-30c-2-3p directly affect Nr3c2 (MR) transcript stability and in
parallel destabilize Elavil (HuR) transcript stability, a master RBP, which was shown to enhance MR expression
and signaling under hypotonicity [15] (Fig. 8). Such a complex interplay between these two classes of regulators
is now coming to light [44]. Next, we have analyzed impact of miR-30c-2-3p and miR-324-5p overexpressions on
MR expression in KC3ACTI cells. miR-30c-2-3p is more effective than miR-324-5p in destabilizing Nr3c2 (MR)
3’-UTR since its overexpression, following transfection of low concentrations of Mimics, led to a significant
decrease of MR expression both at the messenger (25%) and protein (50%) levels, compromising MR signaling
with blunted responses in terms of aldosterone-regulated gene expression (Fig. 8). In constrat, overexpression of
miR-324-5p did not affect MR expression even with high concentrations of Mimics. Consequently, use of
lentivirus expressing miR-324-5p has proven to be an efficient strategy to overexpress this miRNA in fully
differentiated renal pincipal KC3ACI cells, which fully express functional MR when high confluency is reached.
Thus, we showed that Sh-HS clone presented with a 20 % decrease in MR expression at the mRNA level
responsible for a reduced aldosterone-induced expression of Tsc22d3 (Gilz), thus demonstrating that this miRNA
also impairs MR signaling (Fig. 8). This difference in efficacy could be explained by the number of binding sites
for these miRNAs: there are two binding sites for miR-30c-2-3p at nucleotide +219 and +1279 whereas only one
binding site for miR-324-5p is located at nucleotide +1131. Indeed, Doench et al/, 2004 reported that additivity
between several identical binding sites for a miRNA might have a higher impact on its repressive action [51].
Another possible explanation relies on the location of the miR-30c-2-3p binding sites, which are close to the stop
codon, thus accelerating MR protein degradation [50]. Although decrease of MR expression was relatively weak
(50% decrease of protein level), this action of miRNAs on the fine post-transcriptional control of MR expression

is reminiscent of the role of miRNAs as buffers against variation in gene expression, as described by Ebert et a/
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[52]. Our study highlighted the role of these miRNAs, which could impair MR signaling in KC3AC1 cells. miR-
30c-2-3p belongs to the miR-30 family involved in various renal diseases [53, 54]. In addition, it has been reported
that levels of miR-30 family members (including miR-30a, miR-30c, and miR-30e) increased in plasma of contrast-
induced nephropathy (CIN) rats, suggesting that miR-30 family might serve as early biomarkers for CIN [55].
Finally, miR-30c was also shown to be involved in regulation of tubular cells apoptosis in cisplatin-induced
nephrotoxicity [56]. Thus, our results add to the diversity of miR-30 family actions in renal pathophysiology. miR-
324-5p is located on chromosome 11 and inhibits diverse functions in cancer. A recent study demonstrated that
miR-324-5p plays a protective role against hepatocellular carcinoma [57]. Another study indicated a significant
upregulation of miR-324-5p in lung cancer cells and demonstrated that it promotes proliferation [58]. Although
few data are available on its action in the kidney, we could not exclude a role of this miRNA in other MR target
tissues. Indeed, miR-324-5p was desmontrated to contribute to seizure onset by repressing the expression of Kv4.2,
a potassium channel, in the central nervous system,[59] where MR plays a neuroprotective role [60, 61]. Moreover,
miR-324-5p was shown to inhibit mitochondrial fission, apoptosis and myocardial infarction [62] through
downregulation of Mtfrl, whereas MR is expressed in cardiac myocyte and its activation is associated with
myocardial hypertrophy and fibrosis [63, 64]. To address the physiologic relevance of our study, we treated mice
for 4 h with furosemide, a diuretic known to increase the relative luminal hypertonicity and to decrease MR
expression [14] and showed that miR-324-5p and miR-30c-2-3p expressions were increased in kidneys of these
animals by 2- to 4-fold, respectively. This increase was higher than that obverved in KC3ACI cells, suggesting
that their expression may also be increased in other nephronic segments. Finally, our group has identified a
restricted temporal window during renal development where MR signaling is ineffective due to specific
downregulation of MR expression in the perinatal period compared to lung where MR expression is constant [65].
In this context it would be interesting to evaluate whether such regulatory mechanisms are implicated in the
regulation of MR expression within the perinatal period. Altogether, our study has deciphered a novel regulatory
mechanism involving the recruitment of miRNAs in the control of renal MR expression under hypertonicity,
resulting in alteration of MR signaling with a potential impact on sodium reabsorption. Our findings may also
account for (patho)physiological situations affecting MR signaling in nephropathies [10] such as diabetic
nephropathies or partial aldosterone resistance in newborn [13]. Given that miRNAs are also secreted in body
fluids [66], these miRNAs may be quantified in plasma and urine of patients presenting with an altered salt and
water balance or with diabetic nephropathy and might be used as non-invasive biomarkers to follow the evolution

of renal diseases.
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Figure legends

Fig. 1 Schematic representation of Nr3c2 (MR) 3°-UTR, expression of Nr3c2 (MR) and miRNA candidates in
renal KC3ACI cells under hypertonicity. a Location of predicted binding sites for miRNAs in the murine Nr3c2
(MR) 3’-UTR, 2.78 kbp, positioned after the stop codon TGA, arbitrarily set at +1. b, ¢ RT-qPCR analysis of renal
MR and expression of miRNA candidates from TLDA (b) and miRNAs-seq (¢) approachs. KC3ACI1 cells were
grown for 7 days in complete medium then cells were exposed to isotonicity (Iso) or hypertonicity (Hyper) for 6
h. MR transcript and miRNA levels under hypertonicity are expressed as a percentage of Nr3c2 (MR) mRNA or
miRNA levels under isotonicity (arbitrarily set at 100%). Data are means+=SEMs from 3 independent experiments
performed in 6 replicates (n=18); isotonic condition (open circle, o), hypertonic condition (black circle, ¢ ).

NS = not significant, ***P<0.001, ****P<(0.0001.

Fig. 2 miR-324-5p functionally interacts with Nr3c2 (MR) and Elavil (HuR) transcripts. The murine Nr3c2 (MR)
and Elavll (HuR) 3’-UTR were cloned downstream of the pMIR-REPORT luciferase vector. a, ¢ HEK293T cells
were transiently transfected, as described in Materials and Methods Section, with pMIR-luciferase plasmid (pMIR-
Luc) fused to Nr3c2 (MR) or Elavll (HuR) 3’-UTR (40 ng/well of 96-well plates) and incubated with increasing
concentrations (10, 50, 100 nM) of negative control Mimics (CTR Mimic) or of 324-5p Mimics. Luciferase
activities were measured 24 h after transfection and normalized to B-galactosidase activities. b, d HEK293T cells
were transiently transfected with pMIR-Luc fused to Nr3c2 (MR) or Elavil (HuR) 3’-UTR (40 ng/well of 96-well
plates) and 100 nM of CTR or 324-5p Mimics or with 100 nM of CTR or 324-5p Inhibitors. Luciferase activities
were measured 24 h after transfection and normalized to B-galactosidase activities. Data are means=SEMs (n=8).
NS = not significant, ***P<0.001, ****P<0.0001 compared to luciferase activity of pMIR-Luc fused to Nr3c2
(MR) or Elavil (HuR) 3’-UTR without Mimics (a, ¢) or with CTR Mimic or CTR inhibitor (b, d), arbitrarily set
at 100%.

Fig. 3 miR-30c-2-3p functionally interacts with Nr3c2 (MR) and Elavil (HuR) transcripts . The murine Nr3c2
(MR) and Elavil (HuR) 3°-UTR were cloned downstream of the pMIR-REPORT luciferase vector. a, ¢ HEK293T
cells were transiently transfected, as described in Materials and Methods Section, with pMIR-luciferase plasmid
(pMIR-Luc) fused to Nr3c2 (MR) or Elavil (HuR) 3’-UTR (40 ng/well of 96-well plates) and incubated with
increasing concentrations (0.5, 1, 5 nM) of negative control Mimics (CTR Mimic) or 30c-2-3p Mimics. Luciferase
activities were measured 24 h after transfection and normalized to B-galactosidase activities. b, d HEK293T cells
were transiently transfected with pMIR-Luc fused to Nr3c2 (MR) or Elavil (HuR) 3’-UTR (40 ng/well of 96-well
plates) and 10 nM of control (CTR) or 30c-2-3p Mimics and with 10 nM of control (CTR) or 30c-2-3p Inhibitors.
Luciferase activities were measured 24 h after transfection and normalized to -galactosidase activities. Data are
means=SEMs (n=8). NS = not significant, **P<0.01, ***P<(0.001, ****P<0.0001 compared to luciferase activity
of pMIR-Luc fused to Nr3c2 (MR) or Elavll (HuR) 3’-UTR without Mimics (a, ¢) or with CTR Mimics or CTR
Inhibitors (b, d), arbitrarily set at 100%.
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Fig. 4 Cooperativity between miR-324-5p or miR-30c-2-3p and Tis11b on Nr3c2 (MR) 3’-UTR. a Location of A-
U rich response elements (ARE) motifs [14] and of putative binding sites for miR-324-5p and miR-30c-2-3p in
mouse Nr3c2 (MR) 3’-UTR, positioned after the stop codon TGA, arbitrarily set at +1. HEK293T cells were
transiently transfected, as described in Materials and Methods Section, with pMIR-luciferase plasmid (pMIR-Luc)
fused to Nr3c2 (MR) 3°-UTR (40 ng/well of 96-well plates) with or without a Tisl1b-encoding plasmid (10
ng/well) and in the absence or presence of 10 nM Control Mimics (CTR mimic) or of 10 nM 324-5p Mimics (b)
or 0.5 nM 30c-2-3p Mimics (¢). Luciferase activities were measured 24 h after transfection and normalized to -
galactosidase activities. Data are meanstSEMs (n=8). NS = not significant, **P<0.01, ***P<0.001,
**%%P<0.0001 compared to luciferase activity of pMIR-Luc fused to Nr3c2 (MR) without Mimics, Tis11b or with
CTR Mimics (CTR Mimic), arbitrarily set at 100%. §P<0.05 §§§P<0.001 and §§§§P<0.0001 between the 2

conditions indicated by line.

Fig. 5 miR-30c-2-3p overexpression decreases MR expression in renal KC3ACI1 cells and compromises MR-
mediated target gene expression. Renal KC3ACI cells were transfected with 10 nM Mimics or 10 nM negative
Control Mimics (CTR mimic). a Specific overexpression of miR-30c-2-3p in renal KC3ACI cells was confirmed
by RT-gPCR. b Quantitative RT-qPCR of endogenous Nr3c2 (MR) expression, analyzed 18 h after transfection.
Data are meanstSEMs (n=12). NS=not significant, ****P<0.0001 compared to CTR Mimics, arbitrarily set at
100%. ¢ Western blot analysis of MR expression, 48 h following transfection of CTR Mimics or 30c-2-3p Mimics
(left panel) and quantification of the corresponding signals (right panel) in which MR expression with CTR Mimics
was arbitrarily set at 100%. Data are meanstSEMs (n=6). d, e Renal KC3ACI cells were transfected with 10 nM
Inhibitors or negative Control Inhibitors (CTR inhibitor). d Specific overexpression of miR-30c-2-3p in renal
KC3ACI cells was confirmed by RT-qPCR. e Quantitative RT-qPCR of endogenous Nr3c2 (MR) expression,
analyzed 18 h after transfection. Data are meanstSEMs (n=6). NS=not significant, **** P<(0.0001 compared to
CTR inhibitor, arbitrarily set at 100%. f, g Overexpression of miR-30c-2-3p prevented aldosterone-induced
expression of Tsc22d3 (Gilz) (f) or of Sgkl (g) in renal KC3AC] cells. KC3ACI cells were deprived for 24 h in
minimal medium then cells were transfected with 10 nM CTR Mimics or 10 nM 30¢-2-3p Mimics. Eighteen hours
later, cells were stimulated with 10 nM Aldosterone for 1 h then Tsc22d3 (Gilz) or Sgkl expression was measured
by RT-qPCR. Data are means+=SEMs (n=6). NS=not significant, **P<0.01, ****P<(0.0001 compared to condition
without aldosterone stimulation. §P<0.05 §§§P<0.001 and §§§§P<0.0001 between the 2 conditions indicated by

line.

Fig. 6 Impairment of MR signaling in KC3ACI cells stably expressing miR-324-5p. miR-324-5p (a, d), Nr3c2
(MR) (b, e) and Elavil (HuR) (¢, f) expression were determined by RT-qPCR, 48 h after doxycycline induction (1
pg/ml) in KC3ACI clones stably-transduced with lentiviral particules expressing inducible scrambled miRNAs
(Sm-Al clone, left panels) or miR-324-5p (Sh-HS8 clone, right panels). Data are means+SEMs from 2 independent
experiments performed in 6 replicates (n=12). NS = not significant, ***P<0.001, ****P<0.0001 compared to the
condition in absence of doxycycline, arbitrarily set at 100%. (g, h) Sm-A1l and Sh-HS clones were deprived in
minimal medium for 48 h and incubated for 48 h with 1 pg/ml doxycycline. Thereafter, Sm-A1 and Sh-HS clones
were stimulated for 1 h with 10 nM aldosterone and Tsc22d3 (Gilz) expression (g, h) was quantified by RT-qPCR
where basal Gilz expression in renal cells, in the absence of DOX and aldosterone, was arbitrarily set at 100%.
Data are means+SEMs from 3 independent experiments performed in 6 replicates per condition (n=18). NS= not
significant. *P<0.05 **P<0.01 ***P<0.001 ****P<0.0001 compared to the condition without aldosterone

stimulation, arbitrarily set at 100%. §§§ indicate P<0.001 between the 2 conditions indicated by line.
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Fig. 7 Treatment of mice with furosemide increases renal miR-324-5p and miR-30c-2-3p expression in vivo.
Furosemide (40 mg/kg), an NKCC?2 inhibitor, was administrated for 4 h before sacrifice in order to induce a relative
luminal hypertonicity. RT-qPCR of miR-324-5p (a) and miR-30c-2-3p (b) expression in the kidneys of treated-
mice compared to control mice, arbitrarily set at 100%. Data are meanstSEMs (n=5-6 animals). **P<0.01

compared to control mice.

Fig. 8 Proposed model for the post-transcriptional control of renal MR expression by miRNAs under hypertonicity
and its impact on MR signaling. Under hypertonicity, the transcription factor TonEBP binds TonE elements located
in the regulatory regions of mir324 and mir30c-2 genes which encode miR-324-5p and miR-30c-2-3p, respectively.
Hypertonicity stimulates transcription of pri-miRNAs of miR-324-5p and of miR-30c-2-3p and their maturation.
Thereafter, these miRNAs can repress MR expression directly by interacting with Nr3c2 (MR) 3’-UTR or
indirectly by interacting with Elavll (HuR), a RNA Binding Protein, which was shown to stabilize Nr3c2 (MR)
transcript under hypotonicity[15]. Moreover, these miRNAs can cooperate with Tis11b, a RNA Binding Protein,
which was previously shown to accelerate destabilization of MR transcripts[14]. Thus, hypertonicty may

compromise MR signaling.
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Supplementary figure legends

Supplementary Fig. 1 Morphology of Sm-A1 and Sh-H8 clones. Cells were grown for 5 days then were stimulated
with 1 pg/mL Doxycyline for 48 h. a, ¢ Cellular morphology of Sm-A1 clone (a) and Sh-HS clone (¢) observed
with a phase-contrast microscope. Clones maintain a cuboid shape characteristics of epithelial cells and form
domes at confluency suggesting a transepithelial ionic transport. b, d Sh-A1l (b) and Sh-H8 clones (d) were
observed with a fluorescent microscope after 48 h of doxycycline stimulation. Fluorescence of turbo Red
Fluorescent Protein allowed easy identification of transduced KC3ACI!1 cells, which should express either

scrambled miRNAs (upper panels) or miR-324-5p (lower panels).

Supplementary Fig. 2 Identification of half sites of Tonicity response Elements (TonEs) in regulatory sequences
of miRNAs loci (red box). a Schematic representation of mir30c-2 gene on murine chromosome 1 (green bar) and
location of TonEs, which were identified with Jaspar software in mir30c-2 promoter region (blue bar). b Schematic
representation of mir324 gene on murine chromosome 11 (green bar) and location of TonEs, which were identified
with Jaspar software in mir324 promoter region (violet bar). The bent arrow represents the transcription start site

(TSS) of mir30c-2 (a) and mir324 genes (b), encoding miR-30c-2-3p and miR-324-5p, respectively.
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Supplementary Tables

Table 1 miRNA Stem-loop and TagMan probes for miRNAs RT-qPCR

miRNAs Accession Sequences 1))
Number

mmu-miR-135a-5p MIMATO0000147 TATGGCTTTTTATTCCTATGTGA 000460
mmu-miR-28a-3p MIMATO0004661 CACTAGATTGTGAGCTGCTGGA 002545
mmu-miR-30c-2-3p MIMATO0005438 CTGGGAGAAGGCTGTTTACTCT 002110
mmu-miR-324-5p MIMATO0000555 CGCATCCCCTAGGGCATTGGTGT 000539
mmu-miR-335-5p MIMATO0000766 TCAAGAGCAATAACGAAAAATGT 000546
mmu-miR-16 MIMATO0000527 TAGCAGCACGTAAATATTGGCG 000391
snoRNA 202 AF357327 GCTGTACTGACTTGATGAAAGTACTTTTGAACCCTTTTCCATCT 001232

GATG

Table 2 Primer sequences

All primer sequences are shown from 5’ to 3.

Table 2a Primer sequences used for RNAs RT-qPCR

Name Accession Amplicon Forward primer Reverse primer
Numbers size (pb)

Nr3c2 (MR) M36074 153 ATGGAAACCACACGGTGACCT AGCCTCATCTCCACACACCAAG
Zfp3611 (Tisl 1b) NM_007564.3 100 CGACACACCAGATCCTAGTCCTT TGCATAAAACTTCGCTCAAGTCA
Elavll (HuR) NM_010485.3 87 CAGCCAATCCCAACCAGAA TGGTGTACAGGGCCTCCAAA
Tsc22d3 (Gilz) NM 010286.3 79 CTGCTGTGGAGTTTGTGACATACTAG CCAGGCAGGCACTTCTAAGCT
Sgkl AF205855 150 TCACTTCTCATTCCAGACCGC ATAGCCCAAGGCACTGGCTA
18§ X00686 66 CCCTGCCCTTTGTACACACC CGATCCGAGGGCCTCACTA
Rplp0 (36b4) NM_007475.5 128 AGCGCGTCCTGGCATTGTCTGT GGGCAGCAGTGGTGGCAGCAGG

Table 2b Primer sequences used for cloning the pMIR-mHuR-3’-UTR

Name

Forward primer

Reverse primer

pMIR-mHuR-3"UTR ACGCACTAGTCGGAATAGATAATTAAGAGTGA

ACGCAGCTTCCACCTTTCTTTTTCTGA

Table 3¢ miRNAs Mimics & Inhibitors references for transfection

Name

ID

324-5p Mimic
30c-2-3p Mimic
negative control Mimic

MC10253
MC12646

324-5p Inhibitor
30c-2-3p Inhibitor
negative control Inhibitor

MH10253
MH12646

Table 4 Antibodies used for Western blot analysis

Name (Provider) Species Protein Molecular Dilution
weight (kDa)

Primary antibodies
39N (developed by our lab) Rabbit MR 130 kDa 1:1000 (cells)
a-Tubulin (Sigma) Mouse a-Tubulin 50 kDa 1:5000
Secondary antibodies
Dylight Anti-Rabbit 800 (Fisher Scientific) Goat Rabbit IgG 1:10000
Dylight Anti-Mouse 680 (Fisher Scientific) Rabbit Mouse IgG 1:10000
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3. Eléments supplémentaires de discussion

L'expression du MR a été identifiée dans les tissus épithéliaux ou il joue réle fondamental dans le
contréle de la balance hydrosodée et dans la régulation de la pression artérielle mais son expression a
également été rapportée dans les tissus non épithéliaux ol ils exercent d’autres fonctions. Une
modification du niveau d’expression du MR et une altération de la signalisation relayée par le MR
peuvent contribuer a l'apparition ou au développement de différentes pathologies comme le
pseudohypoaldostéronisme de type |, l'insuffisance rénale avec la fibrose rénale, I'hypertension
artérielle, ou encore le syndrome métabolique. Ces observations soulignent la nécessité de
comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation de I'expression de ce facteur
de transcription, c’est pourquoi notre équipe s’est intéressée depuis de nombreuses années, a I'étude

des mécanismes de régulation de I'expression MR dans le rein.

Mise en lumiére d’un niveau supplémentaire de régulation de I'’expression du MR

Durant les vingt-cing derniéres années, peu d’études s’étaient réellement intéressées aux mécanismes
de régulation de I'expression du MR. Les travaux de notre équipe avaient d’abord permis de disséquer
les mécanismes qui contrélent la transcription du géne NR3C2 codant le MR, avec notamment
I'identification et la caractérisation fonctionnelle du promoteur proximal P1 et du promoteur distal P2
du géne NR3C2 (Le Menuet et al., 2000; Munier et al., 2010; Zennaro et al., 1996). Plus tard, d’autres
travaux ont étudié les modifications post-traductionnelles de la protéine MR (phosphorylation,
sumoylation, ubiquitylation, acétylation), qui peuvent moduler I'activité et/ou la dégradation de la
protéine MR et donc affecter son niveau d’expression (Pascual-Le Tallec et Lombés 2005; Faresse,
2012; S. Shibata 2013; Faresse 2014; Jiménez-Canino, Fernandes, et Alvarez de la Rosa 2016). Pourtant,
ces deux niveaux de régulation ne permettaient pas d’expliquer comment les cellules rénales peuvent
s’adapter aussi rapidement aux variations intenses de tonicité extracellulaire, qui prévalent dans le
néphron. Nos travaux ont donc permis de mettre en lumiére un niveau de régulation supplémentaire
de I'expression du MR. En effet, ce mécanisme de régulation post-transcriptionnelle, impliquant le
recrutement de miARNs capables de moduler la stabilité du transcrit MR, permet aux cellules rénales

de s’adapter trés rapidement au stress osmotique.
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Réle du facteur de transcription TonEBP/OREBP/NFAT5 dans la régulation de I’expression des
miARNs

Dans cette premiere partie du chapitre Résultats - Discussions, nous avons pu montrer pour la
premiére fois, que I'expression rénale du MR est régulée par I’hypertonicité via le recrutement de miR-
324-5p et de miR-30c-2-3p. Ces résultats nous ont donc interrogés sur le mécanisme par lequel

I’hypertonicité régule I'expression de ces miARNs.

Les précédents travaux de I'équipe avaient montré que I'expression de TonEBP (Tonicity responsive
Enhancer Binding Protein), appelé aussi NFAT5 (nuclear factor of activated T cells-5) ou OREBP (osmotic
response element -binding protein) est augmentée en réponse a I’hypertonicité. Cette augmentation
de I'expression de ce facteur de transcription, connu pour réguler I'expression des génes impliqués
dans I'adaptation au stress osmotique (Viengchareun et al., 2009), pourrait expliquer I'augmentation
d’expression de miR-30c-2-3p et miR-324-5p en réponse a |’hypertonicité. En effet, nous avons
identifié des demi-sites de liaison TonE (Tonicity responsive Elements), qui sont localisés dans le
promoteur des genes mir30c-2 ou du mir324, codant respectivement pour les miARNs miR-30c-2-3p
et miR-324-5p. L'identification de ces demi-sites de liaison TonE suggere que TonEBP pourrait relayer
I’effet de I’hypertonicité sur la transcription des genes codant ces deux miARNs, qui sont capables
ensuite de réprimer I'expression du MR en se fixant sur la région 3’-UTR de ce transcrit. A noter que
I"augmentation d’expression de ces deux miARNs en réponse a I’hypertonicité est modeste (x1,5) alors
que la diminution d’expression du MR est quasiment de 75 %. Ce résultat suggere que la régulation de
I’expression du MR en réponse au stress osmotique fait appel non seulement a miR-30c-2-3p et miR-
324-5p mais aussi a d’autres régulateurs post-transcriptionnels comme les protéines de liaison a I’ARN
(Tis11b, HuR), que notre équipe avait identifiées et caractérisées fonctionnellement (Lema et al.,

2017a, 2017b; Viengchareun et al., 2014).

De fagon intéressante, I'implication des miARNs dans I'osmorégulation a été rapportée dans certaines
especes. Flynt et al ont par exemple identifié cing membres de la famille miR-8, capables de réguler
I'osmorégulation dans les embryons du poisson zébre (Flynt et al., 2009). Les ionocytes, qui
représentent un type de cellules spécialisées dispersées dans I|'épiderme, sont responsables de
I'homéostasie du pH et du transport d’ions au cours du développement précoce avant la formation des
branchies. miR-8, qui fait partie d’'une famille de miARNs hautement conservés, est exprimé dans les
ionocytes et permet un contrdle précis du transport des ions en modulant I'expression de Nherf1, qui
est un régulateur du trafic apical des transporteurs d'ions transmembranaires. Toute altération de

I’expression d’un membre de la famille miR-8 entraine une incapacité a répondre au stress osmotique
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et bloque la capacité a transporter et/ou regrouper correctement les glycoprotéines

transmembranaires a la surface apicale des ionocytes.

Les travaux de I'équipe de Yan et al ont par ailleurs montré que le miR-30c, un miARN fortement
exprimé dans le rein, apparait comme un osmorégulateur crucial chez le tilapia du Nil (Yan et al.,
2012a). La perte de fonction du miR-30c entraine une incapacité a répondre au stress osmotique. La
protéine Hsp 70 a été identifiée comme étant l'une des cibles directes du miR-30c. Ainsi, miR-30c
régule directement Hsp 70 en ciblant sa région 3'-UTR, et l'inhibition de I'expression de miR-30c
augmente substantiellement le niveau des transcrits Hsp 70 in vivo. A noter que la protéine Hsp 70 est
connue pour étre une des protéines chaperonnes interagissant avec le MR dans le compartiment
cytoplasmique pour maintenir le récepteur dans une conformation propice a sa liaison avec
I'aldostérone (Jaglaguier et al., 1996), pour moduler I'affinité du MR pour son ligand (Huyet et al.,
2012), et pour protéger le MR de la dégradation par le protéasome (Faresse et al., 2010). Ainsi, il serait
tentant de penser qu’en plus de son action directe sur les transcrits MR et HuR, miR-30c-2-3p puisse
également agir sur le transcrit Hsp 70, pour altérer la liaison du MR a son ligand et favoriser sa

dégradation par le protéasome. Cependant, nous n’avons pas testé cette hypothése dans ce travail.

Dans notre étude, nous avons suggéré que le facteur de transcription TonEBP/OREBP/NFATS5 pourrait
moduler I'expression de miR-30c-2-3p et miR-324-5p. De fagon intéressante, il existe aussi des études
qui montrent que les miARNs peuvent également réguler I'expression de ce facteur de transcription,
suggérant I’existence d’une boucle de rétrocontréle. Le premier exemple vient des travaux de I'équipe
de Yan et al, qui a identifié par des analyses bioinformatiques un site de liaison putatif pour miR-429
dans I'ARNm de I'OSTF1, un facteur de transcription impliqué dans I'osmorégulation dans I'épithélium
branchial du tilapia du Nil. Ces auteurs ont montré que I'expression du miR-429 est diminuée chez le
tilapia lors d'un stress osmotique, ce qui est cohérent avec 'augmentation d’expression de la protéine
OSTF1 (Yan et al., 2012b). miR-429 régule directement I'expression de I'OSTF1 en ciblant sa région 3'-
UTR, et l'inhibition du miR-429 augmente d’un facteur 5 le niveau d’expression d’OSTF1. Le second
exemple montre que miR-466a-3p est capable de cibler le transcrit Nfat5 dans les cellules mIMCD3 (Y.
Luo et al., 2014). Dans un modele de souris transgéniques surexprimant miR-466a-3p, une inhibition
de I'expression Nfat5 et de nombreux autres genes liés a I'osmorégulation a été observée a la fois dans
le cortex et la médullaire rénale. L'ensemble de ces travaux montre que les miARNs participent a une
boucle de rétrocontrdle en réponse au stress osmotique au niveau des organes osmorégulateurs dans
différentes espéces et les résultats de notre étude apportent des arguments en faveur de cette boucle

de rétrocontréle chez les mammiféres.
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Récemment, une nouvelle étude de Kang et al a identifié miR-23a-5p comme étant un autre miARN,
dont I'expression est modulée par les variations de tonicité (Kang et al., 2021). L’expression de ce
miARN dans les cellules de la médullaire rénale interne est notamment réprimée en réponse a
I’'hypertonicité. De fagon remarquable, les auteurs ont montré que la diminution d'expression du miR-
23a-5p facilite I'adaptation des cellules de la médullaire rénale au stress hypertonique par une
augmentation de la survie cellulaire et de la prolifération cellulaire en modulant HSPA1B, une isoforme
de la protéine de choc thermique Hsp 70. Cependant, nous n’avons pas identifié miR-23a-5p dont
I’expression est réprimée en réponse de I'hypertonicité. Peut-étre parce que nous n’avons pas utilisé
le méme modele cellulaire mais un modeéle de cellules rénales distales dérivées du cortex, ni le méme
traitement que Kang et al. Dans notre étude, nous avons utilisé des approches de criblage (TLDA et
miR-seq) en réponse a I’hypertonicité induite par le raffinose et nous avons utilisé le modele KC3AC1
de cellules principales du tubule collecteur cortical, qui exprime le MR de fagon endogene. Dés lors,
ces travaux nous invitent a étudier le mécanisme de régulation de I'expression du MR par les miARNs

dont I'expression serait réprimée par I’hypertonicité.
Dialogue croisé entre les protéines de liaison a ’'ARN et les miARNs

Nous avons observé que miR-30c-2-3p et miR-324-5p et les protéines de liaison a I’ARN, Tis11b et HuR,
agissent en réseau pour réguler la stabilité du transcrit MR. En effet, nos expériences de transfection
transitoire du géne rapporteur de la luciférase dans les cellules HEK 293T, ont permis de montrer que
Tis11lb, en agissant de fagon additive, avec chacun de ces miARNs peut diminuer I'activité luciférase
dont ’ADNc a été cloné en amont de la région 3’-UTR du transcrit MR. Nous avons également montré
gue miR-30c-2-3p et miR-324-5p peuvent fonctionnellement interagir avec la région 3’-UTR du
transcrit HuUR. Plusieurs données de la littérature montrent en effet que les miARNs agissent en réseau
et peuvent dialoguer avec les protéines de liaison a 'ARN (RBPs) (Bhattacharyya et al., 2006; Ciafre
and Galardi, 2013; Fukao et al., 2015; Ho et al., 2021; Ho and Marsden, 2014; Jens and Rajewsky, 2015;
Jiang and Coller, 2012). Dans certaines situations, les RBPs sont méme des cibles directes des miARNs
et réciproquement, les RBPs peuvent également cibler des miARNs. Par exemple, il a été rapporté que
le transcrit Tis11b est une cible directe de miR-29b dans le mécanisme de régulation de la stabilité du
VEGF (vascular endothelial growth factor) (Sinha et al.,, 2009) ou que miR-22 joue un role de
suppresseur de tumeur en réprimant I’expression de HuR dans le cancer colorectal (Liu et al., 2018). A
I'inverse, HUR peut également cibler le pre-miR-7, en se liant directement au dernier intron de HNRNPK
qui contient le pré-miR-7, influengant ainsi la biogenese de sa forme mature (Lebedeva et al., 2011;
Srikantan et al., 2012). Dans d’autres situations, ces deux classes de régulateurs post-transcriptionnels
peuvent agir de fagon compétitive ou coopérative sur le méme transcrit (Ciafré and Galardi, 2013;

Srikantan et al., 2012). Les RBPs peuvent ainsi renforcer I'effet des miARNs sur des ARNm cibles
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communs et fonctionner comme des guides qui permettent I'ouverture de la structure de ’ARNm,
permettant ainsi l'interaction entre les miARNs et leurs cibles peu accessibles. A I'inverse, les RBPs
peuvent aussi contrecarrer I'action des miARNs en reconnaissant des sites de liaison qui se
chevauchent ou qui sont tres proches de la séquence "seed" des miARNs ou en modifiant des
changements dans la structure secondaire de I'ARNm (Ciafre and Galardi, 2013). Dans notre étude,
bien que la position de la séquence «seed» du miR-324-5p ou du miR-30c-2-3p soit trés proche de celle
des éléments de réponse pour Tisllb (ARE 6, 7), nous n’avons pas trouvé de compétition, ni de
synergie tres remarquable entre Tisllb et I'un de ces deux miARNs. Leur effet sur la stabilité du

transcrit MR est plutot additive.
Les limites dans notre étude

Il existe des limites dans notre étude. Premiérement, nous avons identifié deux miARNs (miR-324-5p
et miR-324-5p) dont I'expression est induite par I'hypertonicité générée par le traitement par le
raffinose, un tri-saccharide, qui ne pénéetre pas dans les cellules, permettant ainsi d’augmenter la
tonicité du milieu extracellulaire. Sachant que les variations de tonicité extracellulaire sont
physiologiquement générées non seulement par le glucose, mais aussi par le sodium, le potassium et
I'urée, il serait important de vérifier si I'expression de ces deux miARNs est également induite par le

NaCl ou l'urée.

Deuxiemement, afin d’étudier la relevance physiologique des résultats que nous avons obtenus in
vitro, nous avons traité des souris pendant 4 heures par du furosémide, un diurétique connu pour
augmenter I'hypertonicité luminale relative et pour diminuer I'expression du MR (Viengchareun et al.,
2014). Ainsi, nous avons montré que I'expression de miR-324-5p et du miR-30c-2-3p est augmentée
dans les reins de ces animaux respectivement d’un facteur 2 et 4. Cette augmentation d’expression de
ces miARNSs est supérieure a celle mesurée dans les cellules KC3AC1, suggérant que I'expression de ces
miARNs est certainement augmentée dans les autres segments néphroniques. Il serait donc
intéressant de quantifier I’expression de ces miARNs dans les segments néphroniques microdisséqués
des souris traitées ou non par le furosémide ou de réaliser une analyse de I’expression de ces miARNs
par RNAscope sur des coupes de rein. Nous pourrions ainsi préciser dans quels segments néphroniques

ces deux miARNs sont exprimés et/ou régulés par I’hypertonicité induite par le furosémide.

Enfin, nous avons montré par des expériences de transfection dans les cellules HEK 293T, que ces deux
mMiARNSs (miR-30c-2-3p et miR-324-5p) agissent en réseau avec les protéines de liaison a I’ARN (Tis11b,
HuR) pour controler I'expression rénale du MR en réponse au stress hypertonique. Dans cette logique,
nous avons cherché a savoir dans les cellules principales KC3AC1 si ces deux miARNs pouvaient

coopérer ou agir de concert avec Tisllb pour potentialiser leur effet sur I'expression du MR.
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Cependant, nous avons rencontré des difficultés techniques (efficacité de transfection et moment de
la transfection) au cours de la transfection si bien que nous n’avons pas été en mesure de répondre a

ces interrogations.
Conclusion et perspectives de cette partie

Malgré certaines limites a ce travail, cette 1°™ partie de mon travail de Thése, qui repose sur un grand
nombre de techniques (TLDA, miR-seq, RT-qPCR, Western Blot, transfection transitoire, génération
d’une ligne stable de cellules rénale surexprimant du miR-324-5p par la stratégie lentivirale), a permis
de mettre en lumiére le réle majeur de deux miARNs (miR-324-5p et miR-30c-2-3p) dans le contréle
post-transcriptionnel de I'expression rénale du MR en réponse au stress hypertonique. Ce travail
s’inscrit dans la continuité des travaux de notre groupe, qui avait étudié I'impact des variations de
tonicité extracellulaire sur I'expression rénale du MR. Nos résultats ont montré que ces deux miARNs
affectent directement la stabilité du transcrit MR ou I'expression du MR en ciblant le transcrit HUR en
réponse a I’hypertonicité. Ces miARNs peuvent de plus agir de concert avec Tis11lb pour potentialiser
I'effet de I'hypertonicité sur I'expression du MR. Enfin, nous avons montré que cette altération de
I'expression du MR a un impact sur I'expression des génes cibles précoces du MR, qui régulent la

réabsorption de sodium.

En perspective de ce travail, il serait également intéressant d’identifier les miARNs, dont I’expression
serait modulée par I’hypotonicité. Enfin, notre groupe a récemment identifié une fenétre temporelle
restreinte au cours du développement rénal ou la signalisation du MR est inefficace en raison d’une
faible expression du MR durant la période périnatale. Cette baisse d’expression du MR est tissu-
spécifique puisque I'expression du MR est constante dans le poumon, qui est un autre tissu cible
épithélial du MR. Dans ce contexte, nous avons formulé I’hypothése selon laquelle, miR-324-5p et miR-
30c-2-3p et/ou les protéines de liaison a ’ARN, Tis11b et HuR, pourraient étre responsables de cette
baisse d’expression du MR a la naissance. C’'est pourquoi, nous avons cherché a évaluer si de tels
mécanismes de régulation post-transcriptionnelle étaient impliqués dans la régulation de I'expression

du MR durant la période périnatale.
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Partie 2 : Role des miARNs dans le controle post-transcriptionnel de I'expression

rénale du récepteur minéralocorticoide durant la période périnatale

1. Justification du projet
1.1. Contexte de I’étude

Au cours de la premiére semaine de vie, le nouveau-né perd de 5 a 10% de son poids corporel en lien
avec une perte urinaire d’eau et de sel (Sulemanji and Vakili, 2013). Il s’agit d’un phénomene
physiologique et courant chez les nouveau-nés a terme. En effet, avant la naissance, |'eau représente
environ 90 % du poids corporels chez un foetus de 24 semaines (Bizzarri et al., 2016) et I'équilibre des
nutriments, des solutés et de I'eau dans le liquide amniotique tout au long de la gestation assure
I'hnoméostasie avec une concentration stable d'électrolytes chez le foetus. A la naissance,
contrairement a I'adulte, le nouveau-né possede une masse hydrique importante qui représente
environ 80% du poids corporel total (Sulemanji and Vakili, 2013). Ensuite, aprés la naissance, une
redistribution des fluides corporels se produit avec notamment I'élimination de I'excés de sodium et
d'eau par les reins. Ces changements physiologiques de la redistribution de I'eau et des solutés dans
l'organisme aprés la naissance sont essentiels pour assurer une transition en douceur de

I'environnement aquatique intra-utérin a la vie extra-utérine.

Pourtant, cette perte urinaire d’eau et de sel est majorée et dure plus longtemps dans certains
contextes pathologiques, et en premier lieu, en cas de prématurité (Segar, 2020; Sulemanji and Vakili,
2013; Zhang and Zeng, 2020). Une mauvaise prise en charge de ces nouveau-nés fragiles pourrait avoir
des conséquences importantes. Au niveau mondial, le taux des naissances prématurées était de 10,6%
en 2014, ce qui équivaut a une estimation de pres de 15 millions de naissance dans le monde
(Chawanpaiboon et al., 2019; Walani, 2020). Ce chiffre varie entre les pays. En France, la prévalence
de la prématurité a été évaluée en 2016 a environ 7,5 % des naissances, ce qui représente
approximativement 60 000 nouveau-nés prématurés par an (Blondel et al.,, 2017; Sentilhes et al.,
2016). Ces nouveau-nés présentent a la naissance une tubulopathie avec des capacités de
concentration des urines restreintes et une perte accrue de sodium (Gubhaju et al., 2014). Par ailleurs,
la fonction rénale chez le nouveau-né prématuré n'est pas seulement immature a la naissance, il y a

aussi un retard significatif dans I'atteinte de la pleine capacité de la fonction rénale.

En dehors de I'immaturité de la peau qui est aussi une des causes de la perte d’eau, le rein joue un réle
indispensable dans ce changement de I’'homéostasie de I'eau et des électrolytes pendant cette période

post-natale. Les reins néonataux présentent un faible taux de filtration glomérulaire et une immaturité
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du néphron distal, ce qui entraine une capacité réduite a concentrer l'urine (Bizzarri et al., 2016).
L'aldostérone est essentielle a la rétention du sodium dans le rein, les glandes salivaires, les glandes
sudoripares et le c6lon. Récemment, les travaux du Dr Laetitia Martinerie, qui travaille dans notre
équipe, ont montré que le taux d’aldostérone plasmatique mesuré dans le sang de cordon de 48
nouveau-nés a terme était plus élevé chez les nouveau-nés que chez leur mére (Martinerie et al.,
2009a). La résistance partielle et transitoire a I'aldostérone ainsi observée chez ces nouveau-nés
pouvait étre expliquée par I'expression rénale du MR au cours de I'ontogenése rénale. Ainsi, les travaux
de I'équipe ont montré que cette expression rénale du MR (transcrit et protéine) est tres faible a la
naissance a la fois chez la souris mais aussi chez ’lhomme, aprés une expression transitoire de son
ARNm entre le 16° et le 18¢ jour de gestation chez la souris, et la 15°™ et 24°™ semaine d’aménorrhée
(SA) chez la femme (Martinerie et al., 2009b). L’expression rénale du MR augmente ensuite en période
post-natale a 8 jours de vie chez la souris et durant les premiers mois de vie chez I’homme. Ce profil
d’expression biphasique de I'expression du MR a été aussi retrouvée au niveau du cceur et du cerveau,
deux autres organes cibles du MR. Au contraire, I'expression de MR est maintenue au cours de la
période périnatale, dans le poumon, qui est également un tissu cible du MR, permettant la résorption

du liquide pulmonaire a la naissance (Martinerie et al., 2013).

Il est important de souligner que cette diminution de I'expression rénale du MR en période périnatale
persiste chez les nouveau-nés prématurés (Dumeige et al., 2020), conduisant a une perte majeure de
sel et d’eau chez ces sujets fragiles. En revanche, la surcharge d’eau et de sel dans la prévention de la
déshydratation et celle d’une perte de sodium excessive sont associées a une morbi-mortalité accrue
dans cette population. Par ailleurs, les prématurés courent un risque plus élevé de développer plus
tard dans leur vie I’hypertension artérielle (Chatmethakul and Roghair, 2019; Dumeige et al., 2020;
Parkinson et al., 2013). L’ensemble de ces données suggere donc qu’il est essentiel de comprendre les
mécanismes de régulation, qui contrélent de maniere temps- et tissu-spécifique I'expression du MR
afin de proposer une meilleure prise en charge de ces nouveau-nés prématurés et de prévenir
I'émergence, a I'age adulte, de I'hypertension artérielle. Cependant, les mécanismes responsables de

cette baisse d’expression du MR durant la période périnatale demeurent méconnus a ce jour.
1.2. Hypotheése de travail

Dans ce contexte, nous avons émis I’"hypothése que les mécanismes de régulation, que nous avons
décrits dans la 1% partie de ce chapitre Résultats, et qui impliquent le recrutement de miARNs
pourraient étre impliqués dans le contréle post-transcriptionnel de I’expression rénale du MR durant
la période périnatale olU les variations de tonicité sont induites par les modifications de

I’environnement lors du passage de la vie aquatique intra-amniotique a la vie extra-utérine.
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Figure 20 : Lien entre I’expression rénale du MR et les variations d’osmolalité du liquide

amniotique durant la période périnatale

En effet, il a été montré que I'osmolalité du liquide amniotique est stable pendant la gestation (entre
le jour 11,5 et le jour 16,5 chez les rongeurs) puis elle augmente brusquement de E18 a I'accouchement
(Cheung and Brace, 2005). De fagon intéressante, cette augmentation de I'osmolalité coincide avec la

diminution paralléle de I'expression rénale du MR (Martinerie et al., 2009b) (Figure 20).
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1.3. Objectifs du travail
Dans cette 2¢ partie du Chapitre Résultats, nous avions pour objectifs :

1) d’analyser I'expression de miR-324-5p et miR-30c-2-3p aux différents stades du développement

rénale (E18,5, JO et J8) chez la souris.

2) d’étudier I'impact de la modulation de I'expression de ces miARNs candidats sur I’expression du MR

dans des cultures primaires de cellules rénales de souris sacrifiées a JO et J8 de vie.

A JO, I'expression du MR est faible. Nous avons donc émis I’hypothese que ces deux miARNs pourraient
réprimer I'expression du MR, c’est pourquoi, nous avons choisi de transfecter dans les cellules rénales
isolées de souriceaux sacrifiés a JO de vie, des « Inhibiteurs » de miR-324-5p et miR-30c-2-3p
(Life Technologies), qui sont des petites molécules exogenes, permettant de bloquer spécifiquement

I’action de ces miARNs.

A J8, I'expression rénale du MR est plus augmentée. Nous avons donc cherché a transfecter les cellules
rénales isolées de souriceaux sacrifiés a J8, avec des molécules « Mimics exogenes » de miR-324-5p et

miR-30c-2-3p (Life Technologies), permettant de surexprimer spécifiquement ces deux miARNs.
2. Résultats

Les résultats de cette seconde partie de ce chapitre sont présentés sous la forme d’un manuscrit en
préparation, qui s’inscrit dans la cadre du projet ANR JCIJC PERIMIRE (ANR-20-CE14-0015,
PI : Dr Laetitia Martinerie), qui vise a étudier le role des protéines de liaison a I’ARN (Tis11b et HuR) et
des miARNs dans le controle de I'expression rénale du MR. Dans ce projet ANR, j’ai pu mettre en place
toutes les techniques d’analyse et de quantification des miARNs (extraction, quantification,
transfection, RT-qPCR) et j’ai également encadré a la paillasse deux étudiantes Master 2 de I'Université
Paris-Saclay (Laura Atger-Lallier et Iméne Hani). Ce travail sera poursuivi par Iméne Hani, qui vient
d’obtenir une bourse de theése MESRI (2021-2024), qui lui permettra de poursuivre et de finaliser ce

projet PERIMIRE.
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Introduction

During the first week of life, newborns are losing up to 10% of their body weight (BW) together with
an increased urinary fluid and sodium loss (Sulemanji and Vakili, 2013). This is a physiological and
common issue in term newborns. Indeed, before birth, water accounts for about 90% of BW in a 24-
week-old fetus (Bizzarri et al., 2016) and the balance of nutrients, solutes, and water in the amniotic
fluid throughout gestation ensures homeostasis with a stable electrolyte concentration in the fetus. At
birth, unlike the adult, the neonate has a large water mass that accounts for about 80% of total BW
(Sulemaniji and Vakili, 2013). Then, after birth, a redistribution of body fluids occurs, including the
elimination of excess sodium and water by the kidneys. These physiological changes in body water and
solutes after birth is essential for an appropriate transition from the intra-uterine aquatic environment

to extra-uterine life.

However, this urinary water and salt loss is exacerbated and lasts longer in certain pathological
contexts, notably in prematurity (Segar, 2020; Sulemanji and Vakili, 2013; Zhang and Zeng, 2020). Poor
management of these fragile newborns could have significant consequences. Indeed, 25% of preterm
neonates present with an episode of hyponatremia (< 130 mmol/L) during their neonatal care (Baraton
etal., 2009). The clinical consequences of inadequate compensation of salt loss may have major impact
on renal and neurological development, impairing most notably postnatal growth (Haycock, 1993). The
preterm birth rate in the world was estimated at 10.6% in 2014, which corresponds to approximately
nearly 15 million births worldwide (Chawanpaiboon et al., 2019; Walani, 2020). This value greatly
varies among different countries. The prevalence of prematurity in France was estimated
approximately to 7.5% of births in 2016, which may represent up to 60,000 preterm newborns/year
(Blondel et al., 2017; Sentilhes et al., 2016). These neonates are born with tubulopathy and with
restricted urine concentrating abilities and increased sodium loss (Gubhaju et al., 2014). In addition,
renal function in preterm neonates is not only immature at birth, but there is also a significant delay

in achieving full capacity of renal function.

Renal mineralocorticoid signaling is involved in sodium reabsorption in the aldosterone-sensitive distal
nephron. This signaling pathway is tightly regulated by aldosterone, a steroid hormone secreted by the
adrenal glands, which binds to and activates the mineralocorticoid receptor (MR), which belongs to
the nuclear receptor family, and which acts as a ligand-activated transcription factor (Viengchareun et
al., 2007). Upon ligand-binding, MR translocates to the nucleus, and after dimerization, binds to DNA
onto mineralocorticoid response elements, to allow the transcription of target genes. Most of them
are involved in the reabsorption of sodium in the distal tubule, including the a-subunit of the epithelial

sodium channel (aENaC), the Serum and glucocorticoid-regulated kinase 1 (Sgkl) and the
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Glucocorticoid-induced leucine zipper (Gilz). Cortisol may also bind to the MR and active the
mineralocorticoid signaling pathway. However, the 11 beta hydroxysteroid dehydrogenase type 2
(11BHSD2) enzyme ensures MR selectivity in epithelial cells of the aldosterone sensitive distal nephron

by metabolizing cortisol into cortisone, an inactive compound, which does bind to MR.

Few information is available regarding regulatory mechanisms that control MR expression. Previous
studies from our group demonstrated that transcription of the human NR3C2 gene, which encodes for
the MR, is under the control of two alternative promoters (Le Menuet et al., 2000; Munier et al., 2010;
Zennaro et al., 1996). Later, we and others showed that post-translational modifications of the MR
protein (phosphorylation, sumoylation, ubiquitylation, acetylation) can modulate the activity and the
half-life of MR (Faresse, 2014, Faresse et al., 2012; Pascual-Le Tallec and Lombeés, 2005; Shibata et al.,
2013). Finally, we demonstrated that variations in extracellular tonicity, that prevail in the nephron,
modulate MR expression (Viengchareun et al., 2009). The underlying molecular mechanisms involve
post-transcriptional regulatory mechanisms including most notably the recruitment of RNA-binding
proteins (RBP). Indeed, our team demonstrated that hypertonicity alters mineralocorticoid signaling
by recruiting the RNA-binding protein Tis11b (Tetradecanoyl phorbol acetate inducible sequence 11b),
which accelerates MR transcript degradation (Viengchareun et al., 2014). Conversely, hypotonicity
recruits the RNA-binding protein HuR (Human antigen R), which by binding to the 3'-UTR (UnTranslated
Region) of the MR transcript, promotes splicing of the full-length form of the MR transcript (Lema et
al., 2017b) and stabilizes the MR transcript by binding to its 3'-UTR region (Lema et al., 2017a), thereby
enhancing mineralocorticoid signaling. Recently, we also showed that hypertonicity inhibits renal MR
expression by recruiting miRNAs, which represent another class of post-transcriptional regulators.
Using high-throughput Tagman Low Density Array and miRNA-Sequencing approaches, we identified
miR-30c-2-3p and miR-324-5p, expression of which is increased under hypertonicity. Functional studies
demonstrated that miR-324-5p and miR-30c-2-3p directly affect the stability of MR transcripts and act
in concert with Tisllb to destabilize MR and HuR transcripts (Vu et al.,, 2021, in revision).
Overexpression of these miRNAs (with lentivirus or Mimics) in renal KC3AC1 renal cells decreases MR

expression and alters mineralocorticoid signaling.

Beside physiological weight loss after birth due to sodium and water urinary losses (Martinerie et al.,
2009b), our group have showed that plasma aldosterone levels, measured in the cord blood of 48 full-
term neonates, were higher in the neonates than in their mothers (Martinerie et al., 2009a). This
partial and transient resistance to aldosterone observed in these neonates could be explained at least
in part by the low renal MR expression during renal ontogeny, notably at birth. Indeed, we have
showed that renal MR expression (transcript and protein levels) is very low at birth both in mice and

humans, after a transient expression of its mRNA between the 16" and 18" day of gestation in mice,
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and the 15" and 24" week of amenorrhea in women (Martinerie et al., 2009b). Renal MR expression
then increases postnatally at 8 days of life in mice and during the first months of life in humans. This
biphasic pattern of MR expression was also observed in the heart and brain, two other target tissues
of MR. In contrast, MR expression is maintained during the perinatal period in the lung, which is also
a target tissue, allowing the resorption of pulmonary fluid at birth (Martinerie et al., 2013). It is
important to note that this decrease in renal expression of MR in the perinatal period persists in
premature newborns (Dumeige et al., 2020; Martinerie et al., 2015), leading to a major salt and water
losses in these fragile subjects. In addition, premature infants have a higher risk of developing
metabolic syndrome and high blood pressure later in life (Chatmethakul and Roghair, 2019; Parkinson
et al., 2013). Altogether, these data suggest that it is pivotal to understand the regulatory mechanisms
that control renal expression of the MR in a time- and tissue-specific manner to propose a better
management of these premature newborns and to prevent the emergence, in adulthood, of long-term
deleterious consequences. However, mechanisms responsible for this decrease in MR expression

during the perinatal period remain unknown to date.

In this study, we hypothesized that miR-324-5p and miR-30c-2-3p might be involved in the post-
transcriptional control of renal MR expression during the perinatal period where tonicity variations are
induced by environmental changes during the transition from intra-amniotic aquatic life to extra-
uterine life. Therefore, we modulated expression levels of these miRNAs with specific Inhibitors or
Mimics that we transfected in primary cultures of kidney cells, isolated from kidneys of newborn mice,

sacrificed on the day of birth (DO) or at D8 postnatally, and evaluated the impact on MR expression.
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Materials and Methods

Animal model and tissue collection

To study renal MR and miRNAs expression at different developmental stages during the perinatal
period, we used Swiss mouse model (Janvier laboratories, Le Genest-Saint-Isle, France). We chose
pregnant Swiss CD-1 mouse for the ease of managing their reproduction, for their large litter size and
especially for their short duration management (about 19-20 days). Two pregnant mice at 12.5 day of
gestation (E12.5) were ordered from Janvier laboratory. An acclimatization period of one week was
done before any experiment. Mice were bred according to the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals published by the National Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23, revised
1996). The animal facility was granted approval (no. C94-043-12) by the Ministry of Agriculture,
France. The whole project was approved by the CEEA CAPSUD n°26 (APAFIS number n°
20058/2019021822132339). A caesarean section was then performed in a pregnant female at E18.5
to extract the fetuses. These fetuses were euthanized by cervical dislocation in order to recover their
kidneys. Another female gave birth the next day. Half of the mice were sacrificed by decapitation at
DO, and the other half at D8. For each sacrificed animal, both kidneys were collected either for
transcript expression analysis (MRNAs and miRNAs) by RT-gPCR or for primary kidney cell cultures

(Figure 1).
Primary cultures of kidney cells

To study the impact of modulation of miRNA expression on MR expression, we used a model, already
established in our laboratory, of primary cultures of kidney cells isolated from mice sacrificed at birth
(DO) or at D8 postnatally (Dumeige et al., 2020). Once collected from mice sacrificed at DO or D8,
kidneys were placed ina 1.5 mL Eppendorf® tube containing 1X PBS. Whole kidneys were then digested
in 1X Accutase solution (Sigma ): 150 pL/tube (mice born at DO) or 300 uL/tube (mice born at D8) at
37°Cfor 30 min or 60 min, respectively. Then, kidneys were transferred to a sterile Petri dish and finely
dilacerated with a sterile scalpel in the presence of 1 mL of complete epithelial cell culture medium
composed of DMEM/HAM'S F12 without glutamine, supplemented with 20 mM HEPES (Life
Technologies), 5 pg/mL insulin (Sigma), 5 ug/mL transferrin (Life Technologies), 100 IU/mL penicillin
(Life Technologies), 100 pg/mL streptomycin (Life Technologies), 2 mM glutamine (Life Technologies),
50 nM dexamethasone (Sigma), 2 nM triiodothyronine T3 (Sigma), 50 nM sodium selenite (Sigma), 10
ng/mL EGF (Epidermal Growth Factor, Tebu), and 5% dextran-coated charcoal fetal calf serum
(Biowest), and 1% Fungizone (Life Technologies). Most of reagents were from Life technologies,
France, unless otherwise stated. The dilacerated fragments were gently transferred to a tube

containing 12 mL of complete medium. After centrifugation for 3 min at 400xg, the supernatant was
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removed, and the cellular pellet was resuspended in 12 mL of complete medium. Cell suspension was
thereafter distributed at a rate of 1 mL of cell suspension per well, in a 12-well-plate, previously coated
with a thin layer of rat tail collagen at 2 mg/mL (Institut Jacques Boy, France). Note that 2 mouse
kidneys collected at DO were required to seed a 12-well-plate whereas half a kidney collected at D8
was needed to seed a 12-well-plate. Cells were then incubated at 37°C in a saturated atmosphere with

5% CO,.
Immunocytochemistry

Primary kidney cells were cultured on 4-well culture chambers (Lab-Tek, Sartedt). On day 6 of culture,
cells were washed in 1X PBS then fixed for 1 h with 4 % paraformaldehyde (Electron Microscope
Sciences). Cells were analyzed by immunocytochemistry using a goat Alexa 555-coupled secondary
antibody raised against the rabbit MR antibody (39N, developed by our lab) (Viengchareun et al.,
2009). Cells were observed with the Olympus BX 61 and images were acquired at 40x magnification

using a Retiga-2000R monochrome camera (Q Imaging).
Transfection of specific Inhibitors or Mimics

At Day 4 after seeding, when primary kidney cells have reached approximately 60-70% confluency,
exogenous MiRNAs (Life Technologies), including miR-324-5p Inhibitor (100 nM), miR-30c-2-3p
Inhibitor (10 nM) and Negative Control Inhibitor (CTR Inhibitor) were transfected with Lipofectamine
RNAimax reagent (Life Technologies) into primary kidney cells obtained from kidneys isolated at DO.
Conversely, Mimics for miR-324-5p (100 nM), miR-30c-2-3p (10 nM) and for Negative Control (Mimic
CTR) were transfected with Lipofectamine RNAimax reagent (Life Technologies) into primary kidney
cells obtained from kidneys isolated at D8. References for Inhibitor and Mimic molecules are listed in
Supplemental Table 1. To get access to the functional consequences of these modulations on MR
expression, total RNAs and protein extracts were extracted and processed for RT-qPCR and Western

blot analysis after 24 h and 48 h, respectively.
Total RNAs isolation

Total RNAs including messenger RNAs and miRNAs were extracted from kidneys of mice (DO and D8)
and fetuses (E18.5) or from primary cultures of kidney cells isolated from mice sacrificed at DO and D8
using the NucleoSpin miRNA isolation kit (Macherey-Nagel) and according to the manufacturer’s

procedure.
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RT-qPCR for mRNAs

One microgram of total RNAs was treated with DNAse | (Biolabs) then RNAs were reverse-transcribed
using the High-Capacity cDNA reverse transcription kit (Life Technologies). Samples were analyzed by
RT-gPCR using the Power SYBR® Green PCR Master Mix (Life Technologies) with the primers indicated
in Supplemental Table 2 and run on QS6 Real-Time PCR System (Life Technologies). The specificity of
each primer set was confirmed by cloning each amplicon into the pGEMT-easy plasmid (Promega) and
sequencing. Efficiency of qPCR was controlled before analysis. Relative expression in each sample was
calculated as a ratio (amoles of specific gene/fmoles of 18S or amoles of 36b4), where the control
condition values are arbitrarily set at 100% for kidney samples from mice sacrificed at DO or set at

100% for experiences in primary cultures of kidney cells.
RT-gqPCR for miRNAs

Multiplex reverse-transcription and quantitative PCR were performed as previously described (Vu et
al., 2021 in revision). List of specific miRNA stem-loop primers and TagMan probes are presented in
Supplemental Table 3. The specificity of each miRNA TagMan probe was confirmed by cloning each
amplicon into the pGEMT-easy plasmid (Promega) and sequencing. Efficiency of gPCR was controlled
before analysis. Relative expression level of each miRNA was normalized to the housekeeping mmu-
miR-16. Results represent relative expression normalized to that obtained in kidney samples from
control mice sacrificed at DO, which were arbitrarily set at 100% or in control condition, which were

also arbitrarily set at 100%.
Protein isolation and Western Blot analysis

Total protein was extracted from 12-well plates of primary cultures of kidney cells were lysed with
100 pl of lysis buffer containing 50 mM Tris-HCI pH 7.5; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 30 mM sodium
pyrophosphate; 50 mM sodium fluoride; 1% Triton X100 and 1% protease inhibitor cocktail (Sigma).
The debris were removed by centrifugation at 15000g in 20 min. Protein concentrations were
determined by the BC Assay (Interchim). Thirty micrograms of protein extracts were denatured at 95°C
for 5 min in 4X Laemmli buffer (0.125 M Tris-HCI, pH 6.8, 4% SDS, 20% glycerol, 10% B-
mercaptoethanol, 0.2% Bromophenol Blue), then subjected to SDS-PAGE and processed for detection
of MR with a-tubulin protein as a loading control. Detailed information about the antibodies used is
provided in Supplemental table 4. Detection and quantification of specific fluorescent signals were

performed with an Odyssey Fc (Li-Cor, Lincoln, NE, USA).
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Statistical analysis

Statistical analyses were performed using non-parametric Mann-Whitney U-tests to compare two
parameters and using ANOVA Kruskal-Wallis test to compare three or more parameters followed by a
post-test of Dunn when appropriate (GraphPad Prism 6, GraphPad software, San Diego, USA).
Correlation between two parameters was obtained by Spearman regression analysis with significant

threshold set at 0.05.
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Results

Expression of (Nr3c2) MR, miR-324-5p, miR-30c-2-3p during the perinatal period

To confirm our working hypotheses, we measured by RT-qPCR the expression of MR, miR-324-5p and
miR-30c-2-3 in kidney samples collected at different developmental stages (E18.5; DO; D8) from Swiss
mice. Kidney sampling program at different stages of development is presented in Figure 1. Given the
difficulties to collect human kidney samples from fetus and newborns, the pregnant Swiss CD-1 mouse
model, that we have chosen, constitutes a good and reliable alternative strategy to study
mineralocorticoid signaling during the perinatal period. Swiss CD-1 mice have the reproduction easy
to manage many offsprings and have also a short gestation period (about 19-20 days). Moreover, our
group has already demonstrated a conserved ontogeny of renal mineralocorticoid signaling pathways
between mice and humans (Martinerie et al., 2013). Figure 2 illustrates RT-qPCR analyses of Nr3c2
(MR), miR-324-5p, and miR-30c-2-3p expression in the kidneys of mice sacrificed at E18.5, DO and D8.
Expression levels were compared to that measured at DO since previous work from our team
demonstrated that MR expression is biphasic with a decrease of MR expression at birth and an increase
postnatally to facilitate sodium reabsorption (Martinerie et al., 2009b). Figure 2A indicates that no
significant difference in Nr3c2 (MR) expression was observed between E18.5 and DO. In contrast, and
as expected, Nr3c2 (MR) expression increased by 4.3-fold between DO and D8 (P<0.0001). However,
these latter results, which were obtained with Swiss mice, contrast with those previously obtained by
our group, in which MR expression was shown to decrease between E18.5 and DO in B6D2-F1 mice.
Renal expression of miR-324-5p was variable during the different stages of development with a drastic
54% decrease in its expression at D8 (P<0.0001). No difference in its expression was found between
E18.5 and DO (Figure 2B). Similarly, a significant 36% decrease in miR-30c-2-3p expression was
observed at D8 (P=0.0019) (Figure 2C). This expression pattern with a decrease at D8 is in accordance
with our working hypotheses since the increase of NR3c2 (MR) transcripts between DO and D8 could
be due to the destabilizing action of these repressing miR-324-5p and miR-30c-2-3p whose expression
decreases in parallel. Indeed, a negative correlation exists between the expression of miR-324-5p
(Figure 2D; Pspearman<0.0001) or miR-30c-2-3p (Figure 2E; Pspearman=0.0078) and that of Nr3c2 (MR).
These results support a functional role for these two miRNAs in the posttranscriptional regulation of

MR during this developmental period.
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MR expression in primary culture of kidney cells isolated from DO and D8 newborn mice

Figure 3A shows the morphology of primary cultures of kidney cells isolated from a mouse sacrificed
at DO (upper panel) or at D8 (lower panel). Microphotographs were taken at Day 0, Day 2 and Day 6
following seeding. Interestingly, tubular fragments begin to adhere to the bottom of the culture plate.
Two days after seeding, epithelial cells began to migrate from these tubular fragments. On the 6" day
of culture, we could observe a confluent monolayer of kidney cells with a characteristic morphology of
differentiated epithelial cells, including the formation of domes, which suggests a hydro-electrolytic
transport might occur. However, on the 6" day of culture, kidney cells isolated from DO mice presented
with islets of epithelial cells which did not form any dome. Immunodetection of MR protein, performed
in these cells at Day 6 of culture, revealed that kidney cells, isolated from a mouse sacrificed at DO
(Figure 3B), do not express MR (left panel) whereas those isolated from a mouse sacrificed at D8
express MR protein (right panel). Therefore, these results allow to validate this experimental model
since MR expression in these primary cultures of kidney cells is comparable to the situation observed

in vivo.

Inhibition of miRNA expression in primary culture of kidney cells isolated from DO mice

We then aimed at modulating miR-324-5p and miR-30c-2-3p expression in primary cultures of renal
cells to assess the impact on endogenous MR expression. Since renal MR expression at DO is very low,
we sought to prevent action of endogenous miR-30c-2-3p and miR-324-5p, which act as negative
regulators, by transfecting specific miRNA inhibitors for these miRNAs (Life Technologies). After
qguantifying expression of these miRNAs, we analyzed Nr3c2 (MR) expression by RT-gPCR (Figure 4)
and by western blot (Figure 5). Figure 4A shows that transfection of 30c-2-3p inhibitors completely
inhibited miR-30c-2-3p expression (***, P=0.0002) compared to CTR Inhibitor condition. We obtained
comparable results with 324-5p inhibitors, which also inhibited miR-324-5p expression (****,
P<0.0001) compared with the CTR Inhibitor condition (Figure 4C). However, silencing expression of
these two miRNAs did not significantly alter the level of Nr3c2 (MR) transcripts (Figure 4B and 4D),
suggesting that miR-30c-2-3p and miR-324-5p may not be involved in the regulation of renal MR
expression at birth. Figure 5A and Figure 5B show analyses of MR expression in these primary cultures
of kidney cells transfected with miR-30c-2-3p or miR-324-5p inhibitors. Normalized MR expression did
not vary regardless of the transfected miRNA inhibitor. However, a trend towards increased MR was

observed in the presence of the 324-5p inhibitor (Figure 5B)

Overexpression of miRNA expression in primary culture of kidney cells isolated from D8 mice.
Primary cultures of renal cells, isolated from kidneys of mice sacrificed at D8, express MR (see

Figure 3C, right panel). To determine whether endogenous miRNAs (miR-30c-2-3p and miR-324-5p)
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may be involved in the post-transcriptional control of MR expression at D8, we sought to overexpress
these miRNAs by transfecting specific Mimics (Life Technologies). Expression of each miRNA was
thereafter analyzed by RT-gPCR, then the expression of Nr3c2 (MR) transcripts was analyzed by RT-
gPCR and that of the MR protein by western blot. Transfection of Mimics 30c-2-3p (Figure 6A)
increased miR-30c-2-3p expression by nearly 400-fold compared to the control condition (****,
P<0.0001), allowing analysis of Nr3c2 (MR) transcript expression, which decreased by 30% compared
with the control condition (**, P=0.0013), suggesting that miR-30c-2-3p participates to the modulation
of renal MR expression in the postnatal period (Figure 6B). Although transfection of Mimics 324-5p
(Figure 6C) increased miR-324-5p expression by nearly 5000-fold compared to the control condition
(***, P=0.0001), we did not observe any impact on Nr3c2 (MR) expression (Figure 6D), suggesting that
miR-324-5p is not involved in the control of renal MR expression in this postnatal period.

To validate these results at MR protein level, we performed western blot experiments. Figure 7A and
Figure 7B show the protein expression of the MR in kidney cells transfected with Mimics 30c-2-3p and
Mimics 324-5p. These western blot results did not show any significant variation in MR expression
regardless of the Mimic transfected, but there appeared to be a trend towards decreased MR

expression in the presence of increased miR-30c-2-3p expression (Figure 7A).
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Figure legends

Figure 1: Kidney sampling program at different stages of development

Two pregnant Swiss CD1 mice at E12.5 were ordered from Janvier Lab (France). An acclimatization time
of one week was done before any experiment. The whole project was approved by the CEEA CAPSUD
n°26 (APAFIS number n° 20058/2019021822132339). A caesarean section was then performed in a
pregnant female at E18.5 to extract the fetuses. These fetuses were euthanized by cervical dislocation
to recover their kidneys. Another female gave birth the next day. Half of the mice were sacrificed by
decapitation at DO, and the other half at D8. For each sacrificed animal, both kidneys were collected
either for transcript expression analysis (MRNAs and miRNAs) by RT-qPCR or for primary culture of

kidney cells.

Figure 2: Expression of (Nr3c2) MR, miR-324-5p, miR-30c-2-3p during the perinatal period

A-B-C. Quantification by RT-qPCR of (Nr3c2) MR (A) and miR-324-5p (B), miR-30c-2-3p (C) expression
at different developmental stages (E18.5; DO; D8). Nr3c2 (MR) expression, measured by RT-qPCR, was
normalized to that of 18S. Expression of miR-324-5p, miR-30c-2-3p, measured by RT-qPCR, was
normalized to that of miR-16. Results are expressed as means + SEM of 17, 18 and 20 samples were
respectively analyzed at E18.5; DO; D8 by non-parametric ANOVA Kruskal Wallis tests, followed by
Dunn's post-test in case of significance. The expression of these transcripts quantified at DO was
arbitrarily set at 1. NS: not significant; * P<0.05; ** P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001. D-E.
Correlation analyses of MR expression and miR-324-5p expression. Linear regression as well as
Spearman correlation tests were performed between miR-324-5p (D) or miR-30c-2-3p (E) expression

and Nr3c2 (MR) expression at E18,5 (cycle black); DO (Square blue); D8 (triangle green).

Figure 3: Primary cultures of renal cells from kidneys of mice sacrificed at DO and D8.

A. Morphology of primary cultures of kidney cells isolated from mice sacrificed at DO and D8.

B. Immunodetection of MR protein in primary cultures of kidney cells isolated from mice sacrificed at
DO (no MR expression) (left panel) or at D8 (high MR expression) (right panel) revealed by anti-MR-
39N antibody (1:5000) (Martinerie et al., 2009b)
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Figure 4: Impact of the inhibition of miRNA expression on MR transcript levels in primary cultures of
kidney cells isolated from DO mice

Expression of miR-30c-2-3p (A), Nr3c2 (MR) (B and D), and miR-324-5p (C) were analyzed by RT-gPCR
and normalized to that of miR-16 for miRNAs or 36b4 for MR. Results represent the mean + SEM of 12
independent samples for the control (CTR), miR-30c-2-3p inhibitor, and miR-324-5p inhibitor
conditions. The expression of these transcripts quantified at DO was arbitrarily set at 100% for the
control condition (CTR). Statistical test used: non-parametric Mann Whitney U-tests. NS: not

significant; * indicates P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; **** P<0.0001.

Figure 5: Impact of the inhibition of miRNA expression on MR protein levels in primary cultures of
renal cells isolated from DO mice

A. Western blot analysis of MR expression, 48 h following transfection of CTR Inhibitors or 30c-2-3p
Inhibitors (upper panel) and quantification of the corresponding signals (lower panel) in which MR
expression, normalized with a-tubulin in CTR Inhibitors condition, was arbitrarily set at 100%. Data are
mean + SEM (n=4-5). NS: not significant.

B. Western blot analysis of MR expression, 48 h following transfection of CTR Inhibitors or 324-5p
Inhibitors (upper panel) and quantification of the corresponding signals (lower panel) in which MR
expression, normalized with a-tubulin in CTR Inhibitors condition, was arbitrarily set at 100%. Data are

mean + SEM (n=4-5). NS: not significant.

Figure 6: Impact of the overexpression of miRNA expression on MR transcript levels in primary
cultures of renal cells isolated from D8 mice

Expression of miR-30c-2-3p (A), Nr3c2 (MR) (B and D), and miR-324-5p (C) were analyzed by RT-gPCR
and normalized to that of miR-16 for miRNAs or 36b4 for MR. Results are means + SEM of 12
independent samples for the control condition (CTR), Mimics 30c-2-3p, and Mimics 324-5p. The
expression of these transcripts quantified at D8 was arbitrarily set at 100% for the control condition
(CTR). Statistical test used: non-parametric Mann Whitney U-tests. NS: not significant; * indicates

P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; **** P<0.0001.
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Figure 7: Impact of the overexpression of miRNA expression on MR protein levels in primary cultures
of renal cells isolated from D8 mice

A. Western blot analysis of MR expression, 48 h following transfection of CTR Mimics or Mimics 30c-2-
3p (upper panel) and quantification of the corresponding signals (lower panel) in which MR expression,
normalized with a-tubulin in CTR Mimics condition was arbitrarily set at 100%. Data are mean + SEM
(n=4-5). NS: not significant.

B. Western blot analysis of MR expression, 48 h following transfection of CTR Mimics or Mimics 324-
5p (upper panel) and quantification of the corresponding signals (lower panel) in which MR expression,
normalized with a-tubulin in CTR Mimics condition, was arbitrarily set at 100%. Data are mean + SEM

(n=4-5). NS: not significant.
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Supplemental Tables

Table 1: Reference number of the specific Mimics & Inhibitors used for transfection (Life technologies)

Name ID
324-5p Mimic MC10253
30c-2-3p Mimic MC12646
negative control Mimic
324-5p Inhibitor MH10253
30c-2-3p Inhibitor MH12646

negative control Inhibitor

Table 2: Primer sequences used for mRNAs RT-qPCR

All primer sequences are shown from 5’ to 3.

Name Accession Amplicon
Numbers size (pb)
Nr3c2 (MR) M36074 153
185 X00686 66
Rplp0 (36b4) NM_007475.5 128

Reference #
4464066
4464066
4464058
4464084
4464084
4464076

Forward primer

ATGGAAACCACACGGTGACCT
CCCTGCCCTTTGTACACACC
AGCGCGTCCTGGCATTGTCTGT

Reverse primer

AGCCTCATCTCCACACACCAAG
CGATCCGAGGGCCTCACTA
GGGCAGCAGTGGTGGCAGCAGG

Table 3: miRNA Stem-loop and TagMan probes used for miRNAs RT-qPCR

miRNAs Accession Number
MIMATO0005438
MIMATO0000555
MIMATO0000527

mmu-miR-30c-2-3p
mmu-miR-324-5p
mmu-miR-16

Table 4: Antibodies used for Western blot analysis

Name (Provider) Species
Primary antibodies
39N (generated by our laboratory) Rabbit
a-Tubulin (Sigma) Mouse
Secondary antibodies
Dylight Anti-Rabbit 800 (Fisher Scientific) Goat
Dylight Anti-Mouse 680 (Fisher Scientific) Rabbit

Sequences ID

CTGGGAGAAGGCTGTTTACTCT
CGCATCCCCTAGGGCATTGGTGT
TAGCAGCACGTAAATATTGGCG

Protein

MR
a-Tubulin

Rabbit I1gG
Mouse IgG

002110
000539
000391

Molecular Dilution

weight (kDa)

130 kDa 1:1,000 (cells)
1:5,000 (tissues)
50 kDa 1:5,000
1:10,000
1:10,000
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Figure 1: Kidney sampling program at different stages of development in Swiss Mice
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Figure 3: Primary cultures of renal cells isolated from mice sacrificed at DO and D8
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Figure 4: Impact of the inhibition of miRNA expression on MR transcript levels

in primary cultures of renal cells isolated from DO mice
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Figure 6: Impact of the overexpression of miRNA expression on MR transcript levels

in primary cultures of renal cells isolated from D8 mice
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in primary cultures of renal cells isolated from D8 mice
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3. Eléments de discussion

La naissance représente une étape clé avec le passage d’une vie aquatique intra-utérine a une vie
terrestre extra-utérine entrainant une modification de la tonicité environnante a laquelle le nouveau-
né doit s’adapter rapidement (Lindower, 2017). Le changement de I'osmolalité du liquide amniotique
anténatale (Cheung and Brace, 2005), I'osmolalité dans le tubule rénal du fait de la perte urinaire d’eau
et de sel, et |la faible teneur en sodium dans le lait maternel peuvent contribuer a la faible expression
rénale du MR a la naissance et a I'activation de la voie de signalisation minéralocorticoide durant la
période post-natale immédiate. Plusieurs autres données sont en faveur de la mise en place de
mécanismes d'osmorégulation permettant au foetus de s’adapter a son nouvel environnement et de
maintenir un équilibre hydrosodé adéquat. Des expériences réalisées sur des agneaux, exposeés in utero
a une hypertonicité secondaire a une restriction hydrique chez les meéres, ont révélé une hausse de la
sécrétion de vasopressine associée a une hypertension artérielle (Desai et al., 2003). Il existe aussi des
phénomeénes adaptatifs comparables chez le poisson, comme cela a été observé chez les saumons lors
de leur passage de I'eau de mer (faible expression du MR) a I'eau douce (expression forte du MR)

durant leur migration (Kiilerich et al., 2015, 2007).

Récemment, nous avons identifié un mécanisme de régulation post-transcriptionnelle de I’expression
rénale du MR impliquant le recrutement de deux miARNs (miR-324-5p, miR-30c-2-3p), dont
I'expression est induite par I'hypertonicité dans des cellules rénales adultes (Vu et al., 2021, en
révision). En outre, nos travaux sur le modéle de cultures primaires de cellules rénales ont montré que
ces miARNs pourraient étre impliqués dans la régulation de I'expression rénale du MR durant la

période périnatale.

Expression du MR et des miARNSs candidats au cours de I'ontogenése rénale

La quantification par RT-gPCR de I'expression du MR dans des reins de souris sacrifiées a JO et J8, nous
a permis de confirmer que I'expression du MR augmente d’environ 4 a 5 fois entre JO et J8. Ces
résultats, obtenus avec des souris Swiss, confirment les résultats que nous avions précédemment
obtenus avec des souris B6D2F1 croisées avec des souris ayant un fond génétique mixte (Martinerie et
al., 2013). Cependant, nous n’avons pas retrouvé de baisse significative de I'expression rénale du MR
entre E18,5 et JO. Ceci peut s’expliquer par le fait que nous avions pris un stade embryonnaire plus
tardif (E18,5 au lieu de E17,5) et parce que les souris Swiss ont une durée de gestion plus courte (19
jours contre 21 jours pour les souris B6D2F1). La baisse d’expression rénale du MR (entre E18,5 et JO)
peut en effet déja avoir été amorcée a ce stade tardif du développement foetal.

De fagon intéressante, nous avons observé que miR-324-5p et miR-30c-2-3p ont un profil d’expression

qui est en miroir de celui du MR, avec un niveau d’expression important a la naissance et une
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diminution de leur expression a J8, de respectivement 54% et 36%. Ces résultats confirment que
I’expression de ces deux miARNs dans le rein des souris nouveau-nées et suggerent qu'’ils pourraient
jouer un réle important au cours du développement rénal et ou agir sur la voie de signalisation
minéralocorticoide. De plus, nous avons trouvé une corrélation négative entre I'expression de ces
miARNSs et I'expression du MR, ce qui corrobore nos hypothéses de travail selon lesquelles les miARNs
pourraient étre impliqués dans la régulation de I'expression du MR en période périnatale, notamment

pour déstabiliser les transcrits MR a la naissance.

Modeéle de cultures primaires de cellules rénales isolées a partir de souris sacrifiées a JO et J8

Pour tenter d’apporter des éléments de réponse a ces interrogations, nous avons utilisé un modéle de
cultures primaires de cellules rénales isolées a partir de rein de souriceaux sacrifiés a JO ou a J8. Apres
6 jours de culture, les cellules isolées a partir de reins de souris sacrifiées a J8, ressemblent
morphologiquement a des cellules épithéliales «adultes» polarisées. Ces cellules expriment le MR
(Figure 3B, image a droite) et forment des démes a confluence, ce qui indique qu’elles pourraient étre
le siege d’un transport hydro-électrolytique trans-épithélial. En revanche, les cellules rénales isolées a
partir de rein de souriceaux sacrifiés a JO ont une morphologie de cellules épithéliales mais ces cellules
n’expriment pas le MR (Figure 3B, image de gauche) et elles ne forment pas de domes cellulaires.
L'ensemble de ces résultats valide donc ce modeéle de cultures primaires de cellules rénales car les

variations d’expression du MR sont comparables a celles observées in vivo chez la souris.

Impact de la modulation de I’expression de ces miARNs sur I’expression du MR

Les travaux présentés dans la 1% partie du Chapitre Résultats ont permis de montrer que miR-30c-2-
3p et miR-324-5p interagissent fonctionnellement avec la région 3’-UTR du transcrit MR (Vu et al.,
2021, en révision). Par la suite, nous avons cherché a moduler I'expression de ces miARNs dans un
modele de cultures primaires de cellules isolées a partir de reins de souris sacrifiées a JO et J8 afin
d’analyser I'impact de leur modulation sur I'expression endogéne du MR. La transfection des
inhibiteurs 30c-2-3p et 324-5p a permis de contrer quasi totalement I'expression de miR-30c-2-3p et
de miR-324-5p dans les cellules rénales isolées a partir des reins de souris sacrifiées a JO, validant les
conditions de transfection. Cependant, la contre-expression de ces deux miARNs n’a eu aucun impact
ni sur le niveau des transcrits Nr3c2 (MR) ni sur I'expression protéique du MR. Ces résultats semblent
indiquer que miR-30c-2-3p et miR-324-5p ne seraient pas impliqués dans I'inhibition de I'expression
rénale du MR a JO dans ce modeéle expérimental. Pourtant, ces deux miARNs interagissent
fonctionnellement avec la région 3’-UTR du transcrit MR pour le déstabiliser (Vu et al., 2021, en
révision). Comment expliquer alors dans ces conditions que ces miARNs, qui modulent I'expression du

MR dans le modele KC3AC1 de cellules rénales « adultes », ne soient pas capables de réguler
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I’expression du MR dans ces cellules rénales isolées a partir des reins de souris sacrifiées a JO ? Pour
trancher cette question, il faudrait nécessairement reproduire cette expérience, tester différents
temps de transfection et optimiser en augmentant notamment le nombre de réplicats pour les
expériences de western Blot. Il est également possible que, dans la mesure ol le MR n’est peu ou pas
exprimé a ce stade de développement, la régulation du MR passe par d’autres mécanismes qui restent

a déterminer.

Au contraire, la surexpression du miR-30c-2-3p et du miR-324-5p, obtenue par transfection de
molécules Mimics spécifiques, dans les cellules rénales isolées a partir des reins de souris sacrifiées a
18, a permis d’augmenter de facon spectaculaire le niveau d’expression de miR-30c-2-3p et de miR-
324-5p. Pourtant, la surexpression du miR-324-5p n’a pas modifié I'expression génique du transcrit
Nr3c2 (MR). Il y a cependant une petite tendance a I'augmentation de I'expression protéique du MR
mais le test statistique n’a pas montré de différence significative compte tenu du nombre de réplicats
insuffisants et de la dispersion des points. Dans ces expériences, une baisse de 30% du niveau des
transcrits MR a été observée apreés la transfection du Mimic 30c-2-3p. Ce résultat va dans le sens de
notre hypothése de travail et suggére que miR-30c-2-3p pourrait réguler I'expression rénale du MR

durant la période périnatale. Une validation supplémentaire est évidemment a envisager.

Au regard de la littérature, miR-30c-2-3p appartient a la famille des miARNs miR-30 qui est connue
pour leur présence des le stade précoce du développement rénale et leur role dans la néphrogenese
tels que la différenciation terminale du pronéphros des amphibiens (Agrawal et al., 2009) ou dans la
formation des tubules rénaux (Wessely et al., 2010). Ces données renforcent notre I’hypothese de leur
implication fonctionnelle dans la maturation rénale et potentielle sur I'adaptation en période
périnatale. En plus, miR-30c, qui est surexprimé dans les reins, a été décrit comme étant un
osmorégulateur crucial chez le tilapia du Nil (Yan et al., 2012a). Cela coincide avec notre hypothése
que ce miARN participe au changement osmotique du liquide amniotique durant le dernier trimestre
de la grossesse et a la naissance. Enfin, le transcrit de la Hsp70 a été identifié comme étant une des
cibles directes de miR-30c. En effet, miR-30c régule directement Hsp 70 en ciblant la région 3'-UTR de
son transcrit. A noter que la protéine Hsp70 est connue comme étant une des protéines chaperonnes
interagissant avec le MR a I'état basal, d’'une part pour maintenir le récepteur dans une conformation
optimale pour sa liaison a I'aldostérone (Jaglaguier et al., 1996), et d’autre part pour le protéger de la
dégradation par le protéasome (Faresse et al., 2010). Notre étude a montré que I’expression du miR-
30c-2-3p est faible a J8. Dans ces conditions, il est tentant de penser que la protéine Hsp70 pourrait
protéger le MR contre la dégradation par le protéasome. Néanmoins, nous n’avons pas analysé

I’expression de Hsp 70 ni d’autres genes dans notre étude.
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Perspectives

Dans I'’ensemble, notre étude a donné des résultats intéressants qui mettent en lumiére un mécanisme

de régulation post-transcriptionnelle de I'expression rénale du MR durant la période périnatale.

Cependant, cette étude est encore préliminaire et de nombreuses perspectives intéressantes doivent

encore étre mises en ceuvre pour valoriser ce manuscrit :

1)

2)

3)

4)

Il serait nécessaire d’analyser I'impact de la modulation de I'expression du miR-30c-2-3p sur
I’expression d’autres génes cibles clés de la voie de signalisation minéralocorticoide tels que Sgk1,

Gilz, ou Scnnla (aENaC) apres stimulation par I'aldostérone.

Dans la mesure ou I’expression du MR ne varie pas au cours du développement dans le poumon, il
serait aussi utile de répéter ces expériences avec un modeéle de cultures primaires de pneumocytes
afin d’évaluer si la régulation de I'expression du MR par ces régulateurs post-transcriptionnels est

tissu- et cellule-spécifique.

Un modele de prématurité induite par I'injection de lipopolysaccharides (LPS) a été développé par
notre équipe (Dumeige et al., 2020). Les Lipopolysaccharides sont des composants de la paroi
externe des bacilles a Gram négatif, qui miment une infection maternelle systémique. L'injection
intra-péritonéale de LPS a une femelle gestante provoque alors une mise bas prématurée. Comme
nous I'avons mentionné dans notre étude, les nouveau-nés prématurés présentent une baisse
prolongée de I'expression du MR apres la naissance (Dumeige et al., 2020). Il serait donc intéressant
d’étudier ce modele afin d’analyser le profil d’expression du MR et de ces miARNs candidats dans
ce modele physiopathologique. Nous avons récemment déposé et obtenu une validation de ce
modele de prématurité par notre Comité d’Ethique en Expérimentation animale (CEEA CAPSUD

n°26, APAFIS number n° 20058/2019021822132339).

Les protéines de liaison a I’ARN (RBPs) et les miARNs peuvent agir de facon coopérative puisque ces
deux classes de régulateurs ciblent la méme région 3’-UTR et partagent les mémes mécanismes de
déstabilisation de 'ARNm cible : désadénylation, décoiffage et dégradation de 'ARNm par des
enzymes exonucléasiques (Jiang and Coller, 2012). Dans notre étude, nous avons montré que miR-
324-5p et miR-30c-2-3p peuvent agir en réseau avec ces RBPs afin de réprimer I'expression du MR
dans les cellules rénales « adultes » en réponse a I’hypertonicité (Vu et al., 2021, en révision). Il
serait ainsi pertinent de tester si miR-30c-2-3p, HuR et Tisllb peuvent coopérer de fagon
synergique, compétitive ou de facon opposée pour controler ou non I'expression rénale du MR

durant la période périnatale.
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5) Nos travaux suggérent que miR-30c-2-3p semble étre un acteur important de la régulation post-
transcriptionnelle de I'expression du MR durant la période périnatale. Pourtant, ce miARN n’est
vraisemblablement pas le seul miARN impliqué dans le contréle de I'expression rénale du MR. A la
naissance, I'expression du MR est physiologiquement basse. Par conséquent, il nous a semblé
intéressant d’identifier, de maniere non supervisée, de nouveaux miARNs candidats par une
approche de miR-Sequencing. Cette approche permettra d’identifier de nouveaux miARNs

responsables de la faible expression du MR a la naissance.

6) La majorité des miARNs sont présents dans le cytoplasme des cellules de fagon cellule-spécifique
mais de nombreux miARNs sont aussi retrouvés dans les fluides biologiques comme le plasma ou
I'urine (Weber et al., 2010). Leur profil d’expression dans un liquide biologique s’est aussi avéré
hautement spécifique en fonction de la pathologie. Ainsi, la quantification des miARNSs circulants
ou urinaires pourrait faciliter I'identification de nouveaux biomarqueurs invasifs ou non invasifs de
diagnostic et/ou de pronostic pour certaines pathologies rénales. Dans le contexte de la
prématurité, il serait intéressant de s’interroger si le miR-30c-2-3p et/ou d’autres miARNs (qui
restent a identifier) pourraient étre utilisés comme des biomarqueurs pronostiques de la sévérité
de la perte de sel chez les nouveau-nés a terme ou prématurés, afin de proposer une prise en charge

personnalisée.

Conclusion

L'ensemble de ce travail a permis d’apporter des premiers arguments en faveur de notre hypothése
sur l'implication de miR-324-5p, miR-30c-2-3p dans la régulation post-transcriptionnelle de
I’expression rénale du MR durant la période périnatale. Au cours de I'ontogéneése, une corrélation
négative a été observée entre I'expression de miR-324-5p, miR- 30c-2-3p et I'expression du MR. De la
méme fagon, nous avons validé partiellement le modele de souris Swiss, pour lequel I'expression
rénale du MR augmente entre JO et J8. La stratégie de modulation de I'expression de ces deux miARNSs,
dans un modele de cultures primaires de cellules rénales, a également permis de conforter nos
hypothéses de travail, au moins pour le miR-30c-2-3p, quant a son implication dans la régulation de
I’expression du MR puisqu’une relation de cause a effet a pu étre établie entre la surexpression du

miR-30c-2-3p et la baisse d’expression rénale du MR.

Il est vraisemblable que la régulation de I'expression du MR en période périnatale puisse impliquer
d’autres miARNs ou une coopération avec d’autres régulateurs post-transcriptionnels comme les

protéines de liaison a ’ARN (Tis11lb ou HuR), dont le role dans le contréle post-transcriptionnel de
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I’expression rénale du MR avait déja été documenté par les travaux de notre I'équipe (Lema et al.,
2017a, 2017b; Viengchareun et al., 2014). Cette régulation est probablement finement régulée de
facon temps- et tissu-spécifique, permettant a I'organisme de s’adapter aux multiples variations de
son environnement (tonicité extracellulaire, température, stress ...). Une meilleure compréhension des
mécanismes moléculaires contrélant I'expression rénale du MR en période périnatale aura
incontestablement un impact majeur sur la prise en charge des nouveau-nés prématurés et ceci
pourrait permettre de prévenir I'émergence a |'dge adulte de maladies telles que I'hypertension
artérielle ou le syndrome métabolique, plus fréquents dans ces populations fragiles et potentiellement
liés a une dysrégulation de I'expression du MR en période postnatale. De plus, ces miARNs sont
identifiables et quantifiables dans les échantillons plasmatiques et urinaires chez la souris et ’homme.
Ces miARNs seraient donc potentiellement utilisables comme des biomarqueurs pronostiques de la

perte de sel notamment chez les nouveau-nés prématurés.
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DISCUSSION GENERALE

Le Récepteur Minéralocorticoide (MR) est un récepteur nucléaire connu pour son role essentiel dans
la régulation de 'homéostasie hydrosodée par son action dans le néphron distal et dans d’autres tissus
épithéliaux. Le MR est également exprimé dans les cellules du systeme nerveux central, les cellules
endothéliales, les cellules musculaires lisses vasculaires, les adipocytes, les cardiomyocytes, les
macrophages, les cellules mésangiales glomérulaires, et les podocytes (Nishiyama, 2019). De plus en
plus de données indiquent par ailleurs qu’une modification de I'expression du MR peut étre associée
a I’hypertension, a la fibrose ou a I'inflammation et peut contribuer au développement de Iésions dans
les tissus rénaux par des mécanismes dépendants ou indépendants de |'aldostérone. Jusqu’a présent,
) S . . . . , .
peu d’information était disponible sur les mécanismes de régulation de I'expression du MR. Au cours
de cette These de Sciences, nous avions pour objectif principal d’étudier le role des miARNs dans la

régulation post-transcriptionnelle de I'expression rénale du MR en physiologie et en physiopathologie.

Il existe physiologiquement des variations de tonicité extracellulaire, qui prévalent dans les différents
segments néphroniques du fait du gradient cortico-papillaire et du systéme vasa recta. Dans un
premier temps, nous avons identifié deux miARNs (miR-324-5p, miR-30c-2-3p), dont I'expression est
augmentée en réponse a I’hypertonicité. Nous avons montré in vitro que ces deux miARNs affectent la
stabilité du transcrit MR en se fixant a la région 3’-UTR du MR. Par ailleurs, ces répresseurs post-
transcriptionnels agissent de concert avec les RBPs (Tis11b et HuR), qui représentent une autre classe
de régulateurs post-transcriptionnels, afin de moduler la stabilité du transcrit MR et donc son niveau
d’expression protéique. Nous avons également montré que ces deux miARNs peuvent cibler la région
3’-UTR du transcrit HuUR puis réprimer ce transcrit régulant ainsi indirectement I'expression du MR. En
outre, les expériences de transfection transitoire dans les cellules HEK 293T, nous ont permis de
monter que chacun de ces miARNs agit de facon additive avec Tis11b pour déstabiliser le transcrit MR.
Ces deux régulateurs ont un impact sur la voie de signalisation minéralocorticoide, puisque qu’ils
altérent I'expression des génes cibles induits par I'aldostérone (Gilz et/ou Sgk1). Enfin, nous avons
observé une augmentation de I’expression de ces deux miARNs dans les reins des souris traitées par le

furosémide qui permet de mimer I’hypertonicité luminale relative in vivo.

Dans un deuxieme travail, nous avons cherché a savoir si ce mécanisme de régulation, qui a été
identifié dans des cellules rénales adultes, était pertinent durant la période périnatale, ou des
variations de tonicité sont observées en raison du passage de la vie aquatique intra-amniotique a la
vie extra-utérine. Nous avons d’abord montré une corrélation négative entre I'expression de ces deux
miARNs avec celle du MR dans les reins de souriceaux obtenus a différents stades foetaux : E18,5 (18

jours pour I'embryon) ; JO (dés la naissance) et J8 (huitieme jour de vie). Ensuite, nous avons modulé
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I’expression de ces miARNs dans des cultures primaires de cellules rénales de souris sacrifiées a JO et
J8. Nos résultats ont montré que seule la surexpression du miR-30c-2-3p, a J8, diminue de 30%
I'expression du MR, mesurée par RT-gPCR, suggérant que ce mIARN pourrait réguler post-
transcriptionnellement I'expression du MR. L'impact de la surexpression du miR-30c-2-3p sur

I’expression des génes cibles du MR sera étudié plus tard.

Ainsi, grace a ce travail de These, nous avons pu mettre en lumiére des mécanismes moléculaires par
lesquels les miARNs pourraient contréler I'expression rénale du MR, dans un réseau de genes,
impliqués dans le développement rénal, depuis le rein du « feetus » jusqu’au rein « adulte », dans des
situations physiologiques et physiopathologiques. Nos travaux ont permis de répondre a une grande
partie des questions que se posait notre équipe, qui s’intéresse au contréle post-transcriptionnel de
I’expression du MR. Les travaux de I'équipe avaient précédemment démontré I'implication des RBPs
dans le contrdle post-transcriptionnel de I’expression du MR (Lema et al., 2017a, 2017b; Viengchareun
et al., 2014). Mes travaux de recherche ont apporté un éclairage nouveau et original sur le contréle de
I’expression rénale du MR par les miARNSs, qui représentent ainsi une seconde classe de régulateurs
post-transcriptionnels. Il nous a ensuite semblé pertinent de ne pas restreindre les travaux de cette
Thése uniquement a la caractérisation fonctionnelle de ces miARNs avec le MR mais d’élargir ce travail
en étudiant I'importance fonctionnelle de ces miARNs durant la période périnatale ou I'expression
rénale du MR, qui est trés faible, est responsable d’une perte physiologique d’eau et de sel chez les
nouveau-nés a terme. Cependant, ce projet n’est pas aussi abouti comme nous I’aurions souhaité pour
diverses raisons. Néanmoins, j’ai apporté quelques éléments de discussion afin d’améliorer le projet

et mettre en perspective I'ensemble du travail effectué.

Quel est l'impact de ces régulations post-transcriptionnelles sur I'équilibre de la balance

hydrosodée ?

En étudiant les miARNs spécifiquement exprimés dans les différents segments tubulaires chez le rat,
Mladinov et al ont montré que I'expression des miARNs peut étre classée en deux groupes : un groupe
dont I'expression est homogene et stable dans tous les segments du néphron et un second groupe,
dont I'expression varie au contraire en fonction du segment néphronique (Mladinov et al., 2013). Cette
observation est particulierement intéressante et suggére que les miARNs pourraient agir dans ces
segments néphroniques de facon différentielle pour participer a plusieurs processus, incluant le
contrdle de I’'homéostasie hydrosodée. Notre premiére hypothése de travail reposait sur I’'observation
d’une variation d’expression du MR en fonction de sa localisation dans le cortex ou I'osmolarité

luminale relative est plutdt hypotonique ou dans la médullaire rénale ou I'osmolarité luminale relative
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est plutét hypertonique (Doucet and Katz, 1981; Lombes et al., 1990). Nous avons démontré que les
miARNs peuvent réguler post-transcriptionnellement I'expression du MR au niveau rénal.
Concretement, notre étude a montré que miR-324-5p et miR-30c-2-3p, qui sont exprimés dans les
cellules principales KC3AC1 issues du canal collecteur cortical, peuvent réguler I'expression rénale du
MR en réponse au stress hypertonique, et participer ainsi au controle de la réabsorption de sodium.
Cependant, ces deux miARNs sont potentiellement exprimés dans d’autres cellules ou d’autres
segments néphroniques puisque leur expression est augmentée en réponse au furosémide de 2 a 4
fois dans le rein total alors que cette augmentation n’est que de x 1,5 fois dans les cellules KC3AC1 en
réponse au raffinose. Nous avons ensuite montré que ces deux miARNs ciblent le transcrit MR et que
la surexpression de ces miARNs a un impact sur I'expression endogéne du MR et sur les génes cibles
impliqués dans la réabsorption de sodium aprés stimulation par I'aldostérone, méme si nous n’avons
pas formellement démontré un impact sur le transport de sodium. Néanmoins, nous avons observé,
comme attendu, une augmentation du volume urinaire et de I'excrétion urinaire de sodium chez les
souris soumises a un stress hypertonique a la suite de I'injection de Furosémide (Figure 21). Pourtant,
dans notre étude, ces deux miARNs semblent agir de facon additive avec Tis11b. Ainsi, il est difficile de
différencier dans cette expérience in vivo I'origine de I'augmentation de I'excrétion de sodium due a

I’action des miARNs et/ou de Tis11b ou d’autres facteurs.

Volume urinaire Excrétion urinaire de Na*
2000+ e 1500+ e
- —_—
-
g
= 1500 £
3 £ 10004 .
o g
g 10004 5 o
2 5004 = }
0= 0=
CTR  Furosémide CTR  Furosémide

Figure 21 : Impact de Furosémide sur le volume urinaire et I’excrétion urinaire de sodium

Afin d’analyser I'impact exclusif de la surexpression de miR-324-5p et de miR-30c-2-3p, certaines
expériences in vitro pourraient étre proposées telles que le dosage de sodium dans le surnageant de
culture apres avoir cultivé les cellules KC3AC1 sur des filtres puis transfecté les molécules Mimics 30c-

2-3p ou apres avoir cultivé sur des filtres les cellules Sh-H8, qui expriment de facon stable le miR-324-

5p.
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Quelles sont les limites et les perspectives de ce second travail ?

La période périnatale est une période critique englobant trois périodes importantes de la vie : la
grossesse, la naissance et la période post-natale. C'est durant cette période que toutes les fonctions
physiologiques vitales se mettent en place et en particulier la réabsorption de sodium par les reins
(Botwinski and Falco, 2014; Saint-Faust et al., 2014). La réabsorption de sodium dans cette période est
liée étroitement au MR et a la voie de signalisation minéralocorticoide comme cela a été démontré par
les travaux du groupe Berger et al, qui ont montré que 'invalidation du gene Nr3c2 codant le MR est
Iétale dans les 10 premiers jours de vie, en raison d’'une déshydratation du fait d’'une perte massive de
sel et d’eau chez les souriceaux (Berger et al., 1998). En quantifiant I'expression du MR par RT-qPCR,
durant la période périnatale, dans le rein des souris Knockout pour le gene de I'aldostérone synthase
(AS), notre équipe a observé un profil d'expression biphasique comparable a celui décrit initialement
pour les souris contréles, ce qui démontre que les taux élevés d’aldostérone ne sont pas responsables

des modulations d’expression du MR durant la période périnatale (Martinerie et al., 2011).

Chez I’'homme, les nouveau-nés présentent souvent des troubles de la balance hydrosodée au cours
du premier mois de vie, qui sont étroitement liés a la régulation de I'expression rénale du MR. La
compréhension des mécanismes de régulation du MR en période périnatale pourrait donc faciliter la
prise en charge des pertes hydrosodées chez les nouveau-nés, notamment chez les nouveau-nés
prématurés. Jusqu’a présent, aucune étude n’avait disséqué le mécanisme de régulation de

I’expression rénale du MR par les miARNs durant cette période.

Dans la seconde partie de cette these, nous avons mis en évidence une corrélation négative entre
I’expression de miR324-5p, miR-30c-2-3p et I'expression du MR au cours de I'ontogénese suggérant
qgue ces deux miARNs, régulant post-transcriptionnellement I'expression rénale du MR, pourraient
participer au controle de I'homésostasie hydrosodée. De fagon intéressante, Rahman et al/ ont
récemment étudié le role des miARNs plasmatiques dans la régulation du poids a la naissance. Ces
auteurs ont indiqué que I'augmentation d’expression de miR-324-5p et de miR-30c-2-3p et d’autres
miARNs provenant du placenta sont associés au groupe de nouveau-nés de faible poids a naissance
(Rahman et al., 2018). Ce résultat suggere que les miARNs provenant du placenta durant la période

anténatale pourraient jouer un réle dans la régulation du poids des nouveau-nés a la naissance.

Toutefois, parmi ces deux candidats, nous avons pu seulement démontrer le role potentiel du miR-
30c-2-3p dans la régulation de I'expression rénale du MR durant la période périnatale, surtout en
période post-natale. Ce résultat vient compléter la diversité d’action des membres de la famille de
miARNs miR-30 comme cela a été mentionné dans le chapitre Introduction de ce manuscrit de thése.

En effet, plusieurs études ont montré le role important de cette famille dans le développement rénal
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durant la période prénatale (Ho and Kreidberg, 2013; Trionfini et al., 2015; Wei et al., 2013), et en
particulier dans 'homéostasie hydrosodée (Chandrasekaran et al., 2012). La néphrogeneése prénatale
comprend trois structures principales : le pronéphros (3°™® SG), le mésonephros (4™ SG) et le
métanéphros (5™ SG) qui formera le rein définitif du foetus. Ensuite, la maturation de ce dernier se
poursuit jusqu’a la fin de la premiere année de vie chez le nourrisson (Chandrasekaran et al., 2012;
Dressler and Patel, 2015). La surexpression de la famille miR-30 contribue au développement des le

stade pronéphros (Agrawal et al., 2009).

Dans nos expériences préliminaires, la transfection d’Inhibiteurs 30c-2-3p n’a pas permis d’augmenter
I’expression du MR dans les cultures primaires de cellules isolées de reins de souriceaux sacrifiés a JO.
Ce résultat peut sembler étonnant au regard des résultats obtenus a J8 ol nous avons observé une
baisse modeste de 30 % de I'expression du MR apreés transfection de Mimics 30c-2-8. L’invalidation
ciblée de certains miARNs dans le génome semble avoir rarement des conséquences phénotypiques
marquées car un miARN donné n’agit généralement pas de fagon isolée mais dans un réseau plus large
de régulation (Osella et al., 2011). A noter que tous les membres de la famille miR-30 posseédent des
sites de fixation dans la région 3’-UTR du transcrit du MR. Peut-étre existe-il une redondance
fonctionnelle avec d’autres membres de cette famille miR-30, qui pourraient continuer a réprimer
I’expression du MR a JO ? Il serait donc important de vérifier s’il existe des interactions fonctionnelles
entre les membres de cette famille avec la région 3’-UTR du transcrit MR et s’il existe une coopération
entre tous les membres de cette famille dans la régulation de I’expression rénale du MR non seulement

dans les cellules rénales « adultes » KC3AC1 mais aussi dans les cultures primaires de cellules rénales.

Une autre limite a noter dans les résultats préliminaires que nous avons obtenus réside dans le fait
gue n’avons pas pu montrer d’'impact de la modulation de I'expression de ces miARNs sur I'expression
protéique du MR. Il serait nécessaire de reproduire ces expériences et d’analyser |'expression
protéique du MR a différents temps apreés la transfection. En outre, il sera essentiel d’analyser I'impact
de la surexpression ou de la contre-expression de ces miARNSs sur I’expression des génes cibles du MR

tels que Sgk1, Gilz, ou Scnnla (0ENaC) en présence et/ou absence de I'aldostérone.

Dans le cadre du projet ANR PERIMIRE, notre équipe a programmé d’étudier en paralléle le role de
Tis11b et de HuR dans le controle post-transcriptionnel de I’expression rénale du MR durant la période
périnatale. Les résultats préliminaires obtenus par Apolline MEZAIZE, étudiante Master 2 dans notre
équipe (2019), confortent également I’'hypothése de travail, puisqu’elle a pu montrer que I'expression
protéique de Tis11b est négativement corrélée a celle du MR durant la période périnatale (Figure 22).
Ainsi, il serait intéressant d’étudier la coopération entre ces deux classes de régulateur post-

transcriptionnel dans la régulation de I'expression du MR durant cette période.
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Figure 22 : Corrélation entre I’expression de Tis11b et du MR en période périnatale

(Rapport de Master 2 d’Apolline Mezaize, Université Paris-Saclay)
A. Expression protéique du MR et de Tisllb dans les reins de souris obtenus a différents stades
embryonnaires : E18,5, JO, J8

B. Corrélation entre I'expression de Tis11lb et du MR
Les résultats sont exprimés en moyenne + |’écart standard a la moyenne (SEM). (n=4 par condition). L'expression
du MR ou de Tis11b a été normalisée a celle de I'a-Tubuline dans chaque condition. L’expression protéique du
MR ou de Tis11b, quantifiée a JO, a été arbitrairement fixée a 1.
Analyse statistique utilisée : test non paramétrique de Kruskal Wallis, suivi d’un post test de Dunn’s en cas de
significativité. NS : non significatif ; * P <0,05; ** P <0,01.
Une régression linéaire ainsi qu’un test de corrélation de Spearman ont été réalisées entre I'expression de Tis11b

et du MR

Ces mécanismes post-transcriptionnels sont-ils mis jeu chez les nouveau-nés prématurés ?

L'une de nos hypothéses de travail reposait initialement sur I'observation clinique de la perte de poids
consécutive a la fuite urinaire d’eau et de sel physiologiquement observée chez les nouveau-nés a
terme. Cependant, cette fuite urinaire d’eau et de sel est prolongée chez les grands prématurés
(Martinerie et al., 2015). Ces nouveau-nés fragiles présentent en effet a la naissance une immaturité
rénale, responsable d’une perte urinaire accrue de sodium et d’eau, dans un contexte d’interruption
précoce de la néphrogenese et d’'immaturité globale des processus de transport tubulaire dans les
différents segments néphroniques (Gubhaju et al., 2014). De plus, notre équipe a mis en évidence une
diminution d’expression des transcrits et de la protéine MR, ainsi que de la 11BHSD2 a la naissance

chez les nouveau-nés prématurés, suggérant une trés faible activation de la voie minéralocorticoide,
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ce qui semble concordant avec la perte urinaire d’eau et de sel plus importante chez ces patients a la
naissance (Dumeige et al., 2020). Nous programmons d’analyser I'expression rénale de miR-324-5p et

de miR-30c-2-3p dans le modele murin de prématurité que nous avons développé dans I'équipe.

De facon intéressante, de plus en plus de miARNSs circulants ou urinaires sont maintenant utilisés
comme des biomarqueurs diagnostiques ou pronostiques de la sévérité de certaines maladies. Par
exemple, la quantification de I'expression miR-150-5p plasmatique chez la femme enceinte au premier
trimestre pourrait prévenir le risque d’un accouchement prématuré (Cook et al., 2019). Un autre
exemple est illustré par la quantification de I'expression du miR-876-3p dans les exosomes du liquide
de lavage bronchoalvéolaire (Lal et al., 2018) ou de I'expression du miR-495-5p sérique (Sun et al.,
2020), qui pourraient prévenir la sévérité de la dysplasie bronchopulmonaire chez les prématurés
atteints de dysplasie bronchopulmonaire. En outre, les Mimics et/ou Inhibiteurs de miARNs pourraient
étre utilisés comme des agents thérapeutiques potentiels pour certaines maladies. Le Miravirsen
(antisens du miR-122) est par exemple utilisé en clinique pour inhiber la réplication du virus de
I'hépatite C. Ce médicament a déja été validé avec succes dans un essai clinique de phase Il (Bonneau
et al., 2019; Lanford et al., 2010; Rupaimoole and Slack, 2017; van der Ree et al., 2014). Dans ce
contexte, nous souhaiterions quantifier I’expression des miARNs urinaires candidats et corréler cette
expression avec la sévérité de la perte sodée chez les nouveau-nés prematurés. Cela permettra
d’évaluer si ces miARNs pourraient étre utilisés comme des cibles thérapeutiques ou des biomarqueurs

pronostiques, pouvant améliorer la prise en charge de ces enfants prématurés.

Quelle est I'action de ces miARNSs sur I’expression du GR et la voie de signalisation glucocorticoide ?
Plusieurs arguments plaident en faveur d’une action de ces miARNs sur I'expression du Récepteur
Glucocorticoide (GR). En effet, le MR et le GR sont deux récepteurs nucléaires relativement proches
par leur structure moléculaire, leur mode de fonctionnement, leurs genes cibles communs ainsi que
par leurs ligands (aldostérone et cortisol). lls sont également exprimés de maniére concomitante dans
de nombreux tissus, suggérant de possibles dialogues croisés ou des fonctions communes (Farman and
Rafestin-Oblin, 2001). Durant la période périnatale, il y une diminution remarquée de I'expression
rénale du MR, qui est associée a une expression tres faible voire nulle de la 11BHSD2 dans les parties
distales du néphron a la fois chez I’'homme et chez la souris. Ceci suggére I'existence d’une fenétre
temporelle d’action pour la voie de signalisation glucocorticoide dans la cellule tubulaire rénale
pendant cette période périnatale (Martinerie et al., 2009b). A noter que les travaux de notre équipe
ont montré que I'expression des genes cibles communs du MR et du GR (aENaC, Sgkl, Gilz) est

augmentée dans le rein des souriceaux nés prématurément (Dumeige et al., 2020). L'ensemble de ces
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résultats renforce I'importance d’étudier le lien entre les miARNs candidats (miR-324-5p, miR-30c-2-
3p ou d’autres) avec le transcrit GR et la voie minéralocorticoide. Bien que I'analyse bio-informatique
réalisée avec le logiciel de prédiction Targetscan (Agarwal et al.,, 2015) ne nous ait pas permis
d’identifier des sites de fixation putatifs pour miR-30c-2-3p et miR-324-5p dans la région 3’-UTR du
transcrit GR, nous avons identifié dans cette région 3’-UTR des sites de fixation putatifs pour d’autres
membres de la famille des miARNs miR-30 notamment pour miR-30c, miR-30b, miR-30d et miR-30e

(Agarwal et al., 2015), suggérant qu’il puisse exister un dialogue croisé avec I'expression du GR.

Quels réles pourraient jouer les miARNs candidats dans d’autres pathologies rénales affectant la
voie de signalisation minéralocorticoide ?

Au cours de ces dernieres années, beaucoup d’attention a été portée sur I'étude de la voie de
signalisation minéralocorticoide en raison de son rdle essentiel dans I'homéostasie hydrosodée
(Martinerie et al., 2013) mais aussi en raison de son implication dans de nombreuses pathologies
humaines, en particulier des pathologies cardio-rénales (hypertension artérielle, néphropathie
diabétique, insuffisance rénale, fibrose rénale). Plusieurs études ont, par exemple, rapporté que
I'activation inappropriée du MR dans les cellules rénales contribue aux lésions rénales par des
mécanismes dépendants ou indépendants de I'aldostérone. En effet, certains auteurs ont montré que
I’expression rénale du MR, quantifiée dans 95 biopsies rénales, est augmentée et corrélée avec la
gravité de la protéinurie chez les patients atteints de néphropathie (Quinkler et al., 2005). Par ailleurs,
le role de I'aldostérone et/ou de I'activation du MR dans la néphropathie diabétique ont été démontrés
dans des modeles expérimentaux de diabete de type 1 et type 2 (Lee et al., 2009; Taira et al., 2008).
Dans ces modeles, I'activation du MR est impliquée dans I’étiologie de la pathologie (Ueda and Nagase,
2014) en favorisant la fibrose rénale, qui est associée a une hypertension sensible au sel et a la
protéinurie. Ainsi, I'inhibition pharmacologique du MR avec un antagoniste prévient la fibrose rénale
et I'augmentation de I'expression du TGF-B (Transforming growth factor beta), du PAI-1, des collagénes
de type 1 et 4, et de la fibronectine ainsi que le stress oxydatif localement (Dojki and Bakris, 2017;
Jaisser and Farman, 2016; Nishiyama, 2019; Ocello et al., 2019). Ces données confirment le réle néfaste
de la surexpression ou de I’hyperactivation du MR ainsi que les bénéfices thérapeutiques de
I'utilisation d’un antagoniste du MR.

Parmi les maladies rénales affectant la voie de signalisation minéralocorticoide, nous nous sommes
intéressés, dans un projet ancillaire, a la néphropathie diabétique (DN), qui représente une des
complications séveres du diabete. La néphropathie diabétique est définie cliniquement par la présence
d’une albuminurie persistante avec un rapport urinaire albumine/créatinine [RAC] 230 mg/g pendant
au moins 3 mois et/ou d'une réduction du débit de filtration glomérulaire estimé

(DFGe) < 60 ml/min/1,73 m? (Navaneethan et al., 2021). Environ 25 a 40 % des patients souffrant de
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diabete, qu'il soit de type | (T1D) ou de type Il (T2D), se verront diagnostiquer ultérieurement une
néphropathie diabétique (Conserva et al., 2013). Des données récentes montrent que la néphropathie
diabétique comprend un état inflammatoire intense déclenché par des effets métaboliques et
hémodynamiques accompagnés d'une forte protéinurie et de lésions vasculaires entrainant une
fibrose myocardique et rénale (Tang et al., 2016). Les différents stades de la néphropathie diabétique
comprennent I'hypertrophie glomérulaire, la microalbuminurie, I'albuminurie manifeste et une
diminution du débit de filtration glomérulaire. Une fois que la protéinurie se manifeste et s'installe,
I'évolution de la maladie est de mauvais pronostic car la maladie devient irréversible (Goenka et al.,
2019). Il est donc essentiel de poser un diagnostic précoce et de commencer un traitement par des
inhibiteurs de I'’enzyme de conversion (IEC) ou des antagonistes du récepteur de I’angiotensine Il (ARA)
pour réduire de maniére significative la protéinurie et I'hypertension, mais la prévention de
I'insuffisance rénale terminale (IRT) n'est pas optimale en raison de plusieurs facteurs, notamment
I'augmentation paradoxale des taux d'aldostérone lors de I'administration a long terme d'IEC/ARA,
appelée "percée de I'aldostérone" (Xue et al., 2017). De plus, I'hypertension dans la maladie rénale
chronique en général et dans la néphropathie diabétique en particulier, nécessite I'administration de
deux médicaments, chez la majorité des patients. L'idéal serait donc de trouver des approches
nouvelles et originales pour contrer cet hyperaldostéronisme tout en accentuant les effets anti-
hypertenseurs et anti-protéinuriques de ces agents, et les antagonistes du MR semblent parfaitement
convenir dans cette indication. Cependant, il est nécessaire d'évaluer la sécurité pharmacologique et

I'efficacité des antagonistes du MR dans la néphropathie diabétique.

L'albuminurie est un signe précoce de la maladie rénale diabétique (MRD), mais ce n'est pas un facteur
prédictif fort. En raison de leur grande stabilité, les miARNs exosomaux urinaires peuvent étre des
biomarqueurs prédictifs utiles a I'analyse/l’évaluation de la progression de la maladie rénale
diabétique a un stade précoce vers l'insuffisance rénale. Ainsi, il serait intéressant d'identifier de
nouveaux MiARNs a la fois régulant I'expression rénale du MR et présentant un profil d’expression
différent entre les patients atteints de diabéete de type 2 (T2D) avec et sans macroalbuminurie (Xie et
al., 2017). La quantification de I'expression de ces miARNs dans le plasma et I'urine pourrait favoriser
I'identification de biomarqueurs pronostiques de I'évolution de la maladie chez les patients
diabétiques et/ou pendant la surveillance de I'efficacité du traitement par I'antagoniste du MR chez

ces patients.

Dans ce contexte, nous avons formulé I’hypothése que ces deux miARNs (miR-324-5p et miR-30c-2-
3p) mais aussi d’autres miARNs pourraient étre sécrétés dans les urines et servir comme biomarqueurs
non invasifs pour le diagnostic au stade précoce de la néphropathie mais aussi pour I'évaluation

thérapeutique de I'efficacité du traitement par I'antagoniste du MR.
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De facon intéressante, nous avons tenté de quantifier, dans une expérience pilote, I'expression de miR-
324-5p et du miR-30c-2-3p dans les exosomes des surnageants du milieu de culture aprées avoir cultivé
les cellules rénales KC3AC1 sur des filtres Transwell et incubé en condition hypertonique dans le

compartiment apical (Figure 23).
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Figure 23 : Sécrétion de miR-324-5p et de miR-30c-2-3p en réponse a I’hypertonicité

Les cellules rénales KC3AC1 ont été cultivées sur des filtres transwell a raison de 106 cellules/filtre. Au 7¢ jour,
elles ont été incubées dans le compartiment apical en présence d’un milieu isotonique ou hypertonique pendant
6 h (n=6 par condition). 500 UL de surnageant ont ensuite été prélevés. Les miARNs ont été extraits a partir des
exosomes présents dans le surnageant de culture grace au kit de Macherey Nagel. L’expression du miR-324-5p
et miR-30c-2-3p dans les exosomes ont été quantifiées par RT-qPCR. Les résultats représentent la
moyenne + |'écart standard a la moyenne (SEM) (n=6 par condition). L’expression du miR-324-5p ou du miR-30c-
2-3p a été normalisée au coefficient de la moyenne géométrique GeNorm du miR-16, U6, miR-93-5p dans chaque
condition. L’expression de ces miARNs quantifiée dans la condition isotonique a été arbitrairement fixée a 100 %.

Test statistique utilisé : U-test non paramétrique de Mann Whitney NS : non significatif ; * P <0,05; ** P <0,01.

Ce résultat indique que les miARNs peuvent étre secrétés dans le milieu de culture et qu’il est possible
de quantifier I'expression de ces miARNs dans le surnageant de culture cellulaire, et par extension dans
les liquides biologiques. Nous collaborons actuellement avec le Centre d’Investigation Clinique (CIC) a
Poitiers qui dispose d’échantillons urinaires et plasmatiques de patients diabétiques atteints de
néphropathie, avant et aprés un traitement par un antagoniste du MR. La quantification des miARNs
urinaires et leur corrélation avec la sévérité de I'albuminurie, la fonction rénale reflétée par le DFGe
permettraient d’évaluer s’ils peuvent étre utilisés comme des biomarqueurs pronostiques de
I’évolution de la maladie et/ou d’évaluer I'efficacité thérapeutique du traitement par I’antagoniste du

MR.
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CONCLUSION GENERALE

Au cours de ces derniéres années, beaucoup d’attention a été portée sur le MR en raison de son role
essentiel dans I"homéostasie hydrosodée (Martinerie et al.,, 2013) mais aussi en raison de son
implication dans de nombreuses pathologies, en particulier des pathologies cardio-rénales. La
compréhension des mécanismes de régulation de son expression au niveau rénal permettra de faciliter
la prise en charge des patients atteints des maladies rénales affectant la voie de signalisation
minéralocorticoide. Au cours de cette Thése de Sciences, notre objectif était d’étudier le rble des
miARNs dans le contrdle post-transcriptionnel de I’expression rénale du MR en physiologie et en
pathophysiologie. Mon travail de recherche a abouti a un article principal dont je suis en premier
auteur et qui est actuellement en révision. Un autre article est en préparation et deux revues ont été

publiées (voir annexes).

La premiere partie de mon travail de these a mis en lumiére un nouveau mécanisme de régulation
post-transcriptionnel impliquant le recrutement de deux miARNs (miR-324-5p et miR-30c-2-3p)
capables de moduler la stabilité du transcrit MR. Ce mécanisme de régulation par les miARNs vient en
complément du mécanisme que nous avions déja décrit avec les protéines de liaison a I’ARN. Cette
régulation post-transcriptionnelle permet aux cellules rénales de s’adapter trés rapidement au stress
osmotique. Ces miARNs peuvent réprimer I'expression du MR soit directement aprés avoir ciblé la
région 3’-UTR du transcrit MR, soit indirectement en déstabilisant le transcrit HuR, facteur qui, au
contraire, stabilise le transcrit MR. Par ailleurs, chacun de ces miARNs semble pouvoir agir de fagon
additive avec Tis11lb pour déstabiliser le transcrit MR. Ces régulateurs post-transcriptionnels ont un
impact sur la voie de signalisation minéralocorticoide, puisque nous avons observé une réponse

altérée de I'expression des génes cibles précoces du MR (Gilz et/ou Sgk1) induite par I'aldostérone.

La seconde partie a permis d’étudier la pertinence physiologique du réle de ces deux miARNs dans la
régulation de I'expression rénale du MR durant la période périnatale ol des variations de tonicité sont
observées en raison du passage de la vie aquatique intra-amniotique a la vie extra-utérine. Nous avons
d’abord montré une corrélation négative entre I'expression de ces deux miARNs avec celle du MR dans
le rein de souriceaux obtenus a différents stades foetaux. L'impact de ces modulations sur I'expression
du MR a été étudié dans des cultures primaires de souris sacrifiées a JO et J8. Les résultats préliminaires
ont permis de suggérer I'implication du miR-30c-2-3p dans le contréle post-transcriptionnel de
I'expression du MR. Cependant, I'impact de la surexpression du miR-30c-2-3p sur I'expression des

génes cibles du MR et le transport de sodium reste a démontrer.

128



Conclusion Générale

Cette étude devrait permettre de prédire si ces miARNs sont impliqués dans la régulation post-
transcriptionnelle de I'expression rénale du MR durant la période périnatale qui est associée a une
perte de poids physiologique consécutive a la perte urinaire de sel et I'eau chez les nouveau-nés. Par
ailleurs, cette étude ouvre des perspectives pour évaluer s’il existe un mécanisme de coopération entre
ces miARNSs et les protéines de liaison a I’ARN, et pour vérifier si ce méme mécanisme est mis en jeu
chez les prématurés qui présentent souvent une perte exacerbée et prolongée de sel et d’eau. Le réle
de ces deux miARNs pourrait également étre étendu dans la néphropathie diabétique ou d’autres

maladies rénales affectant la voie de signalisation minéralocorticoide.

En conclusion, I'ensemble de ce travail a apporté des éléments nouveaux sur la régulation post-
transcriptionnelle de I'expression rénale du MR en physiologie et physiopathologie par deux miARNs
(miR-324-5p, miR-30c-2-3p). Bien que les objectifs attendus de ce projet de thése ne soient pas
complétement atteints comme nos attentes, ce travail de thése a donné une base solide et ouvre des
perspectives prometteuses sur |'utilisation des miARNs comme biomarqueurs pronostiques, facilitant
et/ou améliorant ainsi la prise en charge des patients atteints de maladies rénales affectant la voie

minéralocorticoide, notamment les sujets plus fragiles comme les nouveau-nés prématurés.
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Abstract: Sexual dimorphism involves differences between biological sexes that go beyond sexual
characteristics. In mammals, differences between sexes have been demonstrated regarding various
biological processes, including blood pressure and predisposition to develop hypertension early in
adulthood, which may rely on early events during development and in the neonatal period. Recent
studies suggest that corticosteroid signaling pathways (comprising glucocorticoid and mineralocorti-
coid signaling pathways) have distinct tissue-specific expression and regulation during this specific
temporal window in a sex-dependent manner, most notably in the kidney. This review outlines the
evidence for a gender differential expression and activation of renal corticosteroid signaling pathways
in the mammalian fetus and neonate, from mouse to human, that may favor mineralocorticoid signal-
ing in females and glucocorticoid signaling in males. Determining the effects of such differences may
shed light on short term and long term pathophysiological consequences, markedly for males.

Keywords: aldosterone; cortisol; mineralocorticoid and glucocorticoid receptors; neonates; kidney;
development; sexual dimorphism

1. Introduction

Corticosteroids (mineralocorticosteroids and glucocorticosteroids) are crucial hormones
implicated in the function of many tissues to maintain homeostasis. Their major actions
rely on their binding to the Mineralocorticoid and Glucocorticoid receptors (MR and GR,
respectively). Recent studies have emphasized a particular temporal window during kidney
development, which is well-conserved between mammals, where corticosteroid signaling
pathways have a specific pattern of expression and regulation, in relation to the adaptation of
the fetus and the neonate, transitioning from a water to an air environment. This review will
first present a brief description of mineralocorticoid and glucocorticoid signaling pathways
(from aldosterone and cortisol biosynthesis to mechanisms of regulation and action of MR
and GR) during kidney development. Particular emphasis will be placed on recent studies
highlighting a sexually dimorphic expression, which may have a pathophysiological impact,
especially in males/boys, who experience increased difficulties to adapt during the neonatal
period and are at higher risk of developing early hypertension later in life.

Int. ]. Mol. Sci. 2021, 22, 5275. https:/ /doi.org/10.3390/1jms22105275

https:/ /www.mdpi.com/journal/ijms


https://www.mdpi.com/journal/ijms
https://www.mdpi.com
https://orcid.org/0000-0003-4280-3250
https://www.mdpi.com/article/10.3390/ijms22105275?type=check_update&version=1
https://doi.org/10.3390/ijms22105275
https://doi.org/10.3390/ijms22105275
https://creativecommons.org/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://doi.org/10.3390/ijms22105275
https://www.mdpi.com/journal/ijms

Int. J. Mol. Sci. 2021, 22,5275

20f18

2. Mineralocorticoid Signaling Pathway
2.1. Regulation of Aldosterone Synthesis

Aldosterone, a steroid hormone secreted by the Zona Glomerulosa (ZG), the outer layer
of the adrenal gland cortex, is vital for maintaining body fluid and electrolyte homeostasis,
through sodium retention and thereby controls blood pressure [1]. As the adrenal ZG
has no capacity to store aldosterone once it is produced, the regulation of its secretion is
inextricably linked to transcriptional activation as well as post-transcriptional modifica-
tions of steroidogenic enzymes. Acute aldosterone production is controlled by the early
regulatory step of cholesterol uptake and conversion to pregnenolone that is mediated by
the increased expression and phosphorylation of the steroidogenic acute regulatory protein,
StAR (encoded by the STAR gene). A late regulatory step controlling the expression of
biosynthesis enzymes, particularly CYP11B2 (aldosterone synthase, encoded by CYP11B2
gene), regulates chronic aldosterone production [2]. Aldosterone biosynthesis in the ZG is
physiologically regulated by Angiotensin II (Ang II), potassium (K*), and at a lesser extent
by the AdrenoCorticoTropic Hormone (ACTH). Other bioactive compounds (serotonin,
leptin, endothelin, nitric oxide, catecholamines, atrial natriuretic peptide, neuropeptide
substance P) released by adipocytes, mast cells, chromaffin cells, or nerve ending located
close to ZG cells were also shown to stimulate aldosterone secretion [3,4]. Stimulation of
the Renin—Angiotensin System (RAS) is initiated by increased sympathetic activity, reduced
perfusion pressure in the renal afferent arterioles, or decreased sodium content in the macula
densa of the renal distal tubules, which lead to the release of renin from juxtaglomerular
cells. Afterwards, renin converts circulating angiotensinogen produced by the liver to
angiotensin I (Ang I), which is subsequently cleaved by Angiotensin-Converting Enzyme
(ACE) to form the octapeptide Ang II. The binding of Ang II to its AT1 receptor (AT1R)
triggers the release of calcium from intracellular stores, which is the major determinant of
aldosterone secretion [3]. Small increases in extracellular K* depolarize the glomerulosa
cell, also increasing calcium influx through voltage-gated calcium channels that stimulates
CYP11B2 and StAR transcription [5]. Finally, ACTH alone stimulates aldosterone secretion
acutely and transiently but to a lesser extent than Ang II and K*. ACTH binding to its
Melanocortin Receptor 2 (MC2R) stimulates StAR expression through adenylate cyclase
activation [6]. During development, fetal aldosterone production occurs in the definitive
zone, which is the counterpart of the ZG of the adult adrenal cortex. While StAR and
other important enzymes expression gradually rise during pregnancy [7], CYP11B2 ex-
pression only appears around 24 gestational weeks (GW) [8]; then, it increases to reach
at birth similar levels than in the adult adrenals [9]. Detectable plasma concentrations
of aldosterone are found in premature newborns as early as 25 GW [10], but aldosterone
production remains low until 30 GW [9]. Aldosterone concentration increases thereafter
until term [10], in relation to a fetal neo-synthesis [11]. No sexual dimorphism has been
demonstrated concerning plasma aldosterone levels in the fetus or at birth [12].

2.2. The Mineralocorticoid Receptor (MR)
2.2.1. Gene, Transcripts, and Protein Variants

MR belongs to the nuclear receptor superfamily that mediates sodium-retaining action of
aldosterone in the distal nephron [13]. This transcription factor is encoded by the NR3C2 gene,
which is located in humans at locus 4q31.1-4q31.2 [14,15] and encodes a 984 amino-acids
protein (=107 kDa) [16], organized into four distinct structural domains: the N-terminal
domain (NTD), the DNA binding domain (DBD), the hinge region, and the ligand binding
domain (LBD). MR functions were shown to be modulated by splice variants, lacking either
exon 6 or both exon 5 and 6 [17,18]. Two major variants of human MR, named MRA and
MRB, are generated by alternative initiation sites of translation from methionine 1 and 15,
respectively. These MR variants display distinct transactivation capacities in vitro [19].
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2.2.2. Mechanisms of Regulation of MR Expression and Activity

Two alternative promoters drive expression of the NR3C2 gene [20], the proximal P1
promoter, which is transcriptionally active in all MR target tissues, and the distal P2 promoter,
which is weaker and transcriptionally active in the central nervous system during specific
developmental stages or physiological situations [21]. Of particular interest, the expression
of this nuclear receptor, which transcriptionally regulates water and sodium balance, is also
controlled at the post-transcriptional level by osmotic tone, notably in the distal parts of the
nephron, where large variations of extracellular tonicity prevail [22]. Indeed, MR transcript
levels decrease under hypertonicity following recruitment of the RNA Binding Protein (RBP)
Tis11b (tetradecanoyl phorbol acetate inducible sequence 11b), which physically interacts
with 3'-untranslated region (3’-UTR) of MR transcript, thus modulating its mRNA turnover
in response to osmotic stress [23]. On the opposite, MR transcript levels increase under
hypotonicity thanks to the recruitment of Human antigen R (HuR), another RBP, which
interacts with MR 3’-UTR in the cytoplasm of renal cells to stabilize and increase MR levels,
thereby modulating MR signaling [24]. Accumulating evidence now underscores the pivotal
role of microRNAs (miRNAs), an additional class of post-transcriptional regulators, in
the control of MR expression in the kidney [25,26]. Beyond these regulatory mechanisms,
MR activity and signaling are also modulated by post-translational modifications such as
ubiquitylation, SUMOylation, phosphorylation, and acetylation [13,27].

3. Glucocorticoid Signaling Pathway
3.1. Glucocorticoid Hormones and the Hypothalamic—Pituitary—Adrenal Axis

Glucocorticoid hormones (cortisol and corticosterone in rodents) are the effector hor-
mones of the Hypothalamic-Pituitary—Adrenal (HPA) axis of the neuroendocrine system
and are produced by the adrenal Zona Fasciculata (ZF). As for all steroid hormones, cor-
tisol synthesis begins from cholesterol and is critically dependent on the StAR protein,
which facilitates a rapid flux of cholesterol into mitochondria. Then, the mitochondrial
enzyme, cytochrome P450scc, encoded by the CYP11A1 gene cleaves cholesterol sidechain
to pregnenolone. Pregnenolone passively diffuses into the endoplasmic reticulum and is
converted to progesterone by the 2-33-hydroxysteroid dehydrogenase/A5-A4 isomerase
(3BHSD2), which is encoded by the HSD3B2 gene. The specific expression of P450c17
(encoded by CYP17A1 gene) catalyzes the 17x-hydroxylation of progesterone to 170H-
progesterone (17OHP). Thereafter, 17OHP is successively converted to 11-deoxycortisol
then to cortisol by the microsomal P450c21 and mitochondrial P450c11 (encoded by
CYP11B1 gene), respectively. In rodents, the ZF lacks P450c17 and progesterone is 21- and
11p-hydroxylated to yield corticosterone, instead of cortisol, as the dominant glucocorti-
coid in these species [2]. Glucocorticoid synthesis is differentially regulated in the pre- and
postnatal adrenal glands. In the adult, glucocorticoid production is critically controlled by
the activity of the HPA axis. Various stimuli such as stress, illness, or the circadian rhythm
activates the release of Corticotropin-Releasing Hormone (CRH) from the hypothalamus,
which stimulates the anterior pituitary gland, releasing ACTH. ACTH acts on MC2R in
the adrenal ZF to induce corticosteroid synthesis from cholesterol. In turn, circulating
glucocorticoids exert a feedback regulatory effect on the hypothalamus and on the pituitary
to inhibit the release of CRH and ACTH, respectively [2]. Fetal adrenal glands are capable
of steroidogenesis soon after their formation around the 7th GW. At the same time, the
pituitary begins to produce ACTH. The secretion of cortisol increases to a peak at 8-9 GW;
then, it decreases until 14 GW. This cyclic secretion of glucocorticoids by the fetal adrenal
glands is not under control of the ACTH, as in adults [28]. Indeed, ACTH levels remain
constant during this period and stimulate the adrenal glands to produce androgens. The
expression of 3RHSD2 that peaks at 9 GW decreases thereafter throughout most of the sec-
ond trimester, leading to a reduction in glucocorticoid synthesis. At 24 GW, the expression
of 3AHSD2 and secretion of glucocorticoids resume. Cortisol surges in the weeks prior to
birth and plays crucial roles in the differentiation and functional development of several
organs such as the lungs [29]. Sexual dimorphism in HPA axis activity has been suggested
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to be present in early childhood. In a meta-analysis, basal HPA axis activity was suggested
to be greater among boys before 8 years of age, as assessed by salivary cortisol levels [30].
After 8 years, this trend seemed to reverse, suggesting a sex-specific evolution of cortisol
metabolism around puberty [31] and a possible effect of early life programming [32]. How-
ever, no difference was observed at birth between girls and boys regarding basal plasma
cortisol levels [33]. Cortisol metabolism relies on the activity of liver A-ring reductases (5-«
and 5-f-reductase) and 11beta-hydroxysteroid dehydrogenase (113HSD) isoenzymes. The
11HSD1 enzyme is mainly expressed in the liver and adipose tissue, and it regenerates
cortisol from its inactive compound cortisone. The 113HSD2 enzyme catalyzes the reverse
reaction in renal epithelial cells (see Section 4.2). In adulthood, females were found to have
a lower urinary excretion rate of cortisol metabolites in comparison to males, which was
attributed to a less A-ring reduction [34]. This sex difference in cortisol metabolism begins
around puberty, at the age of 10-11 years [31,35], and it is maintained in elderly subjects
suggesting regulatory mechanisms partially independent from gonadal steroids [36].

3.2. The Glucocorticoid Receptor
3.2.1. Gene, Transcripts, and Protein Variants

GR is the founding member of the nuclear receptor superfamily. This transcription
factor, similar to the MR, contains 4 main domains, the NTD, DBD, LBD and a Hinge
Region (HR) between the DBD and the LBD [37]. It is encoded by the NR3C1 gene located
on chromosome 5 (5q31) in humans. The NR3C1 gene contains at least 10 exons [38]. The
alternative splicing of exon 9 produces the two major variants of the protein, GRe, which
is the active ligand-dependent variant and GRf3, which is a ligand-independent variant
exerting dominant negative effect [39]. The GR« is a 777 amino acids length protein [40].
The GR protein contains sites for post-translational modifications, such as SUMOylation or
phosphorylation, which influence its transactivation capacities.

3.2.2. Mechanisms of Regulation of GR Expression and Activity

GR is present in virtually all the cells, but sensitivity to glucocorticoids is tissue-
dependent and partially mediated by regulation of GR expression. This regulation is me-
diated at the transcriptional level by two main mechanisms: alternative splicing of the 1st
exon and variability in the length of the N-terminal domain. The first and untranslated exon
contains nine splice donor sites well-preserved between species, corresponding to splice
recipient sites on the exon 2 [41] each under the control of a specific promoter. This variability
results in alternative mRNA isoforms, which differs in their 5'-UTR regions. The expression
of those mRNA isoforms is tissue specific. The 2nd exon contains eight different start codons,
encoding for eight variants of the GR (GR-A, GR-B, GR-C1, GR-C2, GR-C3, GR-D1, GR-D2,
and GR-D3). These variants have equal affinity for the ligand but differ in transactivation
capacities and target genes, with only <10% of them common to all variants [42].

4. Mechanism of Corticosteroids Action in Renal Principal Cells
4.1. Subcellular Distribution

In renal principal cells, corticosteroid hormones enter by passive diffusion and bind
their respective receptor: aldosterone to the MR and cortisol (or corticosterone) to the GR. In
the absence of ligands, corticosteroid receptors are associated to chaperone proteins [43—46],
which protect receptors from degradation and maintain a conformation suitable for binding
to ligands. Thereafter, the binding of either ligand induces the dissociation of these
chaperone proteins and conformational changes of MR and GR.

4.2. Mineralocorticoid Selectivity

Given the homology existing between the structure of aldosterone and cortisol/
corticosterone, the high homology between MR and GR (their DBD and LBD have 94% and
57% homology, respectively [47]), and similar affinity of both receptors for glucocorticoid
hormones, MR would be expected to be permanently occupied by glucocorticoid hormones.
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Indeed, cortisol plasma concentrations are up to 100 to 1000 times higher than that of aldos-
terone in mammals. However, MR illicit occupation by glucocorticoid hormones is limited
in renal principal and other epithelial cells by the action of the 113HSD2 [48-50]. This en-
zyme oxidizes the alcohol function carried by carbon 11 of the glucocorticoid hormones into
a ketone function, thus producing 113dehydrogenated derivatives (cortisone in humans
and 11-dehydrocorticosterone in rodents) that have little or no affinity for MR, or even for
GR [48]. Thus, the 113HSD2 allows aldosterone to act selectively onto MR in epithelial cells
to specifically exert its biological effects on sodium reabsorption (Figure 1). In addition, MR
can also discriminate between aldosterone and cortisol because dissociation rates are much
faster for glucocorticoids than for aldosterone. Distinct interactions between the NTD
and the LBD occur because the aldosterone-MR complex adopts structural conformation
somehow different from that of the glucocorticoid-MR complex [51]. Finally, it has been
shown that the nature of the ligand might also modify the cyclicality of the interaction
between ligand-receptor complex with DNA responsive elements [52].

4.3. Promoter Binding and Recruitment of Coregulators

Once in the nucleus, the aldosterone-MR complex binds mostly as homodimers to
Mineralocorticoid Response Elements (MREs) located in the regulatory regions of MR target
genes [53]. Then, MR interacts, in a cyclic, sequential, and /or combinatorial manner [52],
with transcriptional coregulators [54] and some basal transcription factors or components of
the machinery to enhance transcriptional activation and to facilitate chromatin remodeling
involving histone acetylation/methylation [53]. Interestingly, Le Billan et al., used HK-
GFP-MR cells, a human renal cell line that is devoid of 113HSD2 to decipher the respective
contribution of MR/GR and aldosterone/ cortisol in renal corticosteroid signaling. These
authors provided evidence that MR and GR dynamically and cyclically interact at the
same target promoter on the Period circadian protein 1 (PER1) gene, in a specific and distinct
transcriptional signature, by binding as homo- or heterodimers [52]. In the nucleus, the
GR can also bind specific sequences called Glucocorticoid Response Elements (GREs). In
each cell type, GR binds different GREs. Binding to the GRE activates the recruitment of
chromatin-remodeling complexes and coregulators, such as steroid receptor coactivator-1
(SRC-1), which allows the formation of the transcription initiation complex. Negative GRE
(nGRE) were also reported, which are responsible for trans-repression of the target genes.
Binding to nGRE prevents the dimerization and allows for the recruitment of corepressors,
such as NCoR or SMRT [55]. GR can also mediate trans-repression of target genes by
tethering as described for the MR [53] via interactions with other transcription factors as
NF-«B or AP-1 without direct binding to DNA [56].

4.4. MR and GR Target Genes

In the aldosterone-sensitive nephron, MR participates in the control of salt balance by
stimulating expression of ionic transporters such as the Epithelial Na* Channel (ENaC) [57]
and the Na*, K*-ATPase pump [58]. These transporters enable the transepithelial re-
absorption of sodium from the lumen to the interstitium. Aldosterone also stimulates,
via MR activation, early expression of the Serum and glucocorticoid-regulated kinase 1
(SGK1) [59], which phosphorylates the ubiquitin ligase Nedd4-2, which in turn controls the
retrieval of ENaC from the apical membrane. Other target genes have also been identified
in the kidney, including the serine/threonine kinase With No lysine K kinase (KS-WNK1) [60],
the N-myc Down-Regulated Gene 2 (NDRG2) [61], the Glucocorticoid-Induced Leucine Zipper
protein (GILZ) [62], which also play pivotal roles during the early phase of aldosterone
responses [13] (Figure 1). Recently, aldosterone was shown to regulate the rhythmicity of
renal sodium reabsorption by stimulating the early expression of the PER1 gene [63]. It
was also reported that MR can indirectly bind to recognition motifs for other transcription
factors (FOX, EGR1, AP1, PAX5) through tethering mechanisms, as reported for the GR,
thus enabling the modulation of target gene expression [53]. In adult kidney, as 113HSD2
expression is high, no major effect of GR signaling is expected under basal conditions [64].
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Importantly, our group has recently identified a specific temporal window during renal
development, during which this MR signaling is ineffective due to the down-regulation
of MR expression [65]. Therefore, given that renal 113HSD2 is not expressed during this
specific perinatal period, GR signaling should be functional in renal principal cells, with
plasma cortisol levels detectable in physiological amounts in newborns similar to adult
levels [66]. In this context, GR is likely to activate specific renal target genes as well as
common target genes with those of the MR including SGK1 or GILZ. GR and MR-specific
target genes in renal principal cells are summarized in Table 1.
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Figure 1. Mineralocorticoid and glucocorticoid signaling in renal principal cells. Corticosteroid
hormones enter by passive diffusion and bind their respective receptor: aldosterone to MR and
cortisol/corticosterone to GR. In the absence of ligands, corticosteroid receptors are associated
to chaperone proteins. Thereafter, the binding of either ligand induces the dissociation of these
chaperone proteins and conformational changes of MR and GR. In the nucleus, the aldosterone/MR
complex binds mostly as homodimers to Mineralocorticoid Response Elements (MREs). Then, MR
interacts, in a cyclic, sequential, and/or combinatorial manner, with transcriptional coregulators and
some basal transcription factors or components of the machinery to enhance the transcription of target
genes, including the Epithelial Na* Channel (ENaC), the Na*, K*-ATPase pump. Aldosterone also
stimulates early expression of the Serum and glucocorticoid-regulated kinase 1 (SGK1), the serine/threonine
kinase With No lysine K kinase (KS-WNKT1), the N-myc Down-Regulated Gene 2 (NDRG2), and the
Glucocorticoid-Induced Leucine Zipper protein (GILZ). Recently, aldosterone was shown to stimulate
early expression the PER1 gene, which belongs to the circadian clock gene family. It was also
reported that MR can indirectly bind to recognition motifs for other transcription factors (FOX,
EGR1, AP1, PAX5) through tethering mechanisms. In principal renal cells, the 113HSD2 converts
glucocorticoid hormones into cortisone or 11-dehydrocorticosterone that have little or no affinity for
MR, or even for GR. Thus, the 113HSD2 allows aldosterone to act selectively onto MR to specifically
exert its biological effects on sodium reabsorption. In addition, GR is not or weakly activated.
MR: Mineralocorticoid Receptor; GR: Glucocorticoid Receptor; MRE: Mineralocorticoid Response
Element; GILZ: Glucocorticoid-induced leucine zipper; ENaC: Epithelial Na* Channel; Sgk 1: Serum
and Glucocorticoid-Regulated kinase 1; KS-WNK1: With No lysine K kinase; NDRG2: N-myc
Down-Regulated Gene 2; PER 1: clock gene period 1; TM: Transcriptional Machinery.
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Table 1. MR and GR target genes in renal principal cells.

Target Genes Nuclear Receptors Functions References
«ENAC subunit MR Na* transport [57]
Na't, K*-ATPase MR Na™* transport [58]

KS-WNK1 MR Na™* transport [60]
PER1 MR, GR Circadian rhythm [63]
NDRG2 MR Cell differentiation [61]
Guwk  SmmenimeBAC )
GILZ GR, MR ENAi;fiﬁii‘(‘)i/ Na® [62]
FKBP5 GR, MR Chaperone protein [67]

5. Sexual Dimorphism of Corticosteroid Signaling Aside from the Kidney

Several studies have provided evidence for a gender differential expression and acti-
vation of MR and GR. For instance, repeated antenatal glucocorticoid treatment was shown
to program HPA function in a sex-specific manner, and these changes were associated with
the modification of MR and GR expression in the adult brain and pituitary [68]. During
development, the same authors observed decreased GR mRNA in the paraventricular
nucleus, decreased MR mRNA and MR protein in the hippocampus, and increased GR
mRNA and GR protein in the hippocampus. In guinea pig, maternally administered
glucocorticoids reduced fetal plasma ACTH and cortisol concentrations and significantly
affected hippocampal MR protein expression, and this effect was greatest in males. The
sex differences in the pattern of GR and MR expression during development may indicate
different windows of vulnerability to prenatal glucocorticoid exposure in fetal life [69].
These corticosteroid receptors were also shown to play a pivotal role in the modulation
of stress response in the rat brain. Indeed, the contribution of gender and of the cellular
environment of certain brain areas to the expression of MR and GR was reported following
restraint stress [70]. Furthermore, the same group observed that female rats presented with
a distinct mechanism of regulating GR/MR ratio in the hippocampus upon chronic stress,
while the female hypothalamus was more prone than the male to changing corticosteroid
receptor expression in response to restraint stress. Few other studies have also reported
gender differences in MR expression and activation in the heart [71-73]. Similarly, it has
been shown that glucocorticoids exert their actions, notably anti-inflammatory activity, in a
sexually dimorphic manner [74,75]. In addition, estrogens can antagonize GR-induction
of the GILZ gene [76]. Whether the regulatory mechanisms implicated in MR and GR
expression, or their coregulators expression, could contribute to the emergence of a sexual
dimorphism remain to be explored. Finally, to the best our knowledge, only one study has
reported a sexual dimorphism for corticosteroid receptors expression in the kidney [77].

6. Gender Differences in Kidney Development and Organogenesis

Kidney organogenesis is a complex process involving three successive structures,
of which only the last one, the metanephros, will give the definitive kidney [78]. The
metanephros develops from the caudal nephrotomes starting from the 5th GW, and its
maturation continues until the end of the first year of postnatal life in humans [65], with
parallel maturation of the nephrons and of the different parts of the collecting ducts [79].
Renal ontogeny starts by the interaction between the mesenchymal cells of the metanephros,
which will give the future nephronic structures, and the ureteral bud, an epithelial structure
developed from the Wolffian duct, from which the renal collecting system will develop
by successive dichotomies, according to a classical branching morphogenesis [80]. Each
branch from the ureteral bud is capped by metanephronic cells, which are progenitor stem
cells that are capable of differentiating into all the cell types composing the glomeruli and
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nephrons [81]. These differentiation mechanisms are possible thanks to a dialogue between
the two structures and the successive expression of different signaling pathways [82,83],
some of which are epigenetically regulated [84] and thus potentially impacted by adverse
events occurring during pregnancy. In particular, Ang II, acting on the AT1R, mediates
the growth and proliferation of renal tubules and branching morphogenesis [85]. In con-
trast, the AT2 Receptor (AT2R) in the fetal kidney has anti-proliferative actions in the
renomedullary interstitial cells and acts to mediate apoptosis [86]. All these processes are
of crucial importance in determining the final number of nephrons per kidney, which is
directly correlated with renal function in adulthood. Nephrogenesis is essentially antena-
tal [87], between the 5th and 36th GW, but more particularly between the 17th and 32nd GW,
resulting in a total number of nephrons in humans between 300,000 and 1.1 million [88].
From studies carried out on autopsies or donor kidneys, it is known that there is a sexual
dimorphism in renal measurements in adulthood, both in absolute values and in relative
values in relation to the body surface area, with significantly higher values in men [89,90].
This implies that the number of total nephrons could be higher in males than in females,
although this has not been formally proven in the human species. Interestingly, this sexual
dimorphism arises early during nephrogenesis, since differences in renal volume have been
found in ultrasound measurements in the fetus during the third trimester of pregnancy, as
well as in infants up to 4 years of age [91-93]. On the other hand, no sexual dimorphism
was found in terms of nephron counts in the neonatal period [94], but these data have
been scarcely studied, on very small cohorts. Renal ontogeny in the mouse is relatively
similar to that of the human species, with the succession of three structures, pronephros
from the 8th day of gestation (E8), mesonephros from E9, and the metanephros from E11.
The main difference is that in the murine species, nephrogenesis continues postnatally
until the end of the first week of life. Moreover, sexual dimorphism in renal volume does
not exist in the neonatal period in mice [95], which is possibly related to this delay in
the acquisition of new nephrons. However, it appears significantly, concomitantly with
histological structural changes, starting from the 50th day of life, i.e., after the onset of
puberty in mice [95]. A direct effect of testosterone on renal volume has been demonstrated
in mouse models of young castrated males secondarily exposed to testosterone or vehi-
cle [96]. The trophic effect of testosterone on organ development, including the kidney,
has also been demonstrated in human clinical studies [97]. Thus, sexual dimorphism in
renal organogenesis as early as the third trimester in the human species could be related
to testosterone secretion by male fetuses in utero [98]. Studies of prenatal exposure to
testosterone have shown that the developing kidney is sensitive to testosterone [99], but
its implication on renal development under physiological conditions in the fetus, as well
as the molecular interaction between androgen signaling pathway and other signaling
pathways implicated in nephrogenesis, remain to be further demonstrated.

7. Particularities of Mineralocorticoid and Glucocorticoid Signalings during
Renal Development

Kidneys are important tissue targets of corticosteroid signaling pathways and play a
crucial role in the neonatal period. Human neonates present with impaired sodium and
water reabsorption during the first months of life, which is related to a partial tubular
resistance to aldosterone [65] accompanied by high plasma aldosterone levels during the
first months of life with progressive normalization to adult values [10]. Our group has
shown that this transient and partial resistance to aldosterone in full-term healthy newborns
is related to low tubular MR expression at birth, whereas MR is transiently expressed in the
fetal kidney between the 14th and 24th GW [65]. Perinatal down-regulation of renal MR
expression is not specific to the kidney;, as it is also found in other mineralocorticoid target
tissues such as the heart and the brain at variance with the lungs where MR expression
is maintained at birth [100]. Interestingly, this temporal and tissue-specific expression
of mineralocorticoid signaling is found both in mice and humans, demonstrating a well-
conserved mechanism that may have a crucial role in the adaptation from aquatic in
utero life to terrestrial life [65]. This variation in MR expression is not related to high
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aldosterone secretion at birth, since aldosterone synthase knockout mice present with
the same neonatal down-regulation of renal MR expression [101]. However, all other
players of the mineralocorticoid signaling pathway follow the same biphasic pattern of
expression, such as the 113HSD2 or the xENaC [65]. Interestingly, the down-regulation
of 113HSD?2 in the kidney is not found in the placenta, where its expression is high
during the prenatal period to protect the fetus against excessive impregnation by maternal
glucocorticoids [66]. Although the mineralocorticoid signaling pathway is down-regulated
during the perinatal period, the expression of GR is detected in renal tubular cells, and
plasma cortisol levels are detectable in physiological amounts in newborns [66]. Given
that 113HSD2 is not detected, the renal glucocorticoid pathway is activated and cannot
be regulated, thus supporting the idea of an equilibrium between mineralocorticoid and
glucocorticoid signaling pathways during this specific period of development (Figure 2). To
summarize, mineralocorticoid and glucocorticoid signaling pathways are tightly regulated
during fetal life and exhibit cyclic periods of high and low activation, depending on
the developmental stage. Mineralocorticoid signaling transiently decreases around the
perinatal period whereas glucocorticoid secretion is low between 14 and 24 GW and
increases exponentially prior to birth. Cyclic impregnation in mineralocorticoids and
glucocorticoids seems to be part of the adaptation process to the extra uterine life.

Apical membrane

\\ Chaperon
Nrm:m %

nGRE

? Target

St fAPmFLB\ /

Basolateral membrane = 2 (% L

Cortisol
Aldosterone

Figure 2. Mineralocorticoid and glucocorticoid signaling in renal principal cell during the perinatal
period. MR signaling pathway is ineffective during renal development due to the down-regulation
of MR expression. Given that renal 113HSD2 is not expressed during this specific perinatal period,
the GR signaling pathway is therefore functional. In the nucleus, the GR can bind specific sequences
called Glucocorticoid Response Elements (GREs). Binding to the GRE activates the recruitment of
chromatin-remodeling complexes and coregulators. Negative GRE (nGRE) were also reported, which
are responsible for trans-repression of the target genes through the binding of GR monomers. Binding
to nGRE prevents the dimerization and allows for the recruitment of corepressors, thus preventing
the transcription of target genes. GR can also mediate trans-repression of target genes by tethering
via interactions with other transcription factors as NF«kB or AP-1 without direct binding to DNA.
GR: Glucocorticoid Receptor; GRE: Glucocorticoid Response Element; GILZ: Glucocorticoid-induced
leucine zipper; SGK1: Serum and Glucocorticoid-Regulated kinase 1; PER 1: clock gene period 1; TM:
Transcriptional Machinery.
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8. Sexual Dimorphism in the Equilibrium between Renal Mineralocorticoid and
Glucocorticoid Signaling

Several non-reproductive biological processes have a sexual dimorphic regulation. Blood
pressure is one of the most well-recognized, with a differential of approximately 15 mmHg
between systolic blood pressure in men and women before menopause [102]. This higher
systolic blood pressure in males is conserved in all mammals, suggesting well-preserved
regulatory mechanisms [103]. In adults, a direct effect of testosterone on blood pressure
levels has been demonstrated in multiple animal models with castration and testosterone
substitution experiments [104], whereas ovariectomy had no effect on blood pressure in female
rats [105]. Sex steroids are known to influence the activity of the RAS in adults: testosterone
promotes the action of Ang Il via AT1R, whereas estrogen decreases the AT1R/AT2R ratio
inducing a different receptivity to Ang II [103]. Our group observed a sex and organ-specific
regulation of target genes of the corticosteroid signaling pathway in adult mice, along with a
higher expression of renal 113HSD2 in female mice, promoting the selectivity of aldosterone
for its receptor [77]. This increased activation of the mineralocorticoid pathway in females does
not increase blood pressure but could be aimed at a finer regulation of potassium excretion by
distal tubules, which is an adaptive mechanism optimized for maternal—fetal homeostasis
during pregnancy [106]. Of particular interest, Zheng et al., reported that the effects of
aldosterone on plasma K* were enhanced in females compared with males. These authors
demonstrated that both Estrogen Receptors (ERx and ERf3) contributed to the estrogen-
induced decrease in plasma K* and AT1R binding in ovariectomized female rats [107]. Data
in the developing fetus and newborn are less extensive. While no difference in CYP11B1 and
CYP11B2 gene expressions or steroid concentrations of aldosterone and cortisol/ corticosterone
has been reported between male and female fetuses during development or at birth, sex
specific MR and 113HSD2 expression have been demonstrated [77]. Our group reported a
sexual dimorphism in renal expression of the MR and its target genes during the perinatal
period, with a peak in MR, GR, and mRNA expression of target genes at 17.5 days of gestation
in female mice but not in males. These data are consistent with a previous study of Codon et al.,
showing a greater activity of the 113HSD2 in female fetal kidney at 15 days of gestation [108].
It appears that in mice, the imbalance between MR and GR signaling pathways in the kidney
during the prenatal period promotes mineralocorticoid signaling in females. This could
confer an adaptive advantage for females, particularly in the lung, allowing the resorption of
pulmonary fluid at birth by increased expression of xENaC [100]. Thus, the expression profile
found in males could be interpreted as unfavorable and correlated with the greater morbidity
presented by boys at birth, particularly in terms of respiratory adaptation [101]. Moreover, this
suggests that the glucocorticoid signaling pathway may be preferentially activated in males,
who may then be prone to pathological developmental programming following exposure to
stress or glucocorticoids during gestation.

9. Consequences in Pathophysiology

Given the imbalance between glucocorticoid and mineralocorticoid signaling path-
ways between males and females during the perinatal period, it is possible that this may
have an impact under certain pathophysiological conditions, with a higher susceptibility
for males to develop long term consequences. The “Developmental Origins of Health and
Disease” hypothesis has caused resurgence of interest in understanding the factors regulat-
ing fetal development. A variety of prenatal perturbations may be involved in the onset
of diseases in adulthood including cardiovascular and renal diseases. Our hypothesis is
enforced by the existence of a gender difference in the incidence of cardiovascular diseases,
such as high blood pressure and heart failure [109,110], which may be the consequence of
early perinatal events [111].

Fetal Growth Restriction

In humans, excess of maternal glucocorticoids causes a fetal growth restriction and
a higher risk of hypertension later in life [112,113]. Studies (reviewed in [114]) using
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animal models (sheep, mouse, and rat models) of fetal growth restriction such as mater-
nal glucocorticoid exposure, maternal calorie or protein restriction, and uteroplacental
insufficiency, resulting either in a reduction in 113HSD2 placental expression or direct
fetal overexposure to glucocorticoids [115] (possibly inducing an overactivation of renal
glucocorticoid signaling pathway) have identified alterations in kidney development as
being a common feature. Interestingly, in many animal models of developmental program-
ming, there is a sexual dimorphism between males and females in the timing of onset and
severity of disease outcomes. Actually, the same prenatal insult does not always affect
males and females similarly or to the same degree [114]. The formation of a low nephron
endowment may result in impaired renal function and in turn may contribute to disease.
These animal models develop programmed hypertension partially due to altered kidney
development, resulting in a permanent reduction in offspring nephron endowment [116].
In humans, the number of nephrons is correlated with birth weight, with an estimated
gain of approximately 237,426 nephrons per kilogram of additional birth weight, but it is
more marked in males [117], which may lead to a differential developmental programming
of hypertension between males and females. Importantly, the period of nephrogenesis
varies among species with human and sheep completing nephron formation prior to birth,
while rodents continue this developmental process after birth [116]. This means both the
prenatal and postnatal environment can affect nephron endowment in the mouse. Aside
from nephron endowment, modifications in the expression of different players of the corti-
costeroid signaling pathways have been demonstrated in these models [114], which are
not always in association with a reduction in nephron number, thus suggesting that other
mechanisms are implicated in developmental programming of high blood pressure [118].
ATIR and AT2R, which are expressed in the kidney early during gestation, have a sexually
dimorphic altered expression in animal models of excessive glucocorticoid fetal impreg-
nation, usually resulting in an increased expression of AT1R in males, depending on the
timing of the prenatal insult [114]. Preliminary results from our group also suggest a
decreased expression in renal MR expression under perinatal glucocorticoid overexposure,
with the development of early hypertension, particularly in males.

e  Prematurity

Preterm birth is associated with increased risks of mortality and morbidity [119].
Studies in preterm infants have demonstrated that males have higher risks of morbidities
including respiratory distress syndrome, late-onset sepsis, bronchopulmonary dysplasia,
and intraventricular hemorrhage, than females [120] and long term neurological conse-
quences [121]. In addition, former preterm infants have a higher risk of developing early
hypertension in adult life [122], particularly for preterm boys [123]. These sex differences are
not linked to a variability in HPA axis function [33], but they may be in relation with a higher
sensitivity to the administration of antenatal corticosteroids in boys [124]. In a model of
lipopolysaccharide-induced prematurity, generated by our group, we observed that former
preterm males develop significant hypertension in adulthood [125]. This hypertension is
associated with early changes in the expression of different players of the corticosteroid
signaling pathway during the neonatal period. Indeed, premature mice exhibited a very
strong organ-specific renal activation of the expression of corticosteroid target genes (ENac,
Sgk1, and Gilz), which contrasts with a significant decrease in renal MR expression. This
suggests GR activation by glucocorticoids, which may program renal functional or molecu-
lar alterations, leading to hypertension in adulthood. The developmental programming of
hypertension has been described by Barker et al. [126], and the mechanisms invoked were
mainly nephron endowment, leading to compensatory hyperfiltration of existing nephrons
with glomerulosclerosis and proteinuria in adulthood [127]. Few studies have demonstrated
a sexual dimorphism in this prematurity-induced nephron reduction in humans, but no
differences had been demonstrated in mice [128]. In our model, formerly premature male
mice developed hypertension, independently from nephron number reduction in adulthood,
suggesting other pathophysiological mechanisms involved. In addition, a study in humans
suggested that the programming of hypertension could be transmitted to the children of
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former preterm infants; however, the small sample size did not allow distinguishing a sexual
dimorphism [129]. In our mouse model, we identified a transmission of blood pressure
dysregulation to subsequent generations from preterm neonates, up to the third generation.
Interestingly, this vascular anomaly was only transmitted in males in the second and third
generation, which is associated with a significant increase in expression of the corticosteroid
target gene Gilz and a global hypomethylation of its promoter [125]. This study demon-
strates that a predisposition to arterial hypertension could be epigenetically programmed
in males by events occurring during the perinatal period in previous generations through
sexually dimorphic adverse activation of corticosteroid signaling pathway.

o  Transient Pseudo-Hypoaldosteronism

During the early postnatal period, renal mineralocorticoid and glucocorticoid imbal-
ance can also be challenged by urinary infection. Indeed, in case of upper urinary tract infec-
tion (pyelonephritis) with or without underlying uropathy, a transient, non-physiological
pseudo-hypoaldosteronism may appear [130]. It results in hyponatremia, hyperkalemia,
metabolic acidosis, and severe dehydration with major urinary sodium loss, requiring
sodium supplementation in the acute phase. Transient pseudo-hypoaldosteronism has the
particularity to occur mainly in infants under 3 months of age, in relation to the low renal
MR expression at this period of development [65] and in 88% of the cases in males [130].
The pathophysiology may be related to inflammation (through the activation of NF-«B
factor) that further downregulates MR expression and activation [131]. As MR expression
is lower in males during the perinatal period [77], they appear more sensitive to a decline
in its expression. In addition, the rise in glucocorticoid secretion induced by inflammation
may trigger an overactivation of renal GR in males (that have lower 113HSD2 levels) and
induce alternative adverse effects. Overall, early perinatal events that will challenge renal
corticosteroid signaling pathway may trigger short term and long term consequences in
a gender-dependent manner. Figure 3 summarizes such renal corticosteroid imbalance
between biological sexes and related disorders throughout development.

Protection against renal
and cardio-vascular

Q diseases
I|
(+) MR T '
(+) 11BHSD2 S — {
Prenatal period At birth Adults
d s \. Prematurity : increased risks of morbidity
| AR & A\, (+) respiratory distress syndrome
= 4 ¥ (+) bronchopulmonary dysplasia I A I
14 (+) intraventricular hemorrhage I

GR' o
) 11BHSD2 . ».?_‘-Lr@;-’ Fetal growth restriction \ Early HTA
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{-) cortisol - Meétabolic syndrome
et Transient pseudo-hypoaldosteronism
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Figure 3. Sexual dimorphism of corticosteroid signaling during kidney development and consequences in pathophysiology.

Sexual dimorphism of corticosteroid signaling is effective as early as the perinatal period with higher MR expression and
11BHSD2 activity in females and higher cortisol metabolism in males, thus favoring mineralocorticoid signaling in female
fetus and neonates, and preferential activation of the glucocorticoid pathway in males. These imbalances may have an

impact under certain pathophysiological conditions with a higher susceptibility for males to develop short and long term

consequences after exacerbated activation of perinatal glucocorticoid signaling pathway.
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10. Conclusions

In summary, this review aimed at demonstrating the existence of a temporal window
during renal development with a specific and temporal imbalance in glucocorticoid and
mineralocorticoid signaling activation, along with a sexual dimorphic regulation. This
sex-differential expression and activation of renal corticosteroid signaling pathways in the
mammalian fetus and neonate, conserved among species, appear to favor mineralocorticoid
signaling in females and glucocorticoid signaling in males. These differences may arise
from direct or indirect effects of sex steroids; however, other mechanisms are likely to be at
stake. Deciphering such regulatory mechanisms may shed light on short term and long
term pathophysiological consequences, markedly for males, and contribute to improve the
prevention and management of sex dimorphic diseases such as early hypertension.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Sodium and water homeostasis are drastically modified at birth, in mammals, by the transition from aquatic life
Alfios"erOne o to terrestrial life. Accumulating evidence during the past ten years underscores the central role for the miner-
Mineralocorticoid receptor alocorticoid signaling pathway, in the fine regulation of this equilibrium, at this critical period of development.
Neonates . . . . . S . . .
Interestingly, regarding evolution, while the mineralocorticoid receptor is expressed in fish, the appearance of its
Human . o . c1 s s . ) e
Amphibian related ligand, aldosterone, coincides with terrestrial life, as it is first detected in lungfish and amphibian. Thus,
Fish aldosterone is likely one of the main hormones regulating the transition from an aquatic environment to an air

environment. This review will focus on the different actors of the mineralocorticoid signaling pathway from
aldosterone secretion in the adrenal gland, to mineralocorticoid receptor expression in the kidney, summarizing
their regulation and roles throughout fetal and neonatal development, in the light of evolution.

1. Introduction

Sodium and water homeostasis are finely regulated by the mineral-
ocorticoid signaling pathway, notably in the distal nephron in mammals.
However, this equilibrium is challenged at birth by the transition from
intrauterine to extrauterine life. Accumulating evidence suggests that
aldosterone may be one of the key regulators for this transition. This
review will emphasize the regulation and role of the mineralocorticoid
signaling pathway (mainly aldosterone and its receptor, the mineralo-
corticoid receptor), throughout fetal and neonatal development, in the
light of evolution (Ayala, 1977).

2. Sodium and water homeostasis and special features in full-
term and preterm newborns

Sodium and water homeostasis constitute the physiological processes

regulating the stability of plasma osmolarity and plasma volume. In
humans, sodium balance is regulated by two variables: food inputs, and
outputs (renal in majority, and extrarenal in minority, under physio-
logical conditions). The efficiency of renal control of sodium and water
balance is based on an equilibrium between the filtered sodium flow
(dependent on serum sodium and glomerular filtration rate) and tubular
reabsorption of sodium (Devuyst, 2008). The latter is made possible by
the joint and coordinated intervention of the different segments of the
nephron, contributing to the reabsorption of 99% of the ultrafiltered
sodium. The distal parts of the nephron (distal convoluted tubule, con-
necting duct and collecting duct) are involved in the fine regulation of
sodium balance (Palmer and Schnermann, 2015). The effectors of this
regulation act in response to stimulation of baroreceptors and volor-
eceptors; these are various neuroendocrine systems including the
renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS), the atrial natriuretic
factor, vegetative innervation, or the prostaglandin system. Segments of
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the nephron expressing the mineralocorticoid receptor (MR) are
grouped together under the term Aldosterone Sensitive Distal Nephron
(ASDN). The epithelium of the collecting duct is made up of tight
intercellular junctions (desmosomes) preventing any extracellular
transport. Transcellular sodium reabsorption therefore involves two
main transporters: the Epithelial Na® Channel (ENaC) and the
Na'/K"-ATPase pump. In addition, the principal cells of the collecting
duct are also the site of transepithelial water reabsorption thanks to the
osmotic force induced by sodium transport. This water reabsorption is
mostly ensured by the aquaporic channels: AQP2, expression of which is
located at the apical membrane, is induced by vasopressin and also
regulated by aldosterone (Hasler et al., 2003) while AQP3 and AQP4 are
constitutively expressed at the basolateral membrane. The collecting
duct therefore appears to be the site of the final modulation of renal
sodium and water reabsorption.

In utero, sodium and water homeostasis are initially regulated in the
fetus by the placenta. Kidneys only play an ancillary role, since the
absence of a kidney is compatible with a live born infant at full-term
(anephric newborn) (Gunn et al., 1988). Glomerular filtration and
emission of the first urine begin at the 10th gestational week (GW)
contributing to the production of amniotic fluid. The amount of amniotic
fluid increases from 25 ml at 10 GW to 400 ml at 20 GW, with a
composition similar to that of the fetal plasma. Indeed, prior to skin
keratinization, water and solutes diffuse freely between spaces, in a
bidirectional manner. The amniotic fluid then serves as a physiological
buffer and corresponds to an extension of the extracellular environment
of the fetus. Fetal keratinization begins around 14 GW with a phase of
follicular keratinization, then continues with a phase of interfollicular
keratinization which usually ends at the 25th GW. After this phase of
keratinization, the volume and composition of the amniotic fluid
become dependent on several levels of regulation (renal production,
swallowing of the fetus, oral, esophageal and pulmonary fluids of the
fetus, inter and transmembrane transfers), and are then submitted to
active exchanges between the different compartments (Underwood
et al., 2005). Thus, along with the development of the various functions
of the kidneys, composition of the amniotic fluid evolves. Sodium and
chlorine concentrations decrease from the second trimester of preg-
nancy, while urea and creatinine concentrations increase. The overall
osmolality of amniotic fluid decreases (Underwood et al., 2005). Around
36 GW, nephrogenesis (formation of new nephrons) is complete, and the
kidneys, although still immature, can take over the regulation of sodium
and water balance in the fetus.

At birth and in the postnatal period, renal function must adapt to the
delicate task of establishing an effective purification function while
ensuring the fluid-electrolyte balance. The immaturity of the main renal
functions (glomerular and tubular) in the newborn, the disruption of the
composition of the internal environment by the physiological changes of
transition between the intrauterine aquatic environment and the
extrauterine terrestrial environment, and the need to adapt to the re-
quirements of rapid growth, make this phase of adaptation all the more
complex. Growth requires the establishment of a positive hydro-
electrolyte balance, with inputs greater than outputs. As part of the
adjustment to extrauterine life, other important changes are added
during the neonatal period. The physiological weight loss observed
during the neonatal period (usually up to 5-10% of the body weight)
occurs mainly to the detriment of the extracellular compartment. The
urine output of full-term newborns is between 1 and 3 ml/kg/h. The
reduction of extracellular volume may reach 15% of body weight in
premature infants and is associated with a urine output of up to 7 ml/kg/
h (Lindower, 2017; Suarez-Rivera and Bonilla-Felix, 2014). Glomerular
filtration increases sharply during the first hours of life, however, re-
mains low (20 ml/min/1.73 mz). The glomerular filtration rate is even
lower in very premature infants, around 10 ml/min/1.73 m? at birth
(Bockenhauer and Zieg, 2014). This partially explains the slow elimi-
nation of maternal plasma creatinine levels, which takes only a few days
in the full-term newborn, and can reach several weeks in the very
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premature infant (van den Anker et al., 1995). The mechanism of con-
centration/dilution of urine is essential to regulate water balance. The
capacity to concentrate urine increases gradually and reaches adult
levels around the age of 1 year (Suarez-Rivera and Bonilla-Felix, 2014).
Conversely, the power of urine dilution is acquired in utero, and does not
differ between premature infants, full-term newborns and adults. Under
normal physiological conditions, the kidneys of the full-term newborns
must excrete the fluid overload acquired during fetal life (Lindower,
2017). Therefore, the ability to concentrate urine is not necessary at
birth. However, in premature infants, whose fluid overload is greater
and the power of wurine concentration weaker, the risk of
hydro-electrolyte disorders becomes significant (Bockenhauer and Zieg,
2014; Suarez-Rivera and Bonilla-Felix, 2014).

Renal control of sodium excretion is essential for maintaining blood
volume and a positive sodium balance, crucial for normal growth. The
fraction of excreted sodium is high at birth but decreases rapidly in full-
term newborns and reaches less than 1% (Suarez-Rivera and
Bonilla-Felix, 2014). In premature infants, this adaptation takes place
more slowly, over 2-3 weeks, especially before 34 GW, where the
fraction of excreted sodium can reach 3-5% and often requires sys-
tematic sodium supplementation (Suarez-Rivera and Bonilla-Felix,
2014). The full-term newborn retains about 30% of the sodium inges-
ted, however cannot excrete excess sodium or water load. This ability is
not acquired until the end of the first year of life (Zoetis and Hurtt,
2003). All of these maturation processes of renal function are integrated
with the development of the different structures of the kidney (Zoetis
and Hurtt, 2003) and the progressive expression of the different players
(hormone receptors, ion channels and transporters) of the regulation of
sodium and water balance, in particular of the mineralocorticoid
signaling pathway.

3. The mineralocorticoid signaling pathway

The first step in the activation of the mineralocorticoid signaling
pathway is characterized by the biosynthesis and secretion of the steroid
hormone aldosterone, which is the predominant mineralocorticoid
hormone in mammals. This hormone is synthesized in the zona glomer-
ulosa (ZG) of the adrenal cortex.

3.1. Aldosterone biosynthesis, secretion, and regulation

The pathway of human aldosterone biosynthesis by the ZG is now
well understood. The ZG is the outermost layer of the adrenal cortex,
lying just beneath the fibrous capsule and composed of clustered cells
that uniquely express aldosterone synthase (CYP11B2), the steroido-
genic enzyme encoded by the CYP11B2 gene that performs the final
stages of aldosterone production. Beneath the ZG, lies the zona fas-
ciculata (ZF), and, underneath, the zona reticularis (ZR), which produces
glucocorticoids and adrenal androgens, respectively (Seccia et al.,
2018).

The first step in steroidogenesis takes place within mitochondria that
contains very little cholesterol. The steroidogenic acute regulatory
protein, StAR (encoded by the STAR gene) ensures cholesterol import
from the outer to the inner mitochondrial membrane. This mitochon-
drial translocation is the rate-limiting step in steroidogenesis. Then, the
mitochondrial enzyme, cytochrome P450scc (encoded by the CYP11A1
gene) cleaves cholesterol sidechain to produce pregnenolone. Subse-
quent conversion of pregnenolone to progesterone is catalyzed by the
type 2 3f-hydroxysteroid dehydrogenase/dA5-A4 isomerase, encoded
by the HSD3B2 gene and located in the membrane of the endoplasmic
reticulum. As the adrenal ZG does not express P450c17, progesterone is
21-hydroxylated into 11-deoxycorticosterone (DOC) by the microsomal
P450c21 encoded by the CYP21A2 gene. The restricted expression of
aldosterone synthase (P450c11AS encoded by the CYP11B2 gene,
located at 8q22 in humans, and comprising 9 exons and over 7000 base
pairs (Bassett et al., 2004) ensures zonal control of aldosterone secretion
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in ZG. CYP11B2 gene locates in tandem with the highly homologous
CYP11B1 gene, which encodes the 11p-hydroxylase enzyme essential to
cortisol synthesis in ZF. Nevertheless, CYP11B1 gene and CYP11B2 are
never commonly coexpressed and P450c11AS sequentially catalyzes
11-hydroxylase, 18-hydroxylase and 18-methyl oxidase activities in ZG,
yielding successively to corticosterone, 18-hydroxycorticosterone and
finally aldosterone (Miller and Auchus, 2011).

As the adrenal ZG has no capacity to store aldosterone once it is
produced, the regulation of the secretion is inextricably linked to tran-
scriptional activation as well as posttranscriptional modification of
steroidogenic enzymes. Acute aldosterone production is controlled by
the early regulatory step of cholesterol uptake and conversion to preg-
nenolone that is mediated by increased expression and phosphorylation
of StAR. A late regulatory step controlling the expression of biosynthesis
enzymes, particularly CYP11B2, regulates chronic aldosterone produc-
tion. Aldosterone biosynthesis in the ZG is physiologically regulated by
angiotensin II (Ang II), potassium (K1), and at a lesser extent by the
adrenocorticotropic hormone (ACTH). Membrane depolarization and
increase in intracellular calcium levels are the most important de-
terminants of aldosterone secretion (Fig. 1). The renin-angiotensin-
aldosterone system (RAAS) is initiated by various stimuli such as
increased sympathetic activity, reduced perfusion pressure in the renal
afferent arterioles or decreased sodium content facing the macula densa
of the renal distal tubules that release renin from juxtaglomerular cells.
Afterward, renin converts angiotensinogen to angiotensin I, which is
subsequently cleaved by Angiotensin Converting Enzyme (ACE) to form
the octapeptide Ang II. Binding of Ang II to its AT1 receptor activates
phospholipase C, and, thus, triggers an InsP3-dependent release of cal-
cium from intracellular stores. A sustained aldosterone secretion
induced by Ang II requires additional calcium entry from membrane
calcium channels. The raised cytoplasmic calcium concentration in the
ZG activates calcium/calmodulin-dependent protein kinases (CaMKs),
which increase expression and phosphorylation of transcription factors
such as Nur-related factor 1 (Nurrl), nerve growth factor-induced clone
B (NGFIB), Activating transcription factor 1 (ATF1), and CAMP
responsive element binding protein 1 (CREB1). These transcription
factors in turn activate promoter sites of CYPI11B2 and StAR
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transcription and increase aldosterone. The higher demand for choles-
terol requires its uptake from plasma lipoproteins. Ang II increases the
expression of LDL and HDL receptors, which improves cholesterol
availability for steroidogenesis. Ang II also activates the cellular
hormone-sensitive lipase to release cholesterol stored in esterified form
in lipid droplets (MacKenzie et al., 2019). Circulating potassium is also
one of the major regulators of aldosterone secretion in ZG cells. Adrenal
glomerulosa cells exhibit a high background potassium membrane
conductance. Small increases in extracellular potassium depolarize the
glomerulosa cells, increasing calcium influx through voltage-gated cal-
cium channels that stimulates CYP11B2 and StAR transcription (Hat-
tangady et al., 2012). Therefore, multiple potassium and calcium
channels regulate aldosterone secretion. ZG potassium channels as well
as Na'-K"-ATPase control the repolarization of the cell membrane
following calcium influx; any alteration of cell repolarization extends
the time of calcium channels opening and therefore lengthens the
duration of aldosterone secretion. Several mutations affecting ion
channels and pumps have been reported to be associated with hormone
overproduction in autonomous aldosterone-producing adenomas
(Beuschlein et al., 2013; Choi et al., 2011; Fernandes-Rosa et al., 2018;
Nakamura et al., 2015; Scholl et al, 2013, 2015, 2018; Zennaro et al,
2017, 2020).

ACTH only stimulates aldosterone secretion acutely and transiently,
but to a lesser extent than Ang II and K*. ACTH binds to the trans-
membrane receptor melanocortin receptor 2 expressed both in ZG and
ZF cells and exerts its downstream effects by activating adenylate
cyclase, thus stimulating StAR expression (Betancourt-Calle et al.,
2001). Aldosterone production is also regulated through a paracrine
mechanism by bioactive compounds (leptin, serotonin, catecholamines,
atrial natriuretic peptide, endothelin, nitric oxide, neuropeptide sub-
stance P) released by various cells such as adipocytes, mast cells, chro-
maffin cells or nerve ending located in the vicinity of adrenocortical ZG
cells (Lefebvre et al., 2019; Wils et al., 2020). Finally, some studies have
shown that numerous miRNAs regulate aldosterone production though
posttranscriptional regulation of CYP11B2 or StAR expressions (Rob-
ertson et al., 2017).

Fig. 1. Physiological regulation of aldosterone pro-
duction in steroidogenic cells of the Zona Glomerulosa
(ZG).
Binding of Ang II to AT1R leads the depolarization of
the cell membrane that inhibits potassium channels
and the Na™,K"-ATPase and subsequently triggers an
influx of extracellular Ca*" and a release of Ca®* from
the endoplasmic reticulum, that activates calcium/
calmodulin-dependent protein kinases (CaMKs).
Then, CaMKs increase expression and phosphoryla-
tion of transcription factors such as Nurrl and CREB1
thus stimulating expression of the CYP11B2 gene,
which encodes the aldosterone synthase, the enzyme
\ that catalyzes the last steps of aldosterone biosyn-
\ thesis.

Ang II: Angiotensin II; AT1R: Angiotensin 1 Receptor;
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3.2. The mineralocorticoid receptor

3.2.1. Gene structure and functional domains

The genomic effects of aldosterone are mediated by the Mineralo-
corticoid Receptor (MR), a nuclear receptor acting as a transcription
factor capable of modulating expression of target genes responsible for
physiological effects of aldosterone (Viengchareun et al., 2007). The
NR3C2 gene, encoding the human MR, extends over nearly 450 kb and is
located at locus 4q31.1-4q31.2 (Fan et al., 1989; Morrison et al., 1990).
The hMR gene presents with 10 exons and 8 introns: the first two exons,
la and 1§, are not translated and are spliced alternatively onto the
common exon 2, generating two messenger isoforms (hMR a and hMR
), which encode the same 984 amino-acids protein (~107 kDa) (Zen-
naro et al., 1995). MR protein is organized into four distinct structural
domains, including the N-terminal domain (NTD), the DNA binding
domain (DBD), the hinge region and the ligand binding domain (LBD).

3.2.2. MR expression in epithelial and non-epithelial tissues

MR expression was first described in epithelial tissues, in which MR
and aldosterone stimulate sodium reabsorption and excretion of potas-
sium (Bonvalet, 1998; Marver et al., 1974). Its expression was demon-
strated in the kidney, first in the distal convoluted tubules and cortical
collecting ducts (Krozowski et al., 1989; Lombes et al., 1990) and later,
in the mesangial cells (Miyata et al., 2005; Nishiyama et al., 2005) and
podocytes of the glomeruli (Shibata et al., 2007). In parallel, MR
expression was detected in the distal colon of rat (Pressley and Funder,
1975), human (Lombes et al., 1984) and chick (Rafestin-Oblin et al.,
1989), and in airway epithelia from bronchiole to trachea (Krozowski
and Funder, 1981), in the salivary (Funder et al., 1972) and sweat glands
(Kenouch et al., 1994), in the liver (Duval and Funder, 1974) and in the
inner ear (Furuta et al., 1994; Nevoux et al., 2015; Pitovski et al., 1993;
Teixeira et al., 2006). Subsequently, MR expression was intriguingly
detected in non-epithelial tissues. Indeed, specific aldosterone-binding
sites were revealed in mononuclear leukocytes (Armanini et al., 1985)
and macrophages (Lim et al., 2007). Thereafter, MR expression was
detected in the hippocampus, which is a brain structure involved in
many cognitive processes (Herman et al., 1989; Van Eekelen et al.,
1988) suggesting that aldosterone and MR may be involved in memory
processes (Pavlides and McEwen, 1999). In 1992, the discovery of MR
expression in the heart and in the large vessels further broadened the
field of investigation into the mechanism of action of aldosterone and its
receptor and allowed research to be directed towards previously un-
suspected pharmacological and therapeutic perspectives, particularly in
the field of cardiology. Immunohistochemistry showed that MR was
clearly expressed in myocytes and in endothelial cells of the atria and
ventricles in rabbits. In large vessels, MR was found in the aorta and
pulmonary artery, particularly in endothelial cells and vascular smooth
muscle cells (Lombes et al., 1992). Interestingly, MR expression was also
demonstrated in skin, a stratified epithelium in which no ion transport
had been clearly established even though amphibian skin had long been
known as the site of ion transport (Kenouch et al., 1994; Sainte Marie
et al., 2007). More intriguingly, MR expression was detected in adipose
tissues, in which MR was shown to play a pivotal role in white adipocyte
differentiation (Caprio et al., 2007; Rondinone et al., 1993). In addition,
our group identified the brown adipose tissue as a novel target for
aldosterone action (Zennaro et al., 1998) and demonstrated that aldo-
sterone is capable of inducing differentiation of brown adipocytes
(Penfornis et al., 2000) and exerts a control on energy balance. This list
of MR expression in tissues is far from being exhaustive. Indeed, MR is
also expressed in several structures of the eyeball such as the retina, the
pigmentary epithelium, the ciliary bodies of the iris and the cornea
(Mirshahi et al., 1997; Schwartz and Wysocki, 1997). MR is also
expressed in placenta (Hirasawa et al., 2000), uterus, ovaries and testes,
spleen and smooth muscle (Le Menuet et al., 2000a). Thus, this broad
tissue expression of MR strongly suggests that MR exerts functions other
than those previously described in polarized epithelial tissues.
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3.2.3. Mechanism of MR action in a renal polarized epithelial cell

In a typical polarized epithelial principal cell of the distal nephron,
aldosterone enters cells by passive diffusion and binds to the MR (Fig. 2).
This latter is exclusively located in the cytoplasm in the absence of its
ligand and is complexed with various chaperon proteins (hsp70, hsp90,
Cyp40, FKBP52). Then, the binding of aldosterone to MR induces
dissociation of these chaperon proteins and conformational changes of
the receptor. After translocation to the nuclear compartment, the
hormone-receptor complex binds mostly as homodimers to specific DNA
sequences, identified as Mineralocorticoid Response Elements (MREs),
which are in the regulatory regions of aldosterone-sensitive genes. The
consensus sequence of these MREs corresponds to a 15-nucleotide-
sequence AGaACAgxaTGTtCt consisting of partial palindromic motif
as identified by Chromatin Immunoprecipitation assays followed by
DNA sequencing (ChIP-Seq) (Le Billan et al., 2015). Thereafter, MR in-
teracts, in a cyclic, sequential and/or combinatorial manner (Le Billan
et al., 2018), with several transcriptional coregulators and some basal
transcription factors or components of the machinery to enhance tran-
scriptional activation (initiation and elongation) and to facilitate chro-
matin remodeling involving histone acetylation/methylation (Le Billan
et al., 2015). In epithelial tissues (kidney and colon), MR stimulates
expression of ionic transporters: the Epithelial Na™ Channel (ENaC) and
the basolateral Na™,K"-ATPase pump, which are involved in the unidi-
rectional transepithelial sodium transport from the lumen to the inter-
stitium. The Serum and glucocorticoid-regulated kinase 1 (sgkl) is the
most studied aldosterone-stimulated gene in epithelial tissues, which
phosphorylates the ubiquitin ligase Nedd4-2, which in turn controls the
retrieval of the subunits of ENaC from the apical membrane of the cell.
Several other target genes have been identified such as the
Glucocorticoid-Induced Leucine Zipper protein (GILZ), the ser-
ine/threonine kinase KS-WNK1 (With No lysine K kinase), the N-myc
Down-Regulated Gene 2 (NDRGZ2), or the small monomeric GTP-binding
protein Kirsten Ras (Ki-Ras), which also seem to play pivotal roles
during the early phase of aldosterone responses in the nephron
(Viengchareun et al., 2007; Laulhé et al., 2021). The PERI gene has
recently been identified as another aldosterone-target gene in the kidney
(Gumz et al., 2009), suggesting that aldosterone may also regulate the
rhythmicity of renal sodium reabsorption since PER1 belongs to the
circadian clock gene family. Beyond this classical model of aldosterone
action, recent data obtained from ChIP experiments revealed that MR
can also indirectly bind to recognition motifs for other transcription
factors (FOX, EGR1, AP1, PAX5), suggesting functional interactions of
MR with other transcription factors through tethering mechanisms, thus
enabling the modulation of target gene expression (Le Billan et al.,
2015).

3.2.4. Regulation of MR expression

The NR3C2 gene expression is controlled by two alternative pro-
moters (Zennaro et al., 1996). The proximal P1 promoter, corresponding
to the 5'-flanking region of exon 1a of NR3C2 gene, is a relatively strong
promoter that is transcriptionally active in all aldosterone target tissues,
whereas the distal P2 promoter, flanking exon 1§ of NR3C2 gene, is
weaker and has a more restricted pattern of expression, notably in the
central nervous system (Le Menuet et al., 2000b). Alternative tran-
scription of these two 5'-untranslated exons (1o and 1p) generates two
mRNA isoforms, referred to as hMRa and hMRp, which give rise to the
same MR protein (Zennaro et al., 1995). Interestingly, several other MR
splice variants, lacking one (A6 MR) or two exons (A5,6 MR), have been
identified so far and such splice variants seem to play major roles in
modulating receptor function (Lema et al., 2017a; Zennaro et al., 2001).

MR transcripts stability is also regulated at the posttranscriptional
level. This is particularly relevant in the nephron where MR expression
was recently shown to be modulated by large variations of extracellular
tonicity, prevailing in the renal tubules (Viengchareun et al., 2009).
Indeed, hypertonicity was shown to greatly decrease MR transcript
levels by recruiting the RNA Binding Protein (RBP) Tisll b



S. Viengchareun et al.

Apical membrane

chaperons

9

Na*'K*-ATPase

Molecular and Cellular Endocrinology 535 (2021) 111375

\I:hiquirin;llinn

Proteasome

o
Qﬁzdﬂstemne

‘! Basolateral membrane

Na*

Fig. 2. Model of mineralocorticoid signaling in the distal polarized tubular cell of the kidney.

Aldosterone binds to its intracytoplasmic receptor. The aldosterone-MR complex is translocated to the nucleus where it binds DNA in the form of homo- or het-
erodimers and initiates the transcription of specific target genes. In the kidney, most of these target genes are involved in the regulation of sodium reabsorption from
primary urine (apical compartment) to the interstitium (basolateral compartment). MR: Mineralocorticoid Receptor, MRE: Mineralocorticoid Response Element.
Target genes of the mineralocorticoid pathway: Na+,K+-ATPase: Na-+,K+-ATPase pump, Gilz: Glucocorticoid-induced leucine zipper, ENaC: Epithelial Na +
Channel, Sgk1: Serum and Glucocorticoid-Regulated kinase 1, Nedd4-2: Ubiquitin Ligase of the Nedd4 family, KS-WNK1: With No lysine K kinase, NDRG2: N-myc
Down-Regulated Gene 2, PER 1: clock gene period 1. TM: Transcriptional Machinery.

(tetradecanoyl phorbol acetate inducible sequence 11 b), which physi-
cally interacts with MR transcript 3’-untranslated region (3'-UTR), thus
modulating its mRNA turnover in response to osmotic stress (Vieng-
chareun et al., 2014). Conversely, MR transcript and protein levels were
shown to increase under hypotonicity by recruiting HuR (Human anti-
gen R), another RBP member of the Hu family. Under hypotonic stress,
HuR is rapidly exported from the nuclear compartment to the cytoplasm
of renal cells, where it interacts with MR 3’-UTR to stabilize and increase
MR levels, thereby modulating MR signaling (Lema et al., 2017b).
During this past decade, microRNAs (miRNAs) have also emerged as a
new class of posttranscriptional regulators (Bartel, 2004; Ozbaki-Yagan
et al., 2020). Taken together, RNA Binding Protein and miRNAs seem to
be of particular importance in the control of MR expression, presumably
during the prenatal period and notably at birth, where renal MR
expression is downregulated, accounting for the transient physiological
renal resistance to aldosterone observed in the early neonatal period
(Martinerie et al., 2009b).

3.2.5. Mineralocorticoid selectivity mechanism

In the absence of a mineralocorticoid selectivity mechanism, MR
would be permanently occupied by glucocorticoid hormones since
plasma concentration of these hormones is 100-1000 times higher than
that of aldosterone in mammals, depending on the nychthemeral cycle
of glucocorticoid hormones. This illicit occupation of the MR by

glucocorticoid hormones is explained by the homology existing between
the biochemical structure of aldosterone and cortisol and the high ho-
mology between the MR and the GR (Glucocorticoid Receptor). Indeed,
the DBD and LBD of MR have, respectively, 94% and 57% identity with
those of GR (Arriza et al., 1987). Moreover, these two receptors bind to
the same GRE sequences and in vitro experiments have shown that af-
finity of MR is identical for aldosterone and glucocorticoid hormones
(Arriza et al., 1987; Funder et al., 1988). The main mechanism
responsible for mineralocorticoid selectivity relies on the 11f-hydrox-
ysteroid dehydrogenase type II (11pHSD2), an enzyme belonging to the
superfamily of short-chain alcohol dehydrogenases (Edwards et al.,
1988; Funder et al., 1988; Jornvall et al., 1995). This enzyme has a high
affinity for glucocorticoid hormones and oxidizes the alcohol function
carried by carbon 11 of the glucocorticoid hormones into a ketone
function, thus producing 11p—dehydrogenated derivatives (cortisone
for cortisol in humans and 11-dehydrocorticosterone for corticosterone
in rodents) that have little or no affinity for MR, or even for GR (Funder
et al., 1988). In cells co-expressing MR and 11BHSD2, the illicit occu-
pation of the MR by glucocorticoid hormones is thus clearly limited by
the action of this enzyme, allowing aldosterone to act selectively onto its
receptor in order to specifically exert its biological effects on sodium
reabsorption. Of note, mineralocorticoid selectivity is also ensured by an
intrinsic property of the receptor since MR can discriminate between
aldosterone and glucocorticoids because dissociation rates (k_;) are



S. Viengchareun et al.

much faster for glucocorticoids than for aldosterone. Moreover, it has
been shown that the aldosterone-MR complex adopts structural
conformation somehow different from that of the glucocorticoid-MR
complex, thereby allowing distinct interaction between the N-terminal
domain and the LBD to occur. Thus, specific coactivators may be
recruited resulting in a highly specific transcriptional response (Farman
and Rafestin-Oblin, 2001). Recently, it has also been demonstrated that
specific cyclical and dynamic interaction of MR with DNA, as a function
of the nature of the MR-bound ligand, is responsible for distinct tran-
scriptional signatures (Le Billan et al., 2018).

4. Ontogenesis of the adrenal gland and mineralocorticoid
signaling pathway throughout evolution

4.1. Ontogenesis of corticosteroid receptors during evolution

The corticosteroid signaling system in fish clearly differs from that of
mammals (Kiilerich et al., 2015). In fish, cortisol is the major cortico-
steroid while aldosterone seems to be lacking (Jiang et al., 1998; Prunet
et al., 2006). Consequently, cortisol not only regulates energy meta-
bolism but also hydromineral homeostasis notably during seawater and
freshwater adaptation and via chloride cell function. Whether cortisol
acts through the GR or MR remained a subject of debate for a long period
of time. In the zebrafish, some authors demonstrated that cortisol could
also activate the GR and functions as a mineralocorticoid by affecting
epidermal ionocyte development and ion transport (Cruz et al., 2013;
Kumai et al., 2012). Moreover, deoxycorticosterone (DOC), seems to be
able to specifically bind and activate MR (Sturm et al., 2005).

Two GR isoforms (GR1 and GR2), probably raising from the 350
Million years ago whole genome duplication, have been described in
many fishes while the MR seems to derive from the ancestral Cortico-
steroid Receptor (CR), expressed in the lamprey and hagfish (Baker,
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2019), however its role remains to be further clarified. Ontogenesis of
MR and GR during evolution revealed that both receptor expressions
appeared in the Chondrichthyes, including sharks and that they are also
expressed in the teleost fish such as Holostei and Sturgeons. Aldosterone
was first detected in the lungfish and remains detected in the subsequent
vertebrates: frogs, salamanders, turtles, lizards, snakes, crocodiles,
birds, and mammals (Fig. 3).

Recently, progesterone was shown to be an MR agonist in a range of
teleost fish (Pippal et al., 2011; Baker and Katsu, 2017; Katsu et al.,
2018; Fuller et al., 2021). This rather unexpected result could be
explained by the demonstration that leucine substitution by serine or
threonine at position 810 in helix-5 of the MR LBD enables contact with
an alanine at position 773 in helix-3, suggesting that helix-3/helix-5
interaction is critical for ligand-dependent MR activation (Geller et al.,
2000; Zhang et al., 2005; Fuller et al., 2019).

4.2. Ontogenesis of adrenal glands in amphibians

Like in mammals, the adrenal gland in amphibian is constituted of
two tissues, different in function and in embryonic origin: the chro-
maffin tissue that produces the catecholamines and the steroidogenic
tissue that produces glucocorticoid, mineralocorticoid, and androgenic
hormones (Norris and Carr, 2013). In amphibians, the primary gluco-
corticoid is corticosterone. While the adrenals in mammals have a
characteristic cortical-medullary organization with distinct zonation,
such distinctions are lacking in non-mammalian species. In Anurans,
adrenocortical tissue corresponds to irregular nodules organized into a
pair of inter-renal glands on the ventral surface of the kidneys. The
glandular pattern is, on one hand, more medial and diffuse in frogs of the
more primitive families and, on the other hand, more lateral and
aggregated in the more advanced families (Milano and Accordi, 1986).
In Urodeles, the adrenal glandular structure is variable without a clear
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Fig. 3. Expression of corticosteroid receptors and their ligands throughout evolution.
CR: ancestral corticosteroid receptor, GR: Glucocorticoid Receptor, MR: Mineralocorticoid Receptor, F: Cortisol, DOC: Deoxycorticosterone, la-B: 1 alpha-
corticosterone, 11BHSD2: 11 beta-hydroxysteroid dehydrogenase type 2 (adapted from and courtesy of P. Prunet, INRA Rennes, France).
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taxonomic pattern, although increased compactness of the gland and
mingling of steroidogenic and chromaffin cells can be found. The
compactness and aggregation of chromaffin and steroidogenic tissues
therefore increase in the transition from primitive to advanced families,
both in urodeles and anurans. Ontogenesis of the gland is similar in all
amphibians studied. The chromaffin originates from neural crest cells by
migration and the primordium of the steroidogenic tissue coincides with
or is near to the mesonephric blastema. In Anuran, the gland develops on
the kidney of mesonephric type by a moderate cell proliferation of the
dorsal root of the dorsal mesentery leading to the interrenal tissue, ho-
mologous with the mammal’s adrenal cortex. The persistence of the
mesonephros will preserve the contact established between the two
organs during ontogenesis. Until the end of metamorphosis (biological
process by which larva physically transforms after birth into an adult,
involving a conspicuous and relatively abrupt change in the animal’s
body structure, allowing evolution from aquatic to a terrestrial or
semi-terrestrial lifestyle), morphogenesis of the adrenal gland is similar
in all amphibians studied. After metamorphosis in the advanced an-
urans, the adrenal gland may reach its definitive position before sexual
maturity by various means, among which active cellular movements
prevail. The inter-renal gland is generally more active just before
metamorphosis and metamorphic climax. The corticosteroids (CS)
plasma levels are low-to-nondetectable before metamorphosis, but in-
crease significantly at metamorphic climax, in parallel with the rise in
thyroid hormones (TH), the metamorphosis trigger (Jaudet and Hatey,
1984). Surprisingly, whole-body CS content increases before meta-
morphosis and then declines to be low at metamorphic climax or in some
cases shows a small increase at metamorphic climax (Glennemeier and
Denver, 2002; Kloas et al., 1997). Whether these findings represent
species differences or whether changes in whole-body CS content are not
representative of changes in plasma concentrations is currently un-
known. Aldosterone plasma levels first show a significant peak at the
beginning of the climax and again at the middle of the climax.
Whole-body aldosterone peak production is detected before meta-
morphosis and declines thereafter as observed for corticosteroids
(Glennemeier and Denver, 2002; Kloas et al., 1997).

The neuroendocrine system regulates the production of hormones by
the adrenal and thyroid glands (Denver, 2009a). Hypothalamic
corticotropin-releasing factor (CRF) is a common, central regulator of
pituitary adrenocorticotropic hormone (ACTH) secretion and
thyroid-stimulating hormone (TSH) in tadpoles. By regulating TSH and
ACTH secretion, and consequently the production of TH and CS, CRF
controls the timing of metamorphosis integrating developmental pro-
gression and environmental signals. Thus, TH is considered as the pri-
mary morphogen of metamorphosis, while CS synergize with TH to
promote metamorphic changes (Denver, 2009b). Aldosterone could play
a part in the differentiation of adult skin and a role in the conquest of
land (Colombo et al., 2006). However, the history of CS seems more
linked to the struggle for survival and environmental resources (Denver,
2009D). Interestingly, mast cells, implicated in the regulation of aldo-
sterone secretion, primarily appear in amphibian and their density fol-
lows a seasonal variation, with a rise in summer, linked to
metamorphosis and amphibians’ way out of water (Lopez et al., 2020).

4.3. Ontogenesis of the adrenal gland and the mineralocorticoid pathway
in mammals

4.3.1. Zona glomerulosa and CYP11B2 expression

The adrenal cortex originates from the intermediate mesoderm while
the medulla develops from the neuroectoderm and colonizes the adrenal
cortex around 6-7 GW. In humans, the coelomic epithelium proliferates
starting from 4 GW to form the urogenital crest, which will give rise to
the adrenal glands as well as the gonads and the kidneys. Then, the
adreno-gonadal primordium individualizes from the renal outline, and
splits into the gonadal and adrenal primordium. Around 8 GW in
humans, two different histological layers appear within the adrenal
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primordium, composed of the external definitive zone (DZ), and the
internal fetal zone (FZ), which represents 80% of the volume of the
adrenal cortex at this stage During the second trimester of gestation, a
transition zone (TZ) individualizes between the definitive and fetal
zones (Mesiano and Jaffe, 1997a). The fetal adrenal gland is dynamic
with simultaneous proliferation of progenitor cells within the subcap-
sular layer, centripetal migration and cell apoptosis (Drelon et al.,
2015), the latter being mainly localized in the internal compartment
(Ishimoto and Jaffe, 2011). Many factors are involved in the human
adrenal gland development i.e. hormonal factors, transcription factors
and growth factors. ACTH is one of the main hormonal factor involved in
this process, secreted as early as 8 GW by the fetal pituitary (Ishimoto
et al., 2006); however, it has been demonstrated that pituitary Lutei-
nizing Hormone (LH) and placental human Chorionic Gonadotropin
(hCG) also contribute to adrenal development (Kero et al., 2000). SF1
(Steroidogenic Factor 1) and DAX1 (DSS-AHC critical region on the X
chromosome, gene 1) are two essential transcription factors involved in
adrenal cortex development, both being expressed from 33 days
post-conception within the adrenogonadic primordium (Suntharaling-
ham et al., 2015) SF1 acts as a regulator of many genes involved in
steroidogenesis including the ACTH receptor gene, StAR, CYP17,
HSD3B1, CYP21, and CYP11B1. In addition, DAX1 and SF1 demonstrate
complex functional interactions. Indeed, DAX1 is a transcription
repressor of SF1 target genes, such as StAR, and is able to inhibit tran-
scriptional activation mediated by SF1 (Lalli and Alonso, 2010). The
adrenal gland development is also regulated by many growth factors
such as bFGF (basic Fibroblast Growth Factor), EGF (Epidermal Growth
Factor), IGF-I (Insulin-like Growth Factor I), IGF-II (Insulin-like Growth
Factor II), and the TGFp (Transforming Growth Factor §) family. For
example, IGF-II is thought to stimulate the proliferation of steroidogenic
cells and is involved in the activation of steroidogenesis mediated by
ACTH (Mesiano and Jaffe, 1997b). The three areas of the fetal cortex
(ZD, ZT and ZF) are morphologically and functionally different,
depending on the selective expression of genes involved in steroido-
genesis, thus allowing specificity for hormone biosynthesis (Narasaka
et al., 2001). The definitive zone expresses both the 3pHSD2 and
CYP11B2 enzymes allowing for aldosterone biosynthesis. Recent studies
showed that 3pHSD2 is expressed starting from 18 GW in both definitive
and fetal zones whereas expression of CYP11B2 only appears around 24
GW and is restricted to the subcapsular layer of the adrenal gland
(Coulter and Jaffe, 1998; Naccache et al., 2016). This relatively late
expression may explain the absence of detection of plasma aldosterone
in fetuses from 9 to 20 GW (Johnston et al., 2018) Recent studies have
also demonstrated a delayed CYP11B1 activity both in the ZD and ZT
(Kamrath et al., 2014; Travers et al., 2018). Aldosterone production
begins during fetal life with detectable plasma concentrations in pre-
mature newborns as early as 25 GW (Bourchier, 2005; Martinerie et al.,
2015). Plasma aldosterone concentration increases until term (Martin-
erie et al., 2015), in relation to a fetal neo-synthesis (Bayard et al.,
1970).

In mice, organogenesis of the adrenal gland follows the same
developmental stages during gestation (which lasts approximately 21
days long). It begins on the 9th day of gestation (E9). Zoning begins
around E12, and the different areas of the cortex are identifiable at E16.
Plasma aldosterone concentrations are detected in the fetus as early as
E16 (Wotus et al., 1998). Thus, the establishment of aldosterone
biosynthesis from the fetal stage appears as well-preserved among
mammals. At birth, the adrenal gland in a full-term newborn is capable
of secreting large amounts of aldosterone, with circulating concentra-
tions usually 10-fold higher than in an adult. Plasma aldosterone con-
centration will then decrease gradually during the first year of life in
humans to reach concentrations close to that of the adult, around the age
of 1 year (Martinerie et al., 2015).

4.3.2. MR, 114HSD2 and target genes
MR expression during renal development shows a particular profile
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with a biphasic expression. It is followed in parallel by all the other
players of the mineralocorticoid signaling pathway, expressed in the
distal parts of the nephron (113HSD2 enzyme and target genes). This
biphasic renal expression profile is extremely well-preserved between
mice and humans (Fig. 4). Renal expression of MR, 113HSD2, and MR
target genes is transient during gestation (between 15 and 30-34 GW in
humans; and E16 and E18 in mice), then subsequently decreases as the
term of birth approaches, before increasing again during the postnatal
period, after the first week of life in mice. Renal expression of MR then
increases very gradually during the first year of life in humans, along
with the decrease in plasma aldosterone concentrations (Martinerie
et al.,, 2009b). Thus, the mineralocorticoid signaling pathway is
repressed in the kidney at birth, both in mice and humans. In contrast,
this expression pattern is not identical in other organs where the
mineralocorticoid signaling pathway is also expressed, such as the lung
(Martinerie et al., 2013). Indeed, while in the heart and brain, expres-
sion of the MR and of the mineralocorticoid signaling pathway un-
dergoes the same variation during development, the decrease of MR
expression is not observed in the lung at the time of birth, where it is, on
the contrary, maintained (Fig. 4). The expression of this signaling
pathway is therefore tissue-specific and variable during development,
particularly in the renal tubule, identically between mice and humans,
suggesting an important physiological role in the preparation and/or the
adaptation to extrauterine life.

5. Physiological role during the perinatal period?

It seems relevant to question the role of this tissue-specific and
temporal expression pattern of the mineralocorticoid pathway during
development. The first element to consider concerns the fetal period.
Interestingly, both in mice and in humans, the appearance of MR at E16
and around 15-20 GW, respectively, corresponds to the initiation phase
of skin keratinization (Underwood et al., 2005). It is, thus, highly
possible that from this stage of development and onward the exchanges
between fetal internal environment and the amniotic fluid are no longer
passive, and that a mode of regulation at the renal level becomes
necessary and pivotal. Subsequently, changes in renal MR expression
could be related to variations of tonicity (and sodium content) of the
surrounding environment (Underwood et al., 2005), somehow remi-
niscent of what is observed in fish. As mentioned in chapter 4.1, fishes,
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Fig. 4. Mineralocorticoid receptor expression profile during development in
mice and humans.
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in particular salmons, express MR in their gills. When they acclimate
from a freshwater environment to a saltwater environment during their
life, MR expression adapts, being repressed, and inversely, upregulated
when salmons return to freshwater, thus making it possible to maintain
the water and sodium balance in the interior environment (Kiilerich
et al., 2015). Similarly, the osmolality of the amniotic fluid is stable in
mice up to E16.5, where it decreases sharply (in parallel with the in-
crease in MR renal expression), preceding a sharp increase before birth
(Cheung and Brace, 2005; Desai et al., 2003) which coincides with the
decrease in renal MR expression (Martinerie et al., 2009b). In addition,
in humans, after birth, the newborn kidney must adapt from an aquatic
environment to an air environment. The newborn must adjust to a very
low sodium intake from breast milk, which further decreases during the
first days of life (Koo and Gupta, 1982) (again reflecting the gradual
increase in renal MR expression after the first week of life). At birth, the
newborn kidney lacks MR expression, thus making it unresponsive to
aldosterone. As we have seen above, aldosterone is secreted in large
quantities by the adrenal gland in late pregnancy and at birth. This
relative renal resistance to its action leads to a state of transient
pseudo-hypoaldosteronism, associating hyponatremia (by sodium
depletion), hyperkalemia, urinary sodium and water losses, accounting
for neonatal weight loss observed physiologically during the first days of
life (Martinerie et al., 2009a). Conversely, expression of MR is main-
tained in the lung at birth. The lung can therefore respond to high
concentrations of aldosterone, and thus allow the resorption of pulmo-
nary fluid, through expression of ENaC, the alpha subunit being a target
gene of the aldosterone-MR complex (Helve et al., 2004). Kidneys are
then able to eliminate this excessive fluid. Finally, aldosterone could
also have a direct role on the blood vessels and allow an increase in
systemic vascular resistance at birth (Romagni et al., 2003). Aldosterone
therefore appears to be a central hormone in the adaptation to extra-
uterine life. Interestingly, regarding evolution, aldosterone is first
detected in the lungfish, primary living being able to breathe, and in
amphibians, whose ancestors came out of water during the terrestriali-
zation, emphasizing this hypothesis (Fig. 3).

6. Animal models and pathophysiological situations
demonstrating this central role in neonatal adaptation

6.1. Defects in the activation of the mineralocorticoid signaling pathway

The physiological importance of the mineralocorticoid signaling
pathway is largely underscored by human pathologies as well as com-
forted by the phenotypes of recently generated knock-out animal models
(both in mammals and in fish). The total as well as cell-specific gene
inactivation have further deciphered the functional aspect and the mo-
lecular events involved in the mineralocorticoid signaling. Approxi-
mately one hundred MR loss-of function mutations presenting with a
pseudohypoaldosteronism have been reported in humans (Zennaro and
Fernandes-Rosa, 2017) as opposed to the unique MR gain-of-function
mutation described in a family in which affected carriers presented
with early arterial hypertension exacerbated during pregnancy (Geller
et al., 1998). The major role of MR in sodium and water homeostasis has
been further corroborated by the phenotype of animal models. For
instance, total MR knock-out mouse model has been generated almost
three decades ago (Berger et al., 1998) and demonstrated that despite a
normal in utero development, newborn mice prematurely die at 10 days
of life from severe salt and water wasting that could be partially suc-
cessfully treated with salt supplementation through intra-peritoneal
injections (Bleich et al., 1999). In addition, a siRNA strategy against
MR in the rat (Lim et al., 2008) further demonstrated the importance of
renal MR expression for an appropriate water and sodium homeostasis.
Cell-specific and sometimes inducible MR gene invalidation including
principal renal cells (Ronzaud et al., 2011), cardiomyocytes (Ouv-
rard-Pascaud et al., 2005), endothelial cell (Laursen et al., 2018),
macrophage (Rickard et al., 2009), adipocyte (Caprio et al., 2007),
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neuronal (van Weert et al., 2019) have also elucidated key molecular
events regulated by MR. Constitutive corticosteroid knockout zebrafish
and medaka which constitute viable animal models of corticosteroid
receptor gene inactivation have been generated (Sakamoto et al., 2018)
and besides the role of MR in osmoregulation notably in mammals, these
models allowed to point out towards a well conserved function of
corticosteroid receptor in vertebrates integrating brain-behavior and
visual responses, consistent with the presence of MR in the mammal
retina (Zhao et al., 2012). These studies in fish underscore that MR
signaling is clearly not restricted to osmoregulation but may have a
wider physiological impact that remains to be further elucidated
(Rossier, 2016). Concerning ligand inactivation in humans, approxi-
mately forty-five inactivating mutations of the CYP11B2 gene, encoding
the cytochrome P450 enzyme aldosterone synthase responsible for
aldosterone synthesis and production have been described to date (Miao
et al., 2019). Aldosterone deficiency syndrome is a rare autosomal
recessive disorder in infants characterized by hyponatremia, severe
hyperkalemia, associated with salt wasting, dehydration and failure to
thrive contrasting with low plasma aldosterone concentrations while
18-hydroxycorticosterone concentration might differentiate the level of
enzymatic defect. The recent liquid chromatography coupled to mass
spectrometry (LC-MS/MS) method should now facilitate quantification
and identification of appropriate steroid levels both in human plasma
and urinary samples (Pussard et al., 2020; Travers et al., 2017). Genetic
analyses, notably by next generation sequencing, demonstrated classical
genetic alterations, the most common being missense and nonsense
mutations, leading to an impaired enzymatic activity (Miao et al., 2019).

6.2. Transient pseudohypoaldosteronism

In addition to these genetic diseases, there are pathological situations
where a transient, non-physiological pseudohypoaldosteronism appears
(Bogdanovic et al., 2009). These pseudohypoaldosteronisms result in
hyponatremia, hyperkalemia, metabolic acidosis and severe dehydra-
tion with major urinary sodium loss. They are essentially linked to the
occurrence of an infection of the upper urinary tract (pyelonephritis)
with or without underlying uropathy; and have the particularity of
occurring mainly in infants under 3 months of age, most notably in
males (Bogdanovic et al., 2009). They will disappear with the correction
of the urinary tract infection, but during the acute phase, they will
require active management by sodium and water supplementation. The
pathophysiology may be related to low renal expression of the miner-
alocorticoid pathway during this period of life, and to inflammation
(through the activation of NF-KB factor) that may further downregulate
MR expression and activation (de Seigneux et al., 2008). The fact that
boys seem more particularly affected, could be explained by a sexual
dimorphism in the renal expression of the mineralocorticoid signaling
pathway (Dumeige et al., 2017), making boys more sensitive to a decline
in its expression.

6.3. Specificity of the premature infants

The mineralocorticoid signaling pathway seems essential in the
postnatal period. Thus, it can be wondered if the premature infant,
whose organ maturation is not yet completed, has the capacity to adapt
at birth. Aldosterone secretion increases gradually during fetal life,
starting from 25 GW (Bourchier, 2005; Martinerie et al., 2015). Very
premature infants (birth before 32 GW), therefore have a limited ca-
pacity for aldosterone neo-synthesis (linked to an overall immaturity of
the adrenal gland associated with a specific lack of biological activity of
the 11-p-hydroxylase enzyme (Kamrath et al., 2014; Travers et al.,
2018). The adrenal gland is not able to adapt to neonatal changes, and
aldosterone concentrations remain 3 to 4 times lower than in a full-term
newborn (around 300 pg/mL compared to 1000 pg/mL on average, by
RIA measurement) (Martinerie et al., 2015). It should be noted, how-
ever, that these concentrations are 4 times higher than that of an adult
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(on average 80 pg/mL) again underlining the importance of this hor-
mone, which must be secreted in large quantities, for optimal postnatal
adaptation. Thus, despite a transient MR expression at the renal level in
very premature infants between approximately 25 and 30 GW, allowing
the kidney to respond transiently to the action of aldosterone (Martin-
erie et al, 2009b, 2015), the relatively low secretion of aldosterone does
not permit an active sodium reabsorption during the first weeks of life.
Likewise, the lung has difficulty reabsorbing alveolar fluid (Helve et al.,
2004).

7. Conclusions

The mineralocorticoid signaling pathway therefore appears to be a
primary pathway for adaptation to extrauterine life. Regarding evolu-
tion, while MR is already expressed in fish, aldosterone expression ap-
pears in the amphibian, one of the first living being that evolves outside
water. Similarly, aldosterone secretion increases throughout gestation in
mammals, preparing the fetus for its extrauterine life, reaching levels in
full-term newborns approximately 10-fold higher than that of the adults.
Defects in aldosterone production or activation of the mineralocorticoid
pathway result in neonatal maladaptation at birth. In premature new-
borns, due to the relative low levels of circulating aldosterone, a sodium
wasting syndrome sets in, causing dehydration, hyponatremia and
hyperkalemia, which can be life-threatening. Altogether, results ob-
tained from comparative evolution and over the last ten years specif-
ically in mammals, have shed light on a central role for
mineralocorticoid signaling and have pointed out to new therapeutic
opportunities for preventing urinary sodium loss in very premature
infants.
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Résumé : L'aldostérone et le Récepteur Minéralocorticoide
(MR) controlent la balance hydrosodée. Nous avons démontré
le role déterminant des microARNs (miARNs) dans le controle
post-transcriptionnel de I'expression rénale du MR en réponse
a I'hypertonicité dans les cellules rénales KC3AC1T. Les miARNs
324-5p et 30c-2-3p affectent directement la stabilité du
transcrit Nr3c2 (MR) et agissent de concert avec la protéine de
liaison a I’ARN, Tis11b pour déstabiliser le transcrit Nr3c2 (MR)
et le transcrit Elavl1l (HuR), qui code une autre protéine de
liaison a I'ARN connue pour augmenter I'expression du MR. La
surexpression de ces miARNs (par des lentivirus ou des
Mimics) dans les cellules rénales diminue I'expression du MR
et altére la sensibilité de réponse a l'aldostérone. Nous avons
confirmé que leur expression est augmentée dans les reins de
souris traitées par le furosémide, qui augmente la tonicité
luminale relative du tubule distal.

Nous avons ensuite cherché a savoir si ce mécanisme de
régulation, qui a été identifié dans des cellules rénales adultes,
est pertinent durant la période périnatale, ou des variations de
tonicité sont observées en raison du passage de la vie

aquatique intra-amniotique a la vie extra-utérine. Nous
avons d'abord montré une corrélation négative entre
I'expression de ces deux miARNs avec celle du MR dans le
rein  de souriceaux obtenus a différents stades
embryonnaires. Ensuite, nous avons modulé I'expression de
ces miARNs dans des cultures primaires de cellules rénales
de souris sacrifiées a JO et J8. Nos résultats ont montré que
seule la surexpression du miR-30c-2-3p, a J8, diminue de
30% l'expression du MR, mesurée par RT-gPCR. L'impact de
la surexpression du miR-30c-2-3p sur I'expression des genes
cibles du MR doit encore étre étudié. Chez les nouveau-nés
prématurés, I'expression rénale du MR, qui est faible a la
naissance, est corrélée a une perte urinaire plus importante
d'eau et de sel. La quantification de ces miARNs urinaires et
leur corrélation avec la sévérité de la perte sodée indiquera
si ces miARNs pourraient étre utilisés comme des cibles
thérapeutiques ou des biomarqueurs pronostiques, qui
pourraient améliorer la prise en charge de ces enfants
prématurés.

Title: Role of microRNAs in the post-transcriptional control of renal Mineralocorticoid Receptor expression in physiology and

pathophysiology

Keywords: Mineralocorticoid Receptor, Aldosterone, microRNAs, Hypertonicity, Perinatal period

Abstract: Aldosterone and the Mineralocorticoid Receptor
(MR) control salt and water balance. We have demonstrated
the pivotal role of microRNAs (miRNAs) in the post-
transcriptional control of renal MR expression in response to
hypertonicity in KC3AC1 renal cells. miR-324-5p and miR-30c-
2-3p directly affect the stability of the Nr3c2 (MR) transcript
and act in concert with the RNA-binding protein, Tis11b to
destabilize Nr3c2 (MR) transcript and Elavl1 (HuR) transcript,
which encodes another RNA-binding protein known to
increase MR expression. Overexpression of these miRNAs (by
lentiviral particles or Mimics) in renal cells decreases MR
expression and alters aldosterone response sensitivity. We
confirmed that their expression is increased in the kidneys of
mice treated with furosemide, which increases relative luminal
tonicity in the distal tubule.

We then investigated whether this regulatory mechanism,
which has been identified in adult kidney cells, is relevant
during the perinatal period, where variations of tonicity are

observed due to the transition from intra-amniotic to extra-
uterine life. We first showed a negative correlation between
the expression of these two miRNAs with that of the MR in
the kidney of mice obtained at different embryonic stages.
Then, we modulated the expression of these miRNAs in
primary cultures of mouse kidney cells sacrificed at DO and
D8. Our results showed that only overexpression of miR-30c-
2-3p, at D8, decreased MR expression by 30% as measured
by RT-qPCR. The impact of miR-30c-2-3p overexpression on
the expression of MR target genes still needs to be
examined. In preterm infants, low renal MR expression at
birth is correlated with a greater urinary loss of water and
salt. Quantification of these urinary miRNAs and correlation
with the severity of sodium wasting will indicate whether
these miRNAs could be used as therapeutic targets or
prognostic  biomarkers, which could improve the
management of these preterm infants.
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