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**Présentation détaillée en francais (1 page maxi)

Les micro(mi)-RNAs sont de petits ARNs endogenes cadants qui jouent un role clé dans la
régulation de I'expression des genes en contr@dlactumulation de protéines cibles. lls sont
impligués dans différentes fonctions biologiquessnmégalement dans un nombre croissant de
pathologies. L'importance des miRNAs dans I'homasigt cellulaire suggere qu’ils puissent
également jouer un réle dans la physiopathologsesgstemes ostéo-articulaires. La polyarthrite
rhumatoide (PR) est le plus frequent des rhumasiscaractérisée par une inflammation
chronique des articulations qui conduit a leur deesion, mais dont l'origine reste inconnue.
Nous analyserons le profil d’expression des miRNA8z les patients PR afin de déterminer si
une dérégulation de certains mMiIRNAs est impligu@msd cette pathologie. L'étude des
mécanismes mis en jeu éclairera sa physiopatholpgienettra de développer des marqueurs
pronostiques pour une meilleure prise en charge pagients, d’identifier et de valider de
nouvelles cibles thérapeutiques. Les objectifs dent

1. Déterminer si la PR est associée a un profil d’expssion spécifigue des miRNAgn
comparant les résultats de miRNA microarrays dg $dh aux sujets sains.

2. Identifier des miRNAs pouvant servir de marqueurs ponostiques et/ou de nouvelles
cibles thérapeutiquesen comparant les résultats de miRNA microarraysatey d’'un méme
patient PR avant et apres traitement anti-TNF ajets sains, et en fonction de sa réponse/ échec
aux biothérapies.

3. Caractériser les mécanismes cellulaires et molécidas impligués dans la
dérégulation des miRNAs identifiésen mesurant par RT-gPCR I'expression des miRNAs
d’intérét dans les différentes populations de ¢edlimononuclées de sang PR et contrble. Puis en
recherchant les genes cibles de ces miRNAs airsieguvoies de régulation altérées. Des anti-
mMiRNAs et systemes rapporteurs seront utiliséstio dans un modeéle cellulaire développé a cet
effet.

4. Valider in vitro le potentiel thérapeutique des miRNAs PR-spécifiquesen transfectant
les cellules cibles avec un plasmide exprimantréeyrseur du miRNA d’intérét ou avec des
oligonucléotides anti-miRNAs complémentaires. Lisition ou l'augmentation des ARNmM
cibles et de la protéine correspondante seront mdesuafin de valider la correction du
phénotype rhumatoide.



5. Valider in vivo une approche thérapeutique dans I'athrite expérimentale. L’effet
thérapeutique du ciblage des miRNAs identifiés et 2, et validés en 4, combiné a des vecteurs
synthétiques déja validés pour I'ARN interférencevivo, sera évalué dans le modele murin bien
caractérisé de l'arthrite au collagéne
L’'analyse de l'expression des miRNAs dans des greuge patients PR bien caractérisés
permettra de 1) déterminer si les miRNAs représente nouveaux éléments de régulation
impliqués dans la PR, 2) identifier des miRNAs déiés comme marqueurs
prognostiques/diagnostiques permettant une medllguise en charge des patients pour les
traitements, 3) déterminer de nouvelles ciblesagentiques, 4) comprendre les mécanismes
moléculaires de la physiopathologie rhumatoides)eapporter la preuve de concept dans un
modele pré-clinique d’arthrite qu’un ciblage in @ides miRNAs par thérapie génique est une
stratégie thérapeutique viable.

**Présentation détaillée en anglais (id) :

Micro(mi)-RNAs are endogenous regulatory molectihed control physiological pathways at the
post-transcriptional level, but being also respolesifor pathological deregulations. Indeed,
miRNAs are involved in cell proliferation and diféentiation during development, but
deregulation of these genetic regulators can beitapt in the pathogenesis of human disorders,
such as cancer and infection. It seems likely th&®NAs will be implicated in many other
human diseases, and will have promising biomegio&gntials. Rheumatoid arthritis (RA) is the
most frequent inflammatory rheumatism, with unknaaetiology and still unmet medical needs.
We hypothesise that the analysis of miRNA expreskgels in RA patients will assess whether
a subset of mIRNAs is aberrantly expressed in R&hSstudy will help to better understand RA
pathophysiology, to sub-classify patients for tailtade treatment, and to design new targeted
therapeutic strategiesThis project aims at determining the role of miRNAs in RA
pathogenesis and as potential new therapeutic tartee We propose the followings tasks:

* To determine miRNAs specific expression profile assiated with RA by comparing
the miRNAs microarray chip results obtained fromoddl samples of well-characterized
RA patient groups and controls.

 To identify miRNAs that could be used as prognosticmarkers and/or new
therapeutic targets by comparing the miRNAs microarray patterns olgdifrom blood
samples of the same RA patient before and afte+T&f biotherapy with chips from
healthy donors, discriminating responders and mspanders to the treatment.

* To characterize the cellular and molecular mechaniss responsible for the miRNA
deregulation observed in RA.The level of expression of the miRNAs of intenedt be
measured by RT-qPCR in different subsets of pergdi@ood mononuclear cells isolated
from subsets of RA patients and controls. The gearad pathways targeted by the
mMiRNAs of interest will be identified using comptitenal algorithms and validated in
vitro using reporter systems.

» To validate in vitro the therapeutic potential of RA-specific mMIRNAs by transfecting
cells with plasmids encoding miRNA precursors otti-amRNAs oligonucleotides
complementary to the miRNAs of interest. The deseear increase of the targeted
MRNAs and the corresponding proteins that are abaly expressed in RA will be
measured to validate the phenotype correction.

* To validate the RNAi-based therapy in vivo in an egerimental model of RA The
effect of silencing/overexpression of miRNAs ofergst will be investigate in a mouse



model of arthritis using lipoplexes containing amiRNAs oligonucleotides or a plasmid
encoding the miRNA precursor.

Analysis of the expression levels of miRNAs in séapfrom well-characterized RA patient
groups will 1) determine whether miRNAs represemvel regulators involved in RA
pathogenesis, 2) identify miRNAs that could havegpostic/diagnostic implications for efficient
health management, 3) determine the targeted geneaderstand the molecular mechanisms
implicated in the deregulated miRNA networks, 4ritify new therapeutic targets, and 5) bring
pre-clinical proof-of-concept for the manipulatimi miRNA levels by gene therapy as an
attractive new approach for drug development. Meeeoelucidation of the deregulated miRNA

pathways will lead to important new conceptual ghss about gene function and regulation in
RA pathophysiology.
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