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Contribution of microRNAs in infertility

Apport des micro ARN dans linfertilité
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ABSTRACT

Micro RNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs that regulate gene expres-
sion. Many studies show that they are implicated in essential physiological
functions and particularly in fertility.

Specific alterations of miRNA expression have been identified directly
involved in infertility ,such as obesity and diabetes ,Polycystic ovary
syndrome (PCOS) ,premature ovarian failure and Endometriosis.

they could be used as biomarkers and their possible use as diagnostic and
prognostic markers of infertility.
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RESUME

Les micro-ARN (miARN) sont des petits ARN régulateurs de l'expression
génique. De nombreux travaux ont montré leur implication dans des
fonctions physiologiques cellulaires essentielles et en particulier dans la
fertilité.

Les altérations d’expression de plusieurs miARN pourraient étre impliquées
dans les mécanismes d’infertilité tels que, lobésité et le diabete, le
syndrome des ovaires polykystiques (SOPK), linsuffisance ovarienne
prématurée et 'endométriose.

Ces molécules pourraient étre utilisées comme de véritables biomarqueurs,
ainsi que leur possible utilisation en tant qu’outils diagnostiques et du
pronostic dans le domaine de linfertilité.
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INTRODUCTION

Un des grands enjeux actuels dans le domaine thérapeutique médical,
concerne le développement de nouvelles méthodes de diagnostic, notam-
ment celles liées a lutilisation des marqueurs biologiques. Parmi ces
derniers, les mi-ARN suscitent beaucoup d’intéréts ; particulierement dans
le domaine de l'infertilité ou ils sont utiles comme moyens non invasifs pour
détecter et suivre certaines pathologies et méme de prévoir les résultats.

OBJECTIF : Montrer l'implication clinique des micro ARN dans le diagnostic
et la prise en charge de linfertilité.

GENERALITES : Les micro-ARN ont été découverts en 1993.Ce sont des
petits ARN non codants, Ils assurent la régulation post transcriptionnelle
des genes. lls régulent, 30% du génome codant pour les protéines Y.

Ils contrélent ainsi ['expression des genes impliqués dans plusieurs proces-
sus biologiques ('apoptose, la prolifération, la différenciation et la
métastase). 12
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Figurel : Perspective historique sur I'évolution des connaissances sur miARN.

miR: microARN; UTR: rég ion non traduite; CDS: séquences codantes;
LNA:acide nucléique verrouillé
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SYNTHESE DES MICRO-ARN : La synthése commence dans le noyau, a
partir de précurseurs.

Ces derniers, apres plusieurs processus de maturation, ils sont transportés
dans le cytoplasme par transport actif. 1/

Au niveau du cytoplasme les micro-ARN sont liés a des protéines qui vont
les transportées vers leurs différentes cellules cibles. ¥
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Figure2 : biogenese des micro ARN ¢

FONCTION DES MICRO-ARN : L'action principale des mi-ARN est l'inhibition
de la synthese des protéines en inhibant ['expression des genes codants
pour ces protéines, et ceci par inhibition de la traduction de 'ARNm ou la
dégradation de celui-ci. &7:¢

Un seul mi-ARN peut réguler plusieurs ARNm et par conséquent ['expression
des protéines correspondantes [*.

Certains mi-ARN sont spécifiques aux tissus, d’autres sont retrouvés dans
plusieurs tissus différents. 1%

En plus de cette inhibition des ARNm, des études ont montré que les mi-ARN
peuvent agir comme activateurs de la traduction des ARNm cibles. ©I

Selon que les mi-ARN soient surexprimés ou au contraire ayant une diminu-
tion de l'expression, on aura une modification du métabolisme cellulaire et
tissulaire et 'apparition d’anomalies a l'origine de plusieurs pathologies ¥

TECHNIQUES D’IDENTIFICATION DES MI-ARN ET DE LEURS CIBLES

Ils sont identifiés a l'aides d’outils bio-informatiques et de séquengage
génomique.

D’autres techniques d’analyse peuvent étre utilisés comme : la PCR, la
capture par des billes lumineuses, les puces a ADN, I’hybridation in situ et le
séquencage direct.

Tableaul: Logiciels de prediction des cibles de mi-ARN [8]

Tableau Logiciels de prédiction de cibles microARN (non exhaustif).

Site internet

Logiciels de prédiction de cibles microARN

RNAi web: site regroupant un grand nombre d’adresses
de sites de prédiction des microARN (RegRNA, miRacle,
RNA22, RNAhybrid, miRU [plantes], miRBase)

PicTar

MicroRNA.org (miRanda)

DIANA-micraT

TargetScanHuman

ProMir (Probabilistic miRNA prediction)

MiRDeep (analyse de microARN dans le cadre des
séquencage haut débit)

http:/ /vww.rnaiweb.com

http:/ /www.pictar.mdc-berlin.de
http:/ /www.microma.org
http://www.diana.cslab.ece.ntua.gr/microT
http://www.targetscan.org/

http://www.cbit.snu.ac.kr/~ ProMiR2/introduction.html
http://www.mdc-berlin.de/en/research/ research_teams/
systems_biology of gene_regulatory_elements/projects/
miRDeep/

miRAlign http://www.bioinfo.au.tsinghua.edu.cn/miralign/
mirTif http: / /www.mirtif.bii.a-star.edu.sg/
TargetSpy http:/ /www.targetspy.org

Logiciels de localisation de cibles microARN sur un géne
DIANA microTest
Patrocles (étude de polymorphismes)
PolymiRTS
dbSMR

Bases de données de microARN expérimentalement prouvés
TarBase
moRNAMap

http://www.diana.pcbi.upenn.edu/cgi-bin/micro.t.cgi
http://www.patrocles.org

http:/ /www.compbio.uthsc.ed
http://www.miracle.igib.res.in/dbSMR

.php

http://www.diana.cslab.ece.ntua.gr/tarbase
http: //www.mirnamap.mbc.nctu.edu.tw

Les mi-ARN : de bons marqueurs biologiques

Les miARN sécrétées ont beaucoup d’avantages, ce sont de bons marqueurs
biologiques. Les mi-ARN sont stables dans différentes parties du corps
(sérum, salive, urines). Les séquences de la plupart des mi-ARN sont conser-
vées durant 'évolution des especes. L'expression de certains mi-ARN est
spécifique aux tissus ou aux stades biologiques. !
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La premiere étude portant sur l'utilité des mi-ARN comme outils de
diagnostic dans les fluides biologiques a été publiée en 2008 dans une
étude qui détecte les miARN placentaires dans le sérum maternel 14,

La quantité des mi-ARN peut étre facilement évaluée par diverses
méthodes, y compris des procédés tels que la chaine de la polymérase
réaction (PCR), qui permet ['amplification du signal. <!

Les changements des profils d’expression des miARN dans le plasma, le
sérum, l'urine et la salive ont déja été associés a différentes pathologies. %

MICRO ARN ET INFERTILITE
Expression anormale des mi-ARN dans le sang entrainera des troubles
métaboliques tels que

L'obésité et le diabéte.

Le syndrome des ovaires polykystiques (SOPK).

Linsuffisance ovarienne prématurée.

L'endométriose.

1. ' ENDOMETRIOSE: Bien que I'endométriose soit une maladie multifac-
torielle, les mi-ARN jouent le réle de régulateurs d’expression des genes
impliqués dans son apparition ainsi que dans sa sévérité

Des études ont rapporté un profil d’expression différent de vingt-sept
mi-ARN identifiés dans le sang de femmes souffrant d’endométriose par
rapport a celui retrouvés chez des femmes en bonnes santé. 1!

mMiR-17-5p, miR-20a et miR-22 sont sous exprimés dans le sang des femmes
atteintes d’'endométriose. par contre il y’a une surexpression des miR-199a
et miR-122 en cas d’endométriose.*!)

les miR-199a et miR-122 sont utilisés pour évaluer la sévérité de 'endomé-
triose et ainsi suivre ['évolution de la maladie.™)

2. LA RESERVE OVARIENNE: La prise en charge en AMP impose l'évalua-
tion d’un certain nombre de parameétres. parmi eux la réserve ovarienne.
Jusqu’a ce jour, cette évaluation se fait par le de dosage du taux d’AMH
couplé au compte des follicules antraux au 3¢™jour du cycle a 'aide dune
échographie endovaginalelt® 1

Une étude portant sur le profil d’expression de cinque mi-ARN. (miR-320a,-
miR-140, miR- 29a, miR-30a et let-7b) dans le liquide folliculaire et la
possibilité de prédire les resultants en FIV, a comparé le liquide folliculaire
de 91 femmes avec réserve ovarienne normale avec le liquide folliculaire
de 30 femmes atteintes du syndrome des ovaires polykystiques (SOPK),
retrouve que le profil d’expression de ces micro ARN est different entre les
deux groupes de femmes avec une spécificité de 83.8% et une sensibilité
de70%'?)

Aussi cette étude a retrouvé que dans les échantillons de liquide folliculaire
comportant un faible taux d’ovocytes matures le jour de la ponction, il
y’avait un faible taux d’expression du miR-320a"!

Aussi dans cette étude on a retrouvé que le taux de let 7-b dans le liquide
folliculaire prédit la capacité de développement du blastocyste une
sensibilité de 70% et une spécificité de 64.59%.%0:2!

Cette étude a montré aussi que le taux d’expression de miR29a dans le
liquid folliculaire prédit le taux de grossesses cliniques avec une sensibilité
de 83.3% et une spécificité de 53.5%"

L'analyses des mi-ARN dans le sérum des femmes infertiles pourrait nous
renseigner sur la réserve ovarienne.!)

Ainsi ces micro ARN pourraient offrir un bon moyen pour personnaliser les
protocoles en FIV et d’améliorer encore les résultats.?”

3. SYNDROME DES OVAIRES POLY KYSTIQUES (SOPK): L'examen des
cellules adipeuses de la graisse abdominale de 91 femmes atteintes de
SOPK a retrouvé une surexpression du mir-93 et une diminution de
I’expression de GLUT4(principale proteine transporteuse de glucose dans
les cellules de l'organisme.) 12

Les faibles taux de GLUT4 dans le tissu adipeux est lié a une insulinorésis-
tance chez les femmes avec un syndrome des ovaires poly kystiques. *?
Les chercheurs ont aussi découvert deux autres mi-ARN qui régulent
’expression de GLUT4 dans les cellules du muscle cardiaque : mir-133 et
mi-r223. Ces derniers sont surexprimeés dans les cellules des patientes
atteintes de syndrome des ovaires polykystiques. % Des taux élevés de
mir-93 dans les cellules adipeuses induit une insulinoresistance chez les
patientes atteintes de syndromes de ovaires poly kystiques

4. LAFOLLICULOGENESE Une folliculogenese correcte est nécessaire pour
obtenir un ovocyte mature, qui une fois fécondé donne un embryon de
bonne qualité aboutissant a une grossesse. Les mi-ARN en sont les
principaux régulateurs. Ils sont exprimés dans le complexe cumulus-ovo-
cyte des cellules de la granulosa, et certains d’entre eux peuvent étre
retrouvés dans le sang 't

Plusieurs chercheurs étudient ces mi-ARN circulants afin de les utiliser
comme marqueurs biologiques non invasifs pour le diagnostic et le
pronostique de plusieurs troubles gynécologiques et pathologies de la
grossesse. IV
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Une étude a montré qu’une dysfonction dans la biogenese des mi-ARN par
inactivation de la proteine DICER dans les cellules somatiques cause une
infertilité féminine. @

Les génes exprimés dans les ovaires jouent un grand role dans la folliculoge-
nese et la fécondation ainsi que le développement précoce de l'ceuf. %

5. DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE: Au cours de ces derniéres années, la
découverte et la compréhension des mécanismes d’action des mi-ARN offre
un moyen non invasif pour la détection des anomalies ovariennes, la capaci-
té d’'implantation de 'embryon ainsi que ['établissement d’un pronostic lors
d’un suivi pour une FIV. B Aussi 'analyse du profil des mi-ARN dans le liquide
de culture embryonnaire a J3, J5 ou J6 pourrait renseigner sur le développe-
ment embryonnaire et augmenter les chances d’implantation et de
grossesse. 1!

Le transfert d’'embryon unique est de plus en plus pratiqué en FIV pour
réduire les complications liées aux grossesse multiples. Pour cela la sélection
d’un ovocyte et d’un embryon de bonne qualité est essentielle pour amélio-
rer les chances d’implantation de 'embryon et obtenir une grossesse.

Cette sélection est classiquement basée sur des criteres morphologiques
subjectifs. Récemment des études ont montré que cette sélection est
possible par 'analyse du profil d’expression des genes contenus dans les
cellules du cumulus. Ce qui est une méthode non invasive qui reflete a
qualité ovocytaire (dialogue cumulus-ovocyte) et embryonnaire, et ainsi
prédire les résultats en FIV. 24

Les mi-ARN sont impliqués dans la régulation du développement de
lembryon chez les mammiferes. ]

Le profil d’expression des mi-ARN indique que la synthése et la dégradation
des protéines coexistent aux stades précoces de développement de
lembryon. 2!

Aussi les mi-ARN pourraient moduler la différenciation des cellules souches
embryonnaires humaines. 2"

De nombreux mi-ARN sont exprimés dans le développement des embryons
de mammiferes et CSEh, y compris miR-320, miR-92a, laissez-7a et miR-146b
[26, 28]

D’autres études rapportent que la présence d’anomalies d’expression des
mi-ARN dans 'embryon est associé a une infertilité humaine. ¢

Le profil d’expression des mi-ARN varie selon le sexe et les chromosomes. 2
Comme les mi-ARN sont détectés dans les milieux de cultures des embryons
en fécondation in vitro, leur analyse pourrait permettre de suivre leur
développement durant la phase préimplantatoire afin de mieux les
sélectionner, prédire le potentiel d’implantation afin d’améliorer les résultats
en FIv.

6. AVORTEMENTS PRECOCES: Des anomalies d’expression de plus d’une
centaine de mi-ARN ont été retrouvées lorsd’une étude, dans les placentas
des produits de conception des avortements précoces.

Ceci suggerent que le profil d’expression des mi-ARN dans les villosités
choriales pourraitétre lié aux avortements précoces a répétition. 2%

7. LINFERTILITE MASCULINE: Une équipe de chercheurs a Nice ont mis en
évidence que certains mi-ARN sont surexprimés dans des infertilités mascu-
lines. Ces mi- ARN régulent la spermatogenese, ils conduisent les cellules
germinales a 'apoptose. Donc ces travaux permettent d’aboutir a des tests
de diagnostic d’infertilité. D’autre part cela permettrait d’élaborerdes
thérapeutiques qui réduisent la surexpression de ces micro ARN et de traiter
cetteinfertilité masculine. 1%

Dans une autre étude Wang et all ont identifié sept mi-ARN (miR-34c-5p,
miR-122, miR-146b-5p, miR-181a, miR-374b, miR-509-5p, et miR-513a-5p)
avec une expression nettement diminuée en cas d’azoospermie et une
surexpression en casd’asthénospermie. ¢

Dans une autre étude Wu et all ont montré une surexpression des miR-141,
miR-429 et

miR-7-1-3p, chez des hommes atteints d’azoospermie non obstructive.
Cependantl’échantillon pris dans cette étude n’étant pas important, d’autres
études devraientencore étre faites a plus grande échelle. "

Comme les taux des mi- ARN sont stables, avec des profils d’expression
reproductibles,ils pourraient servir comme un bon moyen non invasif de
diagnostic dans Uinfertilitémasculine.®17)

CONCLUSION

Si certains résultats sont prometteurs sur le plan diagnostic et pronostic, la
recherche se poursuit encore pour une meilleure application clinique de ces
mi-ARN.

L'avancée d’un point de vue théorique est palpable, en espérant potentielle-
ment une application thérapeutique ciblée et personnalisée.
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