Analyses bio-informatiques de la biologie des
microARN : état de I'art, limitations,
questions ouvertes

Hervé Seitz

IGH (UMR 9002, CNRS et univ. de Montpellier)

February 1, 2024

Ce diaporama est disponible a :
http://wuw.igh.cnrs.fr/equip/Seitz/M0D2024.pdf

Analyses
bio-informatiques
de la biologie des

microARN



http://www.igh.cnrs.fr/equip/Seitz/MOD2024.pdf

Particularités des microARN

Analyses
bio-informatiques
de la biologie des

microARN

Particularités des
microARN




Particularités des microARN

miR-656 :

5AAUAUUAUACAGUCAACC Ucu 8

Analyses
bio-informatiques
de la biologie des

microARN

Particularités des
microARN




Particularités des microARN

miR-656 : 5AAUAUUAUACAGUCAACCUCU 8

P Petite taille, non-poly-adénylés : indétectables en
RNA-Seq classique (— Small RNA-Seq).
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miR-656 : 5AAUAUUAUACAGUCAACCUCU 8

P Petite taille, non-poly-adénylés : indétectables en
RNA-Seq classique (— Small RNA-Seq).

» Portent un 5 phosphate, 3"-OH (# la plupart des
produits de dégradation).

» Maturés par des RNases Il a partir de précurseurs en
tige-boucle (# la plupart des produits de dégradation).
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Particularités des microARN

miR-656 : 5AAUAUUAUACAGUCAACCUCU 8

P Petite taille, non-poly-adénylés : indétectables en
RNA-Seq classique (— Small RNA-Seq).

» Portent un 5 phosphate, 3"-OH (# la plupart des
produits de dégradation).
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Particularités des microARN

miR-656 : 5AAUAUUAUACAGUCAACCUCU 8

e
ARNm ALG13 humain (NM_001324291.2) g+ - - AACAUUUAUAUAUAAUACAUARAUUARRCUARRUUAGUG.. . ..,

P Petite taille, non-poly-adénylés : indétectables en
RNA-Seq classique (— Small RNA-Seq).

» Portent un 5 phosphate, 3"-OH (# la plupart des
produits de dégradation).

» Maturés par des RNases Ill a partir de précurseurs en
tige-boucle (# la plupart des produits de dégradation).

» Principal déterminant de reconnaissance des cibles :
complémentarité a la « graine ».
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Particularités des microARN

Le Small RNA-Seq : spécifique des ARN a 5° phosphate,
37-OH.
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Particularités des microARN

Le Small RNA-Seq : spécifique des ARN a 5° phosphate,
37-OH.

377 reads, 21 reads per million, 62 experiments

Juse GUG AUUAUACAGUCAACCUCL
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(profils tirés de miRBase)
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3 ,—OH_ micro.

17364 reads, 380 reads per million, 103 experiments
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Le Small RNA-Seq : spécifique des ARN a 5° phosphate, Particuarités des
3 ,—OH_ micro.

17364 reads, 380 reads per million, 103 experiments

N
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(profils tirés de miRBase)

— Importance du profil de couverture en Small RNA-Seq.
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Le Small RNA-Seq : spécifique des ARN a 5° phosphate, Particuarités des
3,_OH' micro,

17364 reads, 380 reads per million, 103 experiments
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(profils tirés de miRBase)
— Importance du profil de couverture en Small RNA-Seq.

Pas de moyennage des biais de ligation (Jayaprakash et al.,
2011; Kim et al., 2019)
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Le Small RNA-Seq : spécifique des ARN a 5° phosphate, Particuarités des
3,_OH' micro,

17364 reads, 380 reads per million, 103 experiments

-
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(profils tirés de miRBase)
— Importance du profil de couverture en Small RNA-Seq.

Pas de moyennage des biais de ligation (Jayaprakash et al.,
2011; Kim et al., 2019) — adaptateurs flanqués de

poly(N), ...
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Répression des cibles

Complémentarité étendue (= nt 2-14 parfaitement
appariés) : clivage de I"’ARN-cible.
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Répression des cibles

Complémentarité étendue (= nt 2-14 parfaitement
appariés) : clivage de I"’ARN-cible.

miR-127 : SUCGGAUCCGUCUGAGCUUGGCU

R
ARNm Ril1 murin (NM_184109.2) ;.. .unsunsccunsc%gycmcc@ccmc. -
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Répression des cibles

Complémentarité étendue (=~ nt 2-14 parfaitement
appariés) : clivage de I'’ARN-cible. Rare chez les Bilatériens!

Analyses

bio-informatiques
de la biologie des
microARN

Répression des
cibles



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/20703300/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22751203/

Analyses

bio-informatiques

Répression des cibles de T cogie des
Complémentarité étendue (=~ nt 2-14 parfaitement
appariés) : clivage de I'’ARN-cible. Rare chez les Bilatériens! freccion o
epression des
cibles

Sinon : un effet double :



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/20703300/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22751203/

Répression des cibles

Complémentarité étendue (=~ nt 2-14 parfaitement
appariés) : clivage de I'’ARN-cible. Rare chez les Bilatériens!

Sinon : un effet double :
» dégradation exonucléolytique (moins efficace) ;

Analyses

bio-informatiques
de la biologie des
microARN

Répression des
cibles



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/20703300/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22751203/

Répression des cibles

Complémentarité étendue (=~ nt 2-14 parfaitement
appariés) : clivage de I'’ARN-cible. Rare chez les Bilatériens!

Sinon : un effet double :
» dégradation exonucléolytique (moins efficace) ;
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Répression des cibles

Complémentarité étendue (=~ nt 2-14 parfaitement
appariés) : clivage de I'’ARN-cible. Rare chez les Bilatériens!

Sinon : un effet double :
» dégradation exonucléolytique (moins efficace) ;
P répression traductionnelle des ARN restants.

Contributions relatives a la répression : ~85% dégradation,

15% répression traductionnelle (Guo et al., 2010).
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cibles

Sinon : un effet double :
» dégradation exonucléolytique (moins efficace) ;

P répression traductionnelle des ARN restants.

Contributions relatives a la répression : ~85% dégradation,
15% répression traductionnelle (Guo et al., 2010).

Le Small RNA-Seq est si sensible qu'il détecte des miARN
trop peu abondants pour réellement réprimer des cibles
(Mullokandov et al., 2012).
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Complémentarité étendue (=~ nt 2-14 parfaitement
appariés) : clivage de I'’ARN-cible. Rare chez les Bilatériens!

Répression des
cibles

Sinon : un effet double :
» dégradation exonucléolytique (moins efficace) ;

P répression traductionnelle des ARN restants.

Contributions relatives a la répression : ~85% dégradation,
15% répression traductionnelle (Guo et al., 2010).

Le Small RNA-Seq est si sensible qu'il détecte des miARN
trop peu abondants pour réellement réprimer des cibles
(Mullokandov et al., 2012).

— dans la littérature, énormément d'assignations
fonctionnelles aberrantes.
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Identification a haut débit des cibles de microARN

» Transcriptomique et protéomiques différentielles.
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Identification a haut débit des cibles de microARN

» Transcriptomique et protéomiques différentielles.
» Cibles directes : immuno-précipitation du complexe
effecteur.
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Identification a haut débit des cibles de microARN

» Transcriptomique et protéomiques différentielles.
» Cibles directes : immuno-précipitation du complexe

effecteur.

Probléme conceptuel : observer une répression (ou une
interaction physique) ne garantit pas sa fonctionnalité.
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I[dentification a haut débit des cibles de microARN [Esens

microARN

» Transcriptomique et protéomiques différentielles.
» Cibles directes : immuno-précipitation du complexe

effecteur.

N , . Identification a
Probléme conceptuel : observer une répression (ou une haut débit des
. . . . . ., cibles de
interaction physique) ne garantit pas sa fonctionnalité. microARN

— Intérét des prédictions informatiques.

» Recherche de seed matches dans les 3 UTR
» Conservées dans |'évolution

Probablement le meilleur prédicteur : TargetScan.

@(gstscantuman et
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Limitations de la génomique comparative

Conservation du seed match indépendante du miARN.

~ 1500 familles de miARN, pour 45=4096 hexameres
possibles.
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Conservation du seed match indépendante du miARN.

~ 1500 familles de miARN, pour 45=4096 hexameres
possibles.

USP9X mRNA miR-134 site
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Conservation du seed match indépendante du miARN.

~ 1500 familles de miARN, pour 45=4096 hexameéres
possibles.

USP9X mRNA miR-134 site
—
/// \\\ Limitations de la
e \\\ génomique

Mus musculus CCAG GAARA-UUUU-| — compative
Homo sapiens jcacuc- G-

Sus scrofa fc----| -

Bos taurus jcccu c-ac

Sarcophilus harrisii leacut lean

Monodelphis domestica jeacu lean

Gallus gallus juccut lcaac

Taeniopygia guttata uccu jcaac:

Danio rerio iAaGC

S [RNRNAN

miR-134; , GGGGAGACCAGUUGGUCAGUGU .

I: conserved in 8 or 9 species out of 9 D: conserved in 6 or 7 species out of 9 D conserved in less than 6 species out of 9




Limitations de la génomique comparative

Conservation du seed match indépendante du miARN.

~ 1500 familles de miARN, pour 45=4096 hexameéres
possibles.

USP9X mRNA miR-134 site

e

miR-134 Mus musculus
Homo sapiens

Sus scrofa

Bos taurus

S [RNRNAN

miR-134; , GGGGAGACCAGUUGGUCAGUGU .

I: conserved in 8 or 9 species out of 9 D: conserved in 6 or 7 species out of 9 D conserved in less than 6 species out of 9
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Pourcentage parmi les sites ancestraux
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[ : Evolution accélérée dans le clade-frére

[ : Evolution accélérée dans le clade de perte

[_]: Conservé également dans le clade de perte et le clade-frére
[[]: Pas significativement conservé dans le superclade
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mIR-656 choz
Myomorpha

mIR-676 choz
Feloidea

miR-769 choz
Whippomorpha

miR-885 chez mIR-3950 chez miR-458 chez miR-325-3p chez miR-598 chez miR-456 chez mIR-460bchez mIR-31chez miR-541 che
Myomorpha  Myomorpha Theria Bovidae Ferae ammalia  MammaliaProtacanthopterygii  Feliformia

[ : Evolution accélérée dans le clade-frére

Il : Evolution accélérée dans le clade de perte

[_]: Conservé également dans le clade de perte et le clade-frere
[[1: Pas significativement conservé dans le superclade
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0

mRgS6choz  mIRTE choz  mRTEY chez | miR88S chez miR3950 choz  mR-458 choz MIR3253p choz MRSG8 chez  miR4S6 choz miR 460 choz mRI1choz  miRS41 cha
Myomorpha  Feloidea  Whippomorpha  Myomorpha  Myomorpha Mammalia  Mammalia Protacanthopterygii Felformia

Limitations de la

génomique
comparative

Pourcentage parmi les sites ancestraux

[E0: Evolution accélérée dans le clade-frére

Il : Evolution accélérée dans le clade de perte

[_]: Conservé également dans le clade de perte et le clade-frere
[[1: Pas significativement conservé dans le superclade

— La plupart de ces seed matches sont conservés
indépendamment du miARN : faux positifs dans I'approche
en génomique comparative.




Conclusion

Des propriétés biochimiques uniques (taille, nature des
extrémités), qui impliquent des protocoles expérimentaux et
informatiques dédiés.
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Sensibilité du Small RNA-Seq : parfois source de confusion.
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Conclusion

Des propriétés biochimiques uniques (taille, nature des
extrémités), qui impliquent des protocoles expérimentaux et
informatiques dédiés.

Sensibilité du Small RNA-Seq : parfois source de confusion.

Fixation des cibles : reconnaissance digitale (# facteurs de
transcription, RNA-binding proteins : analogique), qui
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Analyses
bio-informatiques
de la biologie des

microARN

Conclusion




Conclusion

Des propriétés biochimiques uniques (taille, nature des
extrémités), qui impliquent des protocoles expérimentaux et
informatiques dédiés.

Sensibilité du Small RNA-Seq : parfois source de confusion.

Fixation des cibles : reconnaissance digitale (# facteurs de
transcription, RNA-binding proteins : analogique), qui
facilite la prédiction.

Des faux positifs aussi bien dans les approches
expérimentales qu'informatiques pour identifier les cibles
fonctionnelles.
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