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Particularités des microARN

I Petite taille, non-poly-adénylés : indétectables en
RNA-Seq classique (−→ Small RNA-Seq).

I Portent un 5 ́ phosphate, 3 ́-OH (6= la plupart des
produits de dégradation).

I Maturés par des RNases III à partir de précurseurs en
tige-boucle ( 6= la plupart des produits de dégradation).
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Particularités des microARN

miR-656 :
5´ 3´

            AAUAUUAUACAGUCAACCUCU
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Particularités des microARN

(structure tirée de miRBase)

https://mirbase.org/
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Particularités des microARN

miR-656 :
5´ 3´

            AAUAUUAUACAGUCAACCUCU

I Petite taille, non-poly-adénylés : indétectables en
RNA-Seq classique (−→ Small RNA-Seq).

I Portent un 5 ́ phosphate, 3 ́-OH ( 6= la plupart des
produits de dégradation).

I Maturés par des RNases III à partir de précurseurs en
tige-boucle ( 6= la plupart des produits de dégradation).

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

miR-656 :
5´ 3´

5´3´

            AAUAUUAUACAGUCAACCUCU
             ||||||| 
...AACAUUUAUAUAUAAUACAUAAAUUAAACUAAAUUAGUG...ARNm ALG13 humain (NM_001324291.2) :

I Petite taille, non-poly-adénylés : indétectables en
RNA-Seq classique (−→ Small RNA-Seq).

I Portent un 5 ́ phosphate, 3 ́-OH ( 6= la plupart des
produits de dégradation).

I Maturés par des RNases III à partir de précurseurs en
tige-boucle ( 6= la plupart des produits de dégradation).

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

Le Small RNA-Seq : spécifique des ARN à 5 ́ phosphate,
3 ́-OH.

−→ 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), ...

Stratégie expérimentale

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21890899/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21890899/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30605524/
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Le Small RNA-Seq : spécifique des ARN à 5 ́ phosphate,
3 ́-OH.
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Répression des cibles

Complémentarité étendue (≈ nt 2–14 parfaitement
appariés) : clivage de l’ARN-cible.

miR-127 :
5´ 3´

5´3´
ARNm Rtl1 murin (NM_184109.2) :

       UCGGAUCCGUCUGAGCUUGGCU
        |||||||||||||||||||||
...UAGUAGCCUAGGCAGACUCGAACCGACCAGC...
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Répression des cibles

Complémentarité étendue (≈ nt 2–14 parfaitement
appariés) : clivage de l’ARN-cible.
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Répression des cibles

Complémentarité étendue (≈ nt 2–14 parfaitement
appariés) : clivage de l’ARN-cible.

Rare chez les Bilatériens !

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

Contributions relatives à 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.

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/20703300/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22751203/
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Identification à haut débit des cibles de microARN

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

effecteur.
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Identification à haut débit des cibles de microARN

(tiré de Mockly et
Seitz, 2019)

Truncated cDNA

Partial RNA digestion

Immuno-precipitation

Reverse transcription

Ago

target RNA

miRNA

U.V. crosslinking

Gel purification,
proteolysis

Adapter ligation,
gel purification

cDNA

Full-length cDNA

Amplification,
sequencing

mRNA

Tag clusters

HITS-CLIP

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30963499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30963499
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Photoactivatable
nucleoside

Long wavelength
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PAR-CLIP
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Identification à haut débit des cibles de microARN

(tiré de Mockly et
Seitz, 2019)

Truncated cDNA

Adapter ligation

Partial RNA digestion

Immuno-precipitation

Reverse transcription

Ago

target RNA

miRNA

U.V. crosslinking

Gel purification,
proteolysis

Adapter ligation,
gel purification

cDNA

Full-length cDNA

Amplification,
sequencing

mRNA

Tag clusters

HITS-CLIP

Photoactivatable
nucleoside

Long wavelength
U.V. crosslinking

PAR-CLIP

Gel purification,
circularization,
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Identification à haut débit des cibles de microARN

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

effecteur.

Problème conceptuel : observer une répression (ou une
interaction physique) ne garantit pas sa fonctionnalité.

−→ Intérêt des prédictions informatiques.

I Recherche de seed matches dans les 3 ́ UTR
I Conservées dans l’évolution

Probablement le meilleur prédicteur : TargetScan.

https://www.targetscan.org/vert_80/
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Limitations de la génomique comparative

Conservation du seed match indépendante du miARN.

≈ 1500 familles de miARN, pour 46=4096 hexamères
possibles.
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indépendamment du miARN : faux positifs dans l’approche
en génomique comparative.
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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 (6= 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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