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Rôle des microARNs cellulaires et vésiculaires dans la 
régulation transcriptomique du système nerveux. 

 

Ce travail consiste à étudier l’expression, le rôle et l’échange des microARNs 

(miARNs), dans le système nerveux (SN). Les microARNs (miARNs) sont des petits 

ARNs endogènes non-codants qui exercent une régulation négative sur l’expression des 

gènes, en s’hybridant sur la région 3’ non-codante des ARNm cibles. 

 

 Dans un premier, nous avons dévoilé le rôle spécifique du miR-92a, dans le 

contrôle de l’expression de la sous-unité GluA1 des récepteurs AMPA, dans un paradigme 

de plasticité synaptique homéostatique, dans lequel la plasticité synaptique est inhibée. 

  

Nous avons ensuite montré, par RNA-Seq que les miARNs sont différentiellement 

exprimés entre les structures du SN. Cette technologie nous a aussi permis de révéler la 

présence de nouvelles espèces de miARNs. De plus les résultats suggèrent que l’expression 

des miARNs (connus et nouveaux) participe à la signature transcriptomique singulière de 

chacune des structures.  

 

Dans un troisième temps, notre travail montre que les miARNs peuvent être 

échangés entre les cellules du système nerveux via les vésicules extracellulaires (EVs). Le 

contenu des EVs en miARNs varie en fonction de l’activité neuronale, et ces derniers ont 

pour cibles prédictives des protéines impliquées dans la régulation de la plasticité 

neuronale. Nos résultats suggèrent donc que l’échange de miARNs via les EVs est un 

nouveau mécanisme de modulation de la plasticité neuronale.  

 

Enfin, nous proposons un nouvel outil de purification des EVs, qui à l’avenir 

permettrait de purifier les EVs du SNC selon leur origine cellulaire. 

 

Pour conclure, ce travail apporte une meilleure compréhension du rôle des 

miARNs dans la régulation de la physiologie du SNC. 

Mots clés : microARN ; vésicules extracellulaires ; neurosciences ; RNA-Seq ; 

miRnome, plasticité neuronale. 



 

Role of cellular and vesicular microRNAs in the 
transcriptomic regulation of the nervous system. 

 

This work consists in stuying the expression, the role and the transport of 

microRNAs (miRNAs) in the central nervous system (CNS). microRNAs (miRNAs) are 

small endogenous non coding RNAs, exerting a negative regulation on gene expression. 

They inhibit protein translation by hybridization on the 3’ untranslated region of mRNA. 

 

First, we have revealed the specific role of miR-92a in the control of the expression 

of GluA1, in an homeostatic plasticity paradigm in which the synaptic plasticity is 

inhibited.  

  

Second, by using RNA-Seq technology, we showed that miRNAs are differentially 

expressed in the different structures of the CNS. Moreover, we have discovered new species 

of miRNAs. Finally, our results suggest that the miRNA expression (of known and new 

miRNAs) participate in the singular transcriptomique signature of each structure.  

 

Third, we have shown that miRNAs are transported into EVs, and can be 

exchanged between the cells of the CNS. The miRNA content of EVs varies depending on 

neuronal activity. Target prediction of these miRNAs includes genes involved in the 

regulation of neuronal plasticity. Together, our results suggest that the exchange of 

miRNAs through EVs is a new mechanism involved in the modulation of neuronal 

plasticity.  

 

Finally, we propose a new tool for purifiying EVs depending on their cellular 

origin. 

 

To conclude, this study allows a better understanding of the role of miRNAs in the 

regulation of the physiology of the CNS. 

 

 

 

Keywords : microRNA ; extracellular vesicles ; neuroscience ; RNA-Seq ; 

miRnome ; neuronal plasticity 
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Avant propos 

 

Cet avant propos est destiné à bien appréhender le contexte dans lequel ma thèse 

s’est déroulée, ainsi que les différentes hypothèses de travail qui ont été déclinées. 

 

J’ai réalisé ma thèse sous la direction du Dr. Alexandre Favereaux, qui s’intéresse 

aux mécanismes de la régulation de l’expression des gènes par les microARNs dans le 

système nerveux, en contexte physiologique et pathologique. Ces petits régulateurs qui 

répondent au nom de microARNs, sont le fil conducteur de mes 4 ans de thèse. Mon 

travail se divise en 4 études différentes, dans lesquelles nous avons étudié les microARNs 

essentiellement en contexte physiologique. 

 

Lorsque je suis arrivée au laboratoire, j’ai participé aux révisions du travail réalisé 

en partie par mon prédécesseur, le Dr. Sara Elramah, qui s’est intéressée au rôle régulateur 

d’un microARN spécifique, dans un paradigme de plasticité synaptique homéostatique. Je 

démarrerai le manuscrit par l’explication de ce travail dans le chapitre 1. Ce travail a été 

réalisé en collaboration avec l’équipe d’Olivier Thoumine, qui fait partie de notre institut à 

Bordeaux. 

 

L’un des modèles animaux de prédilection dans les études de neurosciences en 

laboratoire est le rat. Nous avons remarqué que les bases de données qui référencent les 

différents microARNs sont moins complètes chez le rat, comparé à la souris ou à 

l’Homme. Nous avons donc réalisé une étude de RNA-Seq pour déterminer le miRNome 

complet de 5 structures importantes du système nerveux central, afin de faciliter les études 

futures réalisées sur les microARNs dans le système nerveux. Cette étude fera l’objet du 

chapitre 2. 

 

Les microARNs, qui sont synthétisés par une cellule, et régulent l’expression de ses 

propres gènes, peuvent également être transportés d’une cellule à l’autre au travers de 

vésicules extracellulaires. L’échange de microARNs via les vésicules extracellulaires est 

décrit comme étant un nouveau mécanisme de communication intercellulaire. Nous avons 

cherché à le décrire dans le système nerveux, dans lequel il est peu étudié. Ce travail sera 

présenté dans le chapitre 3. 

 



 

Enfin, le système nerveux est composé des neurones, mais également des cellules 

gliales, qui sont démontrées pour jouer un rôle indispensable dans la communication 

neuronale. Nous trouvons pertinent d’étudier la communication cellulaire qui s’exerce 

entre tous les types de cellules du système nerveux via les vésicules extracellulaires, afin de 

mieux comprendre leurs rôles respectifs. Pour cela, nous avons cherché à développer un 

nouvel outil de purification des vésicules extracellulaires en fonction de leur origine 

cellulaire. Les stratégies mises en œuvre pour développer et mettre au point cet outil seront 

décrites et expliquées dans la dernière partie du manuscrit, le chapitre 4. 
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Chapitre 1 : Les miARNs et leur rôle dans la 
régulation de la plasticité synaptique. 

1. Introduction. 

1.1. Les miRNAs appartiennent à la classe des petits ARNs régulateurs 
non-codants. 

  

La composition en ARN d’une cellule de mammifère modèle est constituée en 

majorité d’ARNs qui ne codent pas pour des protéines (ces derniers représentent 98% du 

transcriptome chez l’Homme (Shruti et al., 2011)) (Figure 1).  

 
 

Ce graphique représente la répartition des différentes espèces d’ARNs dans une cellule somatique de 
mammifère. A ces ARNs  s’ajoutent les piwiARNs, présents principalement dans les cellules des 
gonades et du système nerveux, et les ARNs circulaires, aussi présents très majoritairement dans le 
système nerveux, et qui exercent une fonction d’éponge naturelle pour les miARNs. Les ARNs 
circulaires seront introduits au chapitre 1, paragraphe 1.9.3.1. Ce graphique est issu de : (Palazzo 
and Lee, 2015). 

 

Les ARNs non-codants peuvent être classés en deux grands groupes (Wu et al., 

2016) : 

• Les ARNs dits de ménage, qui sont exprimés de manière constitutive et 

jouent des rôles critiques dans la biosynthèse protéique. Cette classe est 

constituée des ARNs ribosomiques (ARNr), de transfert (ARNt), nucléaires 

(snARN), et des petits RNAs nucléolaires (snoARN). 

 

Figure 1: Répartition et rôle des ARNs dans une cellule de mammifère. 
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• Les ARNs régulateurs qui sont impliqués dans la modulation de 

l’expression des gènes. Ils sont constitués des petits ARNs non codants 

(Kim, 2005), et des longs ARNs non codants (>200nt). Le rôle principal des 

longs ARNs non codants est la régulation de la chromatine (Quinodoz and 

Guttman, 2014; Wu et al., 2016).   

 

Les petits ARNs non codants, qui ont une taille comprise entre 18 et 30 nucléotides 

en moyenne, sont les acteurs clés du mécanisme de l’inhibition des gènes (ou gene silencing 

en anglais) (Kim, 2005). C’est une voie de régulation dans laquelle la formation d’un 

double brin d’ARN interfère avec l’expression des gènes, en inhibant une séquence 

spécifique. Au niveau moléculaire, elle est médiée par une famille de ribo-nucléo-protéines, 

nommée RISC (pour RNA-induced silencing complex) (Pratt and MacRae, 2009). Selon la 

nature de l’ARN incorporé dans le complexe RISC, ainsi que le type cellulaire dans lequel 

s’exerce la régulation, le mécanisme de régulation du gène ciblé peut s’effectuer (Pratt and 

MacRae, 2009) :  

• au niveau de la synthèse protéique à travers une répression de la traduction, 

• au niveau du transcrit du gène, via la dégradation de l’ARNm, 

• au niveau du génome lui-même à travers la formation d’hétérochromatine, 

ou par l’élimination d’une partie de l’ADN. 

 

 Il existe 3 types de petits ARNs non codants distincts exprimés chez les eucaryotes: 

les microRNAs (miARNs), les petits ARNs interférants (siARN pour small interfering RNAs 

en anglais), et les piwi ARNs (piARNs). Ils se distinguent par leur biogénèse, leur 

mécanisme d’action, et le type cellulaire dans lequel ils agissent (Tableau 1). Brièvement, 

les miARNs et les siARNs ne sont souvent pas distinguables sous leur forme mature, ces 

deux classes se différencient majoritairement selon leur biogénèse. Les miARNs sont 

générés à partir de la région double brin d’un ARN précurseur en forme d’épingle, alors 

que les siARNs viennent d’un long double brin d’ARN (Kim, 2005). De plus, les siARNs, 

très exprimés dans les cellules végétales, sont souvent considérés comme étant peu 

exprimés de manière endogène dans les cellules de mammifère, même si quelques études 

montrent des exemples (ils sont alors nommés en anglais « endogenous siRNA » (Hombach 

and Kretz, 2016)). Les piARNs, quant à eux, sont principalement exprimés dans les 

cellules germinales, où leur rôle principal est d’inhiber l’activité des éléments transposables 

(Mani and Juliano, 2013; Zuo et al., 2016). 
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Tableau 1: Synthèse concernant les caractéristiques principales des 3 espèces de petits ARNs non 
codants exprimés chez les eucaryotes. 

 Type cellulaire Biogénèse Mécanisme d’action Références 

miARNs Tous 

Clivage en deux étapes 

par les enzymes Drosha 

et Dicer. 

Inhibition de la traduction, 

clivage de l’ARNm. 

(Bartel, 2004; 

Kim, 2005; Tolia 

and Joshua-Tor, 

2007) 

siARNs 

Tous  (peu exprimés 

chez les 

mammifères de 

manière endogène) 

Clivage par Dicer 

Clivage de l’ARNm, 

modification des histones et 

ou de l’ADN. 

(Claycomb, 

2014; Siomi and 

Siomi, 2009) 

piARNs 

Principalement les 

cellules germinales, 

détectés dans 

quelques types de 

cellules somatiques. 

Peu connue, sûrement 

via la modification de 

transcrits, puis modèle 

dit en ping-pong pour 

l’amplification. 

Mécanisme peu clair, mais 

la fonction principale est la 

suppression de l’activité des 

éléments transposables, et 

la méthylation de l’ADN. 

(Tolia and 

Joshua-Tor, 

2007; Watanabe 

et al., 2011; Zuo 

et al., 2016) 
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1.2. Les miARNs, des régulateurs importants de l’expression des gènes. 
  

Les miARNs sont des petits ARNs endogènes simple brin, d’une longueur comprise 

entre 18 et 22 nucléotides. Ils exercent principalement une régulation post-

transcriptionnelle négative de l’expression des gènes en ciblant la partie 3’ UTR 

(untranslated region = région non codante) des ARN messagers (ARNm) (Bartel, 2004).  

1.2.1. La découverte des miARNs. 
 

La découverte des miARNs est relativement jeune, puisqu’elle date de moins de 30 

ans. En 1993, deux groupes de recherche indépendants (Lee et al., 1993; Wightman et al., 

1993) ont  mis en évidence qu’un petit ARN de 21 nucléotides, nommé lin-4, contrôle les 

phases de développement chez Caenorhabditis elegans, par un mécanisme de régulation post-

transcriptionnelle du gène lin-14. Ces études montrent que lin-4 ne code pas pour une 

protéine, et contient une séquence anti-sens complémentaire d’une séquence répétée qui se 

situe dans la partie 3’ non traduite (3’UTR) de l’ARNm de lin-14. Ces deux groupes 

émettent l’hypothèse que le petit ARN lin-4 inhibe l’expression du gène lin-14 via une 

interaction anti-sens ARN-ARN. Cependant, à cette époque, les scientifiques ont peu prêté 

attention à cette nouvelle classe de petits ARNs, ou alors ils l’ont considérée comme une 

particularité de l’organisme C. elegans (Zhang et al., 2007). 

Près de 7 ans après cette première découverte, un autre petit ARN régulateur a été 

mis en évidence, toujours chez C. elegans : let-7. Tout comme lin-4, let-7 régule l’expression 

de gènes qui contrôlent les étapes de développement et de différenciation cellulaire, et en 

particulier celui de lin-41 (Reinhart et al., 2000). De manière très intéressante, à la fois la 

séquence de let-7, ainsi que son rôle dans la détermination du patron développemental, sont 

trouvés comme étant très conservés chez diverses espèces, incluant les vertébrés, les 

ascidies, les hémicordés, les mollusques, les annélides et les arthropodes (Pasquinelli et al., 

2000). Ce résultat suggérait que let-7 jouait un rôle très important dans le processus 

biologique développemental, ou tout du moins un rôle plus important qu’il n’apparaissait à 

l’époque. 

Ce travail a attiré l’attention de nombreux scientifiques, et a notamment donné lieu 

en 2001 à la publication de 3 papiers dans le célèbre journal Science. Ces travaux relatent la 

découverte d’un grand nombre de nouveaux petits ARNs similaires à lin-4 et let-7, qui ont 

été identifiés à la fois chez les vertébrés et chez les invertébrés, et qui régulent divers 

processus biologiques (Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al., 2001; Lee and Ambros, 
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2001). C’est à ce moment que la classe de petits ARNs régulateurs fut officiellement 

identifiée, et nommée miARNs. Le terme de miARNs remplace le nom initial de petits 

ARNs temporels (small temporal RNA en anglais) donné aux deux membres fondateurs lin-4 

et let-7 car ils apparaissaient au cours du temps pendant le développement de C. elegans 

(Pasquinelli et al., 2000). 

1.2.2. Les miARNs, des régulateurs de l’expression génétique en condition 
physiologique et pathologique. 
 
 Depuis leur découverte, les études sur les miARNs ne cessent de croître, et 

aujourd’hui de nombreuses espèces différentes de miARNs sont référencées chez tous les 

organismes modèles. La principale base de données libre d’accès qui répertorie les miRNAs 

est miRBase (Griffiths-Jones, 2006). Par exemple, en 2017, d’après cette base de données, 

1915 miRNAs matures différents ont été découverts chez la souris (mus musculus) 

(GRCm38), et 2588 chez l’Homme (homo sapiens) (GRCh38).  

 

 Des études estiment que les miARNs  sont capables de réguler entre 30 et 60% des 

gènes chez les mammifères (Chekulaeva and Filipowicz, 2009; Filipowicz et al., 2008; 

Friedman et al., 2009; Lewis et al., 2005), confirmant leur rôle indéniable dans la 

détermination du protéome de la cellule. Ils sont aujourd’hui connus pour être impliqués 

dans la régulation de l’ensemble des processus biologiques, aussi bien dans un contexte 

physiologique que pathologique. Plus particulièrement, leur rôle est bien décrit dans les 

étapes de développement, de différenciation cellulaire, de prolifération, et d’apoptose 

(Vidigal and Ventura, 2015), mais aussi dans le développement et la progression des 

pathologies comme les cancers (Oliveto et al., 2017). 

 

 La dérégulation de certains miARNs en cas de maladie en fait des cibles d’intérêt 

pour la thérapeutique. D’une part, ils peuvent servir de bio-marqueurs de l’apparition et de 

la progression de certaines maladies. En effet, certains sont montrés comme étant 

spécifiquement sur- ou sous-exprimés en condition pathologique comparé à la condition 

saine. C’est notamment le cas des miR-21, miR-17-5p et miR-191 qui sont tous les trois co-

dérégulés dans des cancers de différentes origines cellulaires (Jackson and Linsley, 2010). 

Ils sont ainsi considérés comme des marqueurs pertinents de l’apparition de cellules 

cancéreuses. D’autre part, les miARNs peuvent servir de cible thérapeutique. Par exemple, 

une étude montre le potentiel anti-viral de l’injection d’un anti-miR-122 en cas d’infection 

chronique du virus de l’hépatite C chez le primate (Lanford et al., 2010). Un anti miR-122 
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est maintenant testé pour de la thérapeutique humaine, et est actuellement en essai clinique 

de phase II (Janssen et al., 2013). 

 

 Ainsi, les miARNs sont des acteurs fondamentaux de la régulation de l’expression 

des gènes, tant au niveau physiologique que pathologique, et ce chez tous les êtres vivants.  

1.3. La biogénèse des miARNs. 

 1.3.1. L’organisation génomique des miARNs. 
  

Tous les chromosomes humains contiennent des miARNs, à l’exception du 

chromosome Y  (Ul Hussain, 2012). Cette observation est aussi valable pour les autres 

espèces. Il y a presque 20 ans, les approches computationnelles, dont les deux outils les plus 

sensibles sont miRscan (Lim et al., 2003a, 2003b) pour les vertébrés et le nématode, et 

miRseeker (Lai et al., 2003) pour les invertébrés, estimaient que les miARNs représentaient 

environ 1% des gènes d’un organisme comparé au nombre total de gènes qui codent pour 

des protéines (Bartel, 2004; Lai et al., 2003; Lim et al., 2003b; Zhang et al., 2007). Chez 

l’Homme en 2010, les estimations s’élèvent à 1,5% des gènes (Alexander et al., 2010). En 

2017, d’après les bases de données miRbase et Ensembl qui référencent respectivement les 

miARNs et les ARNm pour chacune des espèces, les miARNs représentent 8,5% des gènes 

chez l’Homme. 

 

Les gènes des miARNs ont été classés selon leur position dans le génome en 3 

grandes catégories (Figure 2) (Rodriguez et al., 2004) : 

• Intergénique : ce sont les gènes de miARNs qui se situent dans des régions 

génomiques distinctes de celles connues pour être des unités de 

transcription fonctionnelles, et peuvent être monocistroniques ou 

polycistroniques. Ils possèdent leurs propres promoteurs et autres éléments 

régulateurs. Cette catégorie représente 50% des gènes codants pour des 

miARNs chez les mammifères (O’Carroll and Schaefer, 2013). 

 

• Intronique : les gènes des miARNs sont localisés dans les introns de gènes 

déjà référencés, codants ou non pour une protéine (Lagos-Quintana et al., 

2001; Lau et al., 2001; Lee et al., 2002). Cette catégorie représente 40% des 

gènes (O’Carroll and Schaefer, 2013; Rodriguez et al., 2004). Il a été montré 

que la localisation de certains gènes introniques de miARNs est conservée 
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entre plusieurs espèces, démontrant leur rôle important au cours de 

l’évolution. Par exemple, le miR-7 est trouvé dans l’intron du gène hnRNP 

K (heterogenous nuclear ribonucleoprotein K), à la fois chez les insectes et chez 

les mammifères (Aravin et al., 2003). Par ailleurs, dans certains cas, l’intron 

lui-même provenant d’un gène codant pour une protéine, peut servir de 

patron pour créer un miARN. La structure de l’intron mime celle du pre-

miARN, ainsi l’intron contourne la maturation réalisée par Drosha, et est 

pris en charge directement par Dicer. De tels introns sont nommés mirtrons 

(Ruby et al., 2007).  

 

•  Exonique : les gènes des miARNs se situent en chevauchement entre un 

exon non codant pour une protéine et un intron d’un gène. Cette catégorie 

de gènes est bien plus rare que les deux précédentes, et représente 10% 

d’entre eux. La biogénèse de cette classe reste encore aujourd’hui peu 

étudiée (O’Carroll and Schaefer, 2013; Rodriguez et al., 2004; Ul Hussain, 

2012). 

 
Figure 2: Présentation des différentes localisations des gènes de miRNAs. 

Les gènes des miARNs peuvent être intergéniques et posséder leur propre promoteur et éléments de 
régulation, ou alors introniques, ou exoniques. Cette figure est adaptée de : (Ul Hussain, 2012). 
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En plus des catégories précédentes, il a été montré que certains miARNs sont 

générés à partir des petits ARNs nucléolaires (snoRNAs), qui guident les modifications 

chimiques d’autres ARNs, comme les ARNr, et les ARNt (Ender et al., 2008). 

 

Chez la catégorie des miARNs intergéniques, les gènes forment souvent une unité 

indépendante de transcription avec leur propre promoteur et autres éléments de régulation. 

Par contre, pour les deux autres catégories de gènes de miARNs, leur transcription semble 

dépendante des promoteurs des gènes dans lesquels ils sont insérés (Bartel, 2004). Cette 

répartition peut s’expliquer par le fait qu’elle procure un mécanisme astucieux pour la 

coordination de l’expression d’un miARN et d’une protéine (Bartel, 2004). Cependant, 

certains miARNs introniques possèdent leur propre promoteur et ainsi leur transcription est 

indépendante de celle de leur gène hôte (Marsico et al., 2013; Monteys et al., 2010).   

 

L’étude réalisée par Dill et ses collaborateurs illustre le mécanisme de la boucle de 

régulation qui se réalise lors de la co-expression d’un miARN et de sa cible par la présence 

du gène du miARN dans l’intron du gène cible. En effet, le travail décrit le rôle du miR-26b 

dans le contrôle de la différenciation neuronale à travers la régulation de l’expression de 

son gène hôte CTDSP2 (Dill et al., 2012).  

 

Près de 50% des gènes de miARNs chez les mammifères sont situés à proximité 

d’autres gènes codant pour des miARNs, et sont ainsi dits être regroupés en clusters. La 

littérature concernant la distance entre les gènes de miARNs d’un cluster est hétérogène, et 

propose une distance allant de 50 à 10 000 kb. Dans tous les cas, un cluster de miARNs 

consiste à la transcription de plusieurs miARNs à partir d’une unité de transcription 

polycistronique unique (TU pour polycistronic transcription unit) (Kim et al., 2009; Lee et al., 

2002). Les miARNs regroupés en clusters ont souvent (mais pas toujours), une relation 

entre eux, c’est à dire qu’ils vont réguler les mêmes gènes ou une même famille de gènes 

(Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al., 2001). C’est par exemple le cas du cluster miR-17-

92, qui code pour 7 miARNs différents (miR-17-5p, -17-3p, -18a, -19a, -20a, -19b, -92-1), et 

qui est considéré comme un cluster d’oncomiRs car ils régulent des voies de signalisations 

qui permettent l’initiation et la progression de plusieurs cancers (Xiang and Wu, 2010). 
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Figure 3: Voie de biogénèse des miARNs. 

La voie canonique de biogénèse des miARNs se déroule comme suit : le gène du miARN est 
transcrit en un miARN primaire qui comporte une structure en tige boucle, une coiffe et une queue 
poly(A). Ce dernier est maturé dans le noyau par le microprocesseur, composé principalement de 
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DROSHA et DGCR8, libérant le miARN précurseur. Le pre-miARN est exporté dans le cytoplasme 
par l’Exportine 5. Il est pris en charge et maturé par l’enzyme DICER, qui élimine la structure en 
boucle, donnant naissance à un duplex d’ARN. Le brin passager est généralement (mais pas 
toujours) dégradé, alors que le brin mature du miARN est incorporé dans le complexe RISC, 
composé d’une protéine AGO. Dans le complexe RISC, le miARN régule ses ARNm cibles. La voie 
de biogénèse des mirtrons concerne les miARNs dont les gènes sont situés dans les introns de gènes 
codants pour des protéines. La machinerie d’épissage crée un ARN issu de l’intron qui a une 
structure similaire au miARN précurseur. Ainsi le microprocesseur n’intervient pas lors de la 
première étape de maturation. Enfin, le miR-451 est particulier car il ne nécessite pas l’intervention 
de la protéine DICER, mais est maturé  directement par la protéine AGO2. Source : (Krol et al., 
2010a; Yang et al., 2010). 
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1.3.2. La transcription des gènes de miARNs. 
 

Le mécanisme de transcription des gènes de miARNs a été rapporté comme étant 

similaire à celui des gènes codant pour une protéine (Krol et al., 2010a). Les gènes des 

miARNs sont principalement transcrits par l’ARN polymérase II (Cai et al., 2004; Lee et 

al., 2004), et parfois par l’ARN polymérase III (Borchert et al., 2006). Un éventail de 

facteurs de transcription contrôle la transcription des gènes par l’ARN polymérase II, 

permettant ainsi l’élaboration d’une régulation dépendante du type cellulaire et de la 

condition cellulaire (Kim et al., 2009). 

 

Les transcrits primaires (pri-miARNs) générés par l’ARN polymérase II font 

plusieurs kilobases de long, possèdent généralement une coiffe et une queue polyadénylée, 

et ont une structure secondaire en tige-boucle (Lee et al., 2004). Dans la voie canonique de 

maturation des miARNs chez les mammifères, le pri-miARN est transformé en miARN 

mature selon un processus en deux étapes, réalisé successivement par les enzymes 

DROSHA et DICER, qui appartiennent à la famille des enzymes RNAse III (Bartel, 2004) 

(Figure 3). 

1.3.3. Les étapes de maturation. 

1.3.3.1. La première étape de maturation : l’intervention de l’enzyme DROSHA. 
 
 Dans la voie de maturation canonique, la première étape se réalise dans le noyau, et 

consiste au clivage du pri-miARN par l’enzyme DROSHA et son co-facteur DGCR8 (Di 

George syndrome critical region 8), nommé microprocesseur (Kwon et al., 2016). Un ARN de 

60-70 nucléotides (nt) est ainsi libéré, et il présente une structure secondaire en épingle à 

cheveux (hairpin), nommée miARN précurseur (pre-miARN) (Lee et al., 2002; Zeng and 

Cullen, 2003). Le complexe DROSHA-DGCR8 clive les deux extrémités du brin du pri-

miARN à la base de la structure en tige-boucle (Lee et al., 2003), et laisse apparaître chez le 

pre-miARN un phosphate en 5’, et une extrémité libre simple brin en 3’ de 1-4 nucléotides 

(Basyuk et al., 2003). 

 

 Il existe une autre voie de maturation des miARNs, celle des mirtrons, dont les 

gènes sont localisés dans les introns de gènes codants pour une protéine (O’Carroll and 

Schaefer, 2013; Ul Hussain, 2012). Les mirtrons sont maturés en pre-miARN à travers la 

machinerie d’épissage alternatif des ARNm, contournant ainsi l’action de DROSHA-

DGCR8 (Babiarz et al., 2008; Yi et al., 2009). Alors que les mirtrons sont retrouvés 
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fréquemment chez la Drosophile, il en existe aujourd’hui peu de décrits chez les 

mammifères, ces derniers incluent miR-877, miR-702, miR-1124, miR-1141 (Berezikov et 

al., 2007), et plus récemment miR-1981 trouvé dans le cerveau de la souris (Babiarz et al., 

2011). 

 

Finalement, à la suite de cette première étape de maturation, le pre-miARN est 

activement transporté du noyau vers le cytoplasme par Exportine-5, un transporteur Ran-

GTP (Lund et al., 2004; Yi et al., 2003). 

1.3.3.2. La deuxième étape de maturation : l’intervention de l’enzyme DICER. 
 
 La deuxième étape de maturation est prise en charge par l’enzyme DICER. Le pre-

miARN est incorporé dans le complexe RLC (RISC Loading Complex), qui est composé de 

DICER, TRBP2 (transactivation response element RNA-binding protein 2), PACT (PRKRA 

interferon-inducible dsRNA-dependent protein kinase activator A) et d’une protéine AGO 

(Argonaute, aussi connue sous le nom de EIF2C). Le complexe RLC est responsable de la 

maturation du pre-miARN en miARN mature, de la sélection du brin mature, et de 

l’incorporation du brin mature dans une protéine AGO pour former le complexe RISC 

fonctionnel (RNA-induced silencing complex)  (Jaskiewicz and Filipowicz, 2008). Pour cela, 

l’enzyme DICER élimine la boucle du pre-miARN, créant un duplex d’ARN long 

d’environ 21 nt, composé des miR-3p et -5p (Bartel, 2004; Bernstein et al., 2001; Grishok et 

al., 2001). Ensuite, le duplex d’ARN est associé à une protéine de la famille Argonaute, 

puis déstabilisé par l’action d’une hélicase. Le brin passager (noté miARN*) est ensuite 

dégradé, alors que le brin mature, aussi appelé brin guide, est incorporé au complexe RISC 

(Kawamata and Tomari, 2010; Mourelatos et al., 2002). Le brin mature est recruté en 

fonction de la stabilité thermodynamique des deux extrémités du duplex (Hammond, 2005; 

Khvorova et al., 2003; Schwarz et al., 2003). Plus particulièrement, le brin qui possède 

l’extrémité 5’ la plus instable est sélectionné comme étant le brin mature.  

 

Lorsque le brin mature du miARN est associé au complexe RISC, cela forme le 

complexe miRISC, responsable du phénomène d’inhibition des gènes (gene silencing). Le 

miRISC consiste en l’assemblage d’un brin mature de miARN, d’une protéine de la famille 

Argonaute, de la protéine GW182 (glycine-tryptophane GW repeat-containing protein of 182 

kDa), ainsi que d’autres protéines accessoires (Ul Hussain, 2012).  
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Chez les mammifères, la famille de protéines AGO se décompose en deux sous-

classes: AGO et PIWI, et la sous-classe AGO contient 4 membres : AGO1 à 4 (Kim et al., 

2009). Cette famille de protéines contient 3 domaines conservés dans l’évolution : PAZ, 

MID et PIWI, qui sont connus pour interagir avec les extrémités 5’ et 3’ du miARN (Jinek 

and Doudna, 2009; Peters and Meister, 2007) (Figure 4). Alors que toutes les protéines 

AGO présentent une activité RNase H chez l’ensemble des espèces, chez les mammifères, 

seule AGO2 en est dotée (Liu et al., 2004). Chez l’Homme, les miARNs peuvent interagir 

avec l’ensemble des protéines de la sous-classe AGO, ce qui suggère qu’elles ne doivent pas 

avoir de différences majeures (Ul Hussain, 2012).  

 

Figure 4: Présentation de la famille de protéines AGO. 

A : Les 3 domaines caractéristiques des protéines de la famille AGO. Le domaine PAZ sert de domaine 
d’ancrage pour la partie 3’ du petit ARN non codant, alors que le domaine MID sert de domaine 
d’ancrage pour la partie 5’. Le domaine PIWI peut exercer la fonction de RNAse H. Chez les 
mammifères, cette fonction n’est présente que chez le membre AGO2. B : Structure d’une protéine de 
la famille AGO. Source : (Kim et al., 2009). 

 

 Une nouvelle voie de maturation non canonique, dépendante de l’enzyme 

DROSHA, mais indépendante de l’intervention de l’enzyme DICER a été mise en 

évidence (O’Carroll and Schaefer, 2013). Elle s’appuie sur l’activité d’endonucléase 

d’AGO2 mise en oeuvre lors de l’étape de clivage du pre-miARN (Cheloufi et al., 2010; 

Cifuentes et al., 2010; Yang et al., 2010). En effet, chez les mammifères, AGO2 possède 

une forte activité endonucléotique de type RNase H, et favorise la réalisation de l’étape de 

maturation par l’enzyme DICER en clivant la partie 3’ de certains pre-miARNs. Cette 

action créé un produit intermédiaire qui sert de substrat à l’enzyme DICER (Diederichs 
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and Haber, 2007). Ainsi, la contribution d’AGO2 dans les étapes de maturation des 

miARNs reste à explorer (O’Carroll and Schaefer, 2013). 

1.4. La reconnaissance des ARNm cibles par les miARNs. 

1.4.1. Les mécanismes de la reconnaissance. 

1.4.1.1. La reconnaissance s’effectue par l’appariement de bases complémentaires. 
 
 La base de la reconnaissance se réalise par l’appariement de bases complémentaires 

entre le miARN et la cible (Bartel, 2009). Chez les plantes, cet appariement se réalise avec 

une complémentarité presque parfaite, alors qu’elle est imparfaite chez les métazoaires, et 

se détermine au minimum grâce à la région « seed » du miARN, qui correspond aux 

nucléotides 2 à 7 de l’extrémité 5’ (Lewis et al., 2003). Les analyses bioinformatiques et 

expérimentales ont permis de déterminer quelques règles importantes qui interviennent 

dans la reconnaissance de la cible (Brennecke et al., 2005; Doench and Sharp, 2004; 

Grimson et al., 2007; Lewis et al., 2005; Nielsen et al., 2007) (Figure 5): 

 

• La présence d’une complémentarité parfaite et continue de la région « seed » avec la 

séquence cible est la règle de base. Par ailleurs, il a été montré sur la séquence de la 

cible qu’une adénosine en position 1, ou qu’une adénosine ou une uracile en 

position 9, améliorent l’efficacité de la reconnaissance, bien que ces bases ne soient 

pas requises dans l’interaction avec le miARN (ces nucléotides sont représentés en 

jaunes sur la Figure 5). 

 

• Une région de mésappariements peut être présente dans la région centrale du 

complexe miARN-ARNm, permettant la réalisation du clivage par la protéine 

Argonaute. 

 

• Enfin, il doit exister une interaction complémentaire au niveau de la région 3’ du 

miARN pour stabiliser l’interaction. Plus particulièrement, il doit exister une 

complémentarité entre les nucléotides 13 à 16 du miARN avec l’ARNm. 
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Figure 5: Représentation de l'appariement entre un miARN et son ARNm cible chez les 
métazoaires. 

L’hybridation entre le miARN et l’ARNm cible s’effectue au niveau de la partie 3’UTR de l’ARNm. 
Elle présente une interaction parfaitement complémentaire avec la région « seed » du miARN, située 
entre les  nucléotides 2 et 8. D’autres paramètres sont importants, comme une complémentarité 
entre la partie 3’ du miARN et l’ARNm, ou encore la distance à laquelle se réalise l’interaction. 
Source : (Filipowicz et al., 2008). 

 

D’autres facteurs sont importants pour améliorer l’efficacité de l’interaction, comme la 

présence d’une région voisine riche en adénosines et uraciles, et pour les longs 3’UTR, une 

position proche du codon stop, qui est souvent moins repliée et donc accessible (Gaidatzis 

et al., 2007; Grimson et al., 2007; Nielsen et al., 2007). Enfin, la présence de plusieurs sites 

d’hybridation sur l’ARNm cible favorise la répression effective de la cible. Lorsque les sites 

sont proches les uns des autres (10-40 nt), ils tendent à agir de façon coopérative 

(Brennecke et al., 2005; Doench and Sharp, 2004; Grimson et al., 2007; Lewis et al., 2005; 

Nielsen et al., 2007). 

 

Quelques ciblages non canoniques via des mésappariements de la région « seed » ont été 

observés (Vidigal and Ventura, 2015). En particulier, il est montré qu’un mauvais 

appariement dans la région « seed » (Lal et al., 2009), ou bien un appariement de type G :U 

wobble (appariement bancal) maintiennent l’action régulatrice notable du miARN (Didiano 

and Hobert, 2006, 2008). Un appariement de type G:U wobble est un appariement non 

canonique entre deux nucléotides d’ARN qui ne suivent pas les règles d’appariement de 

type Watson-Crick (Varani and McClain, 2000). Cependant, bien que la possibilité d’un 

appariement non-canonique ait été vérifiée, la fonction de régulation n’a pas été confirmée 

(Agarwal et al., 2015). 

1.4.1.2. Les miARNs reconnaissent principalement la partie 3’UTR des ARNm. 
 
 Communément, les miARNs s’hybrident au niveau de la partie 3’UTR des ARNm 

cibles (Lai, 2002; Lee et al., 1993; Wightman et al., 1993). Cependant, quelques travaux 
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évoquent la possibilité que les miARNs peuvent également cibler les ARNm dans leur 

partie non codante 5’, et même au niveau de la séquence codante (ORF pour Open Reading 

Frame en anglais). 

 

 Un travail réalisé chez le poisson zèbre montre que des constructions rapportrices 

exogènes voient leur expression réprimée suite à l’injection du miARN cible let-7, et ce 

quelque soit la position du site d’interaction : dans la partie 5’ UTR, 3’ UTR, ou dans la 

partie codante (Kloosterman et al., 2004). Une autre étude introduit le site d’interaction du 

miARN avec l’ARNm cible dans la partie 5’ UTR de la construction rapportrice. Celle-ci 

contient également des sites IRES permettant de limiter l’interférence avec l’initiation de la 

traduction que peut provoquer la présence du complexe RISC dans la partie 5’ UTR. Ce 

travail montre que dans la lignée cellulaire HeLa qui exprime de manière endogène le 

miARN cible let-7a, l’expression du gène rapporteur est inhibée (Lytle et al., 2007). Ces 

résultats proposent que l’association du complexe miRISC est mécaniquement possible sur 

l’ensemble des positions de l’ARNm et peut exercer sa fonction répressive. 

 

 D’autre part, des analyses computationnelles indiquent qu’un certain nombre 

d’ARNm ont la possibilité d’être ciblés dans les ORFs (Baek et al., 2008; Grimson et al., 

2007; Lewis et al., 2005; Lim et al., 2005). Deux études viennent confirmer 

expérimentalement les prédictions bioinformatiques (Forman et al., 2008; Tay et al., 2008). 

Cependant, bien qu’elles soient plus fréquentes que celles réalisées en 5’ UTR, elles restent 

moins fréquentes et moins efficaces que celles en 3’UTR (Bartel, 2009). L’une des raisons 

expliquant cette différence est que le complexe miRISC peut être déplacé par la machinerie 

de traduction (Bartel, 2004; Lytle et al., 2007). En conclusion, la démonstration 

expérimentale de la répression efficace d’un miARN par un ciblage au niveau de la partie 

5’ de l’ARNm ou dans les ORFs reste à ma connaissance encore peu documentée, 

cependant l’algorithme de prédiction miRanda (https://omictools.com/miranda-tool) 

prend en compte ce paramètre. 

 

1.4.2. Le multi-ciblage. 
 
 Les prédictions bioinformatiques ont été les premières à envisager un multi-ciblage 

des ARNm par plusieurs miARNs (Krek et al., 2005; Lewis et al., 2005). A partir de plus 

de 100 miARNs préalablement caractérisés, il a été montré que chacun est capable de 

réguler une centaine d’ARNm cibles (Nilsen, 2007). De plus, partant du principe que la 

reconnaissance de l’ARNm cible est basée sur une complémentarité imparfaite entre les 
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séquences, et que la région 3’ UTR est longue, plusieurs miARNs peuvent cibler un seul 

ARNm (Doench and Sharp, 2004) (Figure 6). 

 

 La première étude à démontrer expérimentalement qu’un même ARNm peut être 

régulé par plusieurs miARNs a été réalisée par Wu et ses collaborateurs (Wu et al., 2010). 

Ce travail démontre que 28 miARNs différents sont capables d‘inhiber l’expression de 

CDKN1A, qui joue un rôle fondamental de suppresseur de tumeur dans les cancers. 

 

 Les estimations proposent que le nombre total de cibles concernées par la 

régulation par les miARNs approche le nombre total de gènes codants pour des protéines, 

ce qui confirme leur rôle de régulateur global de la cellule (Brennecke et al., 2005). 

 

 
Figure 6: Multi-ciblage des ARNm par plusieurs miARNs. 

A: Les miARNs sont capables de réguler plusieurs ARNm. Un même miARN peut cibler différents 
ARNm, dû à une reconnaissance basée sur une complémentarité imparfaite et une région 3’UTR 
longue. B : Un ARNm peut être la cible de plusieurs miARNs. La partie 3’UTR des ARNm est souvent 
longue, ainsi plusieurs sites de ciblages pour plusieurs miARNs différents peuvent être présents. C : 
Représentation du réseau complexe de régulation entre les miARNs et les ARNm. Source : (Peter, 2010). 
 



Chapitre 1 : miARNs et plasticité synaptique - INTRODUCTION 

 
23 

 

1.5. La prédiction des ARNm cibles des miARNs 

1.5.1. Les méthodes de prédiction des ARNm cibles des miARNs. 
 

Les méthodes de prédiction des cibles de miARNs reposent sur les connaissances 

du mode d’interaction entre le miARN et l’ARNm. Ainsi, les cibles des miARNs se 

prédisent majoritairement en cherchant un appariement entre la séquence du miARN et la 

partie 3’UTR de l’ARNm (Lewis et al., 2003, 2005), et en particulier la précision de la 

prédiction s’améliore lorsque l’on se focalise sur une interaction entre la région « seed » du 

miARN et l’ARNm (Lewis et al., 2005). Aussi, la prise en compte du contexte tri-

dimensionnel de la séquence 3’UTR affine les prédictions, et diminue le nombre de 

résultats faux-positifs (Grimson et al., 2007). 

 

Par ailleurs, des modes d’interaction dits non-canoniques ont également été 

démontrés, dans lesquels se produisent des mésappariements ou des interactions de type 

G:U wobble au niveau de la séquence « seed », ou alors l’hybridation se réalise au niveau de 

la partie codante. L’ensemble de ces subtilités rend donc difficile le développement des 

algorithmes de prédiction. 

1.5.2. Les algorithmes de prédiction des cibles. 
 

Il existe de nombreuses interfaces disponibles et libres d’accès qui proposent l’accès 

à des algorithmes de prédiction des cibles des miARNs, parmi lesquelles les plus 

couramment utilisées par la communauté scientifique sont : 

• miRDB (http://www.mirdb.org/) (Wang, 2008; Wong and Wang, 2015). 

L’algorithme de prédiction utilisé est miRTarget (Wang and El Naqa, 

2008) et permet d’identifier des cibles avec des interactions canoniques et 

non canoniques. Les recherches prédictives sont réalisables dans 5 

organismes différents : l’Homme, le chien, la souris, le rat et le poulet. De 

manière intéressante, les recherches peuvent s’effectuer à partir de la 

séquence nucléotidique du miARN, ce qui permet de prédire les cibles de 

nouveaux miARNs non référencés. Enfin, il existe une interface wiki qui 

permet à la communauté d’ajouter les résultats des travaux aisément. 

 

• TargetScan (http://www.targetscan.org/vert_71/). Cet algorithme de 

prédiction est jusqu’à présent le plus utilisé, et considéré comme celui de 
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référence, pour les miARNs connus. Les prédictions des cibles se réalisent 

principalement en prenant en compte les caractéristiques canoniques 

d’interaction, ainsi que la conservation entre les espèces. Toutefois les 

algorithmes ont été améliorés et s’attachent à considérer aussi le nombre de 

sites d’interaction sur le 3’UTR, la stabilité thermodynamique 

d’hybridation, l’identité des nucléotides aux positions 1 et 8 du miARN, ou 

encore la conservation entre les espèces (Agarwal et al., 2015). L’analyse 

de l’ensemble de ces caractéristiques donne un score de probabilité 

d’interaction. Les recherches peuvent se réaliser contre 10 espèces 

différentes, et s’effectuent en entrant le nom du miARN d’intérêt. Ainsi, 

seuls les miARNs déjà découverts peuvent être analysés. 

 

• microRNA.org (http://www.microrna.org/microrna/home.do). Cette 

interface permet à la fois de prédire les cibles des miARNs, et d’évaluer le 

profil d’expression des miARNs dans différents tissus (Betel et al., 2008). 

La prédiction se réalise grâce à l’algorithme miRanda (Enright et al., 2003; 

John et al., 2004), qui s’intéresse à la fois aux interactions canoniques et 

non-canoniques. Un score de probabilité est incorporé aux résultats des 

prédictions. L’interface propose l’utilisation de son algorithme dans 5 

organismes : l’Homme, la souris, le rat, la drosophile et le nématode. 

 

•  DIANA-microT (http://diana.imis.athenainnovation.gr). La plateforme 

propose différents outils qui s’articulent autour de la compréhension du 

mode de régulation des miARNs : la prédiction de leurs cibles, l’accès aux 

travaux de validation d’interaction entre un miARN et son ARNm cible, 

ou encore l’analyse de voies de signalisation ciblées par les miARNs 

(Paraskevopoulou et al., 2013). L’algorithme de prédiction utilisé est 

DIANA-microT-CDS, le seul accessible en ligne qui permette de prédire 

des cibles à la fois dans la partie 3’UTR et dans la région codante de 

l’ARNm (Reczko et al., 2012). 

 

Très récemment, une nouvelle base de données a été développée, et propose des 

fonctionnalités originales et innovantes : CSmiRTar (Wu et al., 2017). Elle a collecté de 

manière computationnelle les cibles prédites pour les miARNs de l’Homme et de la souris 
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à partir des 4 bases de données décrites précédemment, puis a implémenté des filtres qui 

permettent de chercher: 

• Des cibles de miARNs exprimées spécifiquement dans un tissu, ou bien qui 

se rapportent à une pathologie précise ; 

 

• L’ensemble des multiples cibles communes à un miARN, dans un tissu 

spécifique ou dans le cadre d’une pathologie ; 

 

• Les miARNs impliqués dans une pathologie d’intérêt. 

 

Cet outil propose de nouvelles perspectives d’analyse et de compréhension de 

l’impact de la régulation  des fonctions cellulaires réalisée par les miARNs. 

 

L’avancée de la compréhension des modes de fonctionnement des miARNs 

entraîne un perfectionnement des algorithmes déjà existants et un développement de 

manière continue (Reyes-Herrera and Ficarra, 2012). 

 

1.6. Les modes d’action des miRNAs. 
 
 Le rôle principal imputé aux miARNs est l’inhibition de la synthèse protéique via 

la régulation de la traduction des ARNm suite à son hybridation sur la partie 3’UTR 

(Bartel, 2004; Basak et al., 2016; Oliveto et al., 2017) (Figure 7). Dans certains cas 

particuliers, les miARNs peuvent également être des activateurs de la traduction, et cette 

fonction, encore peu décrite, est considérée comme étant non-canonique (Vasudevan, 

2012). 

 

 Chez les mammifères, les miARNs sont considérés comme pouvant réguler 

l’expression de 60% des gènes (Friedman et al., 2009). La régulation endogène médiée par 

les miARNs  inhibe l’expression de la cible à hauteur de 20 à 30% (Baek et al., 2008; 

Hobert, 2007).   

1.6.1. Les miARNs, des inhibiteurs de la traduction des ARNm. 
 
 Les miARNs sont des acteurs majeurs de l’inhibition de l’expression des gènes en 

agissant par deux mécanismes principaux (Bartel, 2004): 

• par le clivage de l’ARNm cible, 
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• par la répression de la traduction de l’ARNm cible. 

 

Le choix du mécanisme semble orienté par le degré de la complémentarité entre le 

miARN et l’ARNm cible : si la complémentarité est forte, le clivage de l’ARNm prévaut, 

alors qu’en cas de complémentarité imparfaite, il y aura plutôt une répression de la 

traduction (Doench et al., 2003; Hutvágner and Zamore, 2002; Zeng et al., 2002, 2003). 

Aussi, il a été remarqué une différence de degré de complémentarité entre les miARNs et 

les ARNm cibles entre les plantes et les animaux. En effet, celui-ci est élevé chez les 

plantes, privilégiant alors le clivage de l’ARNm, alors que chez les métazoaires la 

complémentarité est faible, favorisant alors le mécanisme d’inhibition de la répression de la 

traduction (Rhoades et al., 2002). Cependant, il doit exister au minimum une stricte 

complémentarité des nucléotides 2 à 7 des miARNs, qui représentent la région « seed » (voir 

Chapitre 1, paragraphe 1.4.1.1). 

 

D’autres mécanismes ont également été rapportés, comme la dégradation, la dé-

adénylation et la séquestration de l’ARNm. La communauté scientifique ne sait toujours 

pas comment, et si, ces mécanismes sont interconnectés entre eux (Nilsen, 2007) (Figure 7). 
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Figure 7: Les principaux mécanismes de répression de la traduction des ARNm médiés par les 
miARNs chez les animaux. 

Il existe divers moyens de régulation des ARNm par les miARNs, qui peuvent se diviser en deux 
grandes catégories : 1) un effet direct sur la traduction, ou 2) un effet indirect sur la traduction. 

Source : (Nilsen, 2007). 
 

1.6.1.1. Clivage de l’ARNm. 

  
Lors du clivage de l’ARNm par AGO, celui-ci se déroule entre les nucléotides 10 et 11 

du miARN (Elbashir et al., 2001; Hutvágner and Zamore, 2002; Kasschau et al., 2003; 

Llave et al., 2002). Ce mode d’action ne change pas lors d’une complémentarité imparfaite 

entre la partie 5’ du miARN et l’ARNm (Kasschau et al., 2003; Palatnik et al., 2003), 

suggérant que le site de clivage semble déterminé par la nature des bases du miARN. A la 

suite du clivage de l’ARNm, le miARN reste intact et peut conduire à la reconnaissance et 

à la destruction d’autres ARNm (Hutvágner and Zamore, 2002; Tang et al., 2003). 

1.6.1.2. Inhibition de la traduction de l’ARNm. 
 

L’action de régulation des miARNs  impacte la synthèse protéique et en diminue le 

niveau d’expression. En revanche, l’action des miARNs sur le niveau d’expression de 

l’ARNm cible est controversé : certaines études montrent que celui est diminué (Boutz et 
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al., 2007; O’Donnell et al., 2005), alors que d’autres montrent qu’il reste inchangé (Olsen 

and Ambros, 1999; Seggerson et al., 2002).  

 

La traduction des ARNm se réalise en 4 étapes principales : l’initiation, l’élongation, la 

terminaison et le recyclage. L’inhibition de la traduction de l’ARNm par les miARNs peut 

s’effectuer au niveau de 3 étapes clés (Filipowicz et al., 2008): 

• Lors de l’initiation, 

• Juste après l’initiation, 

• Pendant l’élongation. 

 

Inhibition de l’initiation de la traduction de l’ARNm. 

Certains résultats sont en faveur d’un mode d’action via la répression au niveau de 

l’initiation de la traduction de l’ARNm. En effet, les ARNm réprimés sont trouvés en haut 

des gradients de sédimentation (Huang et al., 2007; Humphreys et al., 2005; Pillai et al., 

2005), ce qui indique une diminution de l’incorporation des ribosomes dans l’ARNm. Par 

ailleurs, les ARNm qui possèdent une séquence IRES (internal ribosome entry site) ou une 

coiffe non fonctionnelle ne sont pas inhibés efficacement par les miARNs, ce qui suggère 

que ces derniers agissent dans les premiers stades de l’initiation, et impliquent possiblement 

la reconnaissance de la coiffe (Humphreys et al., 2005; Pillai et al., 2005). 

 

Des études qui se sont intéressées à caractériser des extraits cellulaires issus de 

réticulocytes de lapin, d’embryons de Drosophile, d’ascites de souris et de la lignée 

cellulaire humaine HEK 293, montrent que la présence de la coiffe est requise pour la 

répression de l’ARNm (Mathonnet et al., 2007; Thermann and Hentze, 2007; Wakiyama et 

al., 2007; Wang et al., 2006), et que la queue polyadénylée joue également un rôle essentiel 

dans le processus (Wakiyama et al., 2007; Wang et al., 2006). En particulier, il a été 

montré que les miARNs inhibent l’association de l’ARNm cible avec la petite sous-unité du 

ribosome (Thermann and Hentze, 2007), ou bien réduit la quantité du complexe 

d’initiation 80S (Mathonnet et al., 2007). 

 

   D’autres travaux supportent l’hypothèse d’une inhibition de l’initiation de la 

traduction des ARNm. En effet, il a été démontré chez l’Homme que AGO2 est capable de 

se lier à la coiffe (m7G-cap) des ARNm, via un motif qui ressemble à la séquence 

d’interaction entre la coiffe et le facteur d’initiation de la traduction eIF4E. Cette étude 

propose qu’AGO2 entre en compétition avec la liaison de la protéine eIF4E sur la coiffe, 
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qui est un facteur important dans le recrutement de la petite sous-unité du ribosome 

(Kiriakidou et al., 2007).  

 

Un mécanisme alternatif de tous ceux déjà décrits démontre l’association d’AGO2 avec 

eIF6 et la grande sous-unité du ribosome 60S (Chendrimada et al., 2007). Le facteur eIF6 

est connu pour être une protéine qui prévient la formation du ribosome 80S en se liant à la 

large sous-unité 60S, l’empêchant de s’associer à la petite sous-unité. Ainsi, le recrutement 

de eIF6 par AGO2 pourrait empêcher l’association des petites et grandes sous-unités du 

ribosome et donc inhiber la traduction de l’ARNm (Chendrimada et al., 2007). 

 

Mécanismes d’inhibition après l’initiation de la traduction.  

Les miARNs et leurs cibles sont associés avec les polyribosomes (Nottrott et al., 2006; 

Olsen and Ambros, 1999; Petersen et al., 2006), et la répression se produit même lorsque la 

traduction est initiée dans les sites IRES (Lytle et al., 2007; Petersen et al., 2006). Ces 

observations laissent penser que les miARNs peuvent boquer la traduction après l’étape 

d’initiation. 

 

Par exemple, une étude propose que les miARNs recrutent des protéases vers les 

polysomes en cours de traduction, et ainsi promeuvent la dégradation des polypeptides 

naissants (Nottrott et al., 2006). Cette possibilité est soutenue par l’incapacité 

d’immunoprécipiter l’ARNm réprimé avec des anticorps dirigés contre le polypeptide en 

croissance (Chekulaeva and Filipowicz, 2009). 

 

Il a également été montré que les miARNs seraient capables de promouvoir une 

terminaison de la traduction de manière précoce et le décrochage des ribosomes (Petersen 

et al., 2006). 

 

Dé-adénylation et dégradation de l’ARNm. 

Alors que de nombreuses études démontrent que les miARNs répriment la 

traduction sans moduler le niveau de l’ARNm (Brennecke et al., 2003; Doench and Sharp, 

2004; Pillai et al., 2005; Zeng et al., 2003), d’autres démontrent au contraire que le niveau 

de l’ARNm est largement diminué (Bagga et al., 2005; Behm-Ansmant et al., 2006; 

Giraldez et al., 2006; Yekta et al., 2004).  
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 Le cas de figure d’un clivage endonucléolytique de l’ARNm est prépondérant chez 

les plantes, mais rare chez les animaux. Cependant, deux études montrent que les miARNs 

peuvent aussi cliver l’ARNm chez les mammifères. Par exemple, le miR-196 a été montré 

comme étant parfaitement complémentaire sur toute sa longueur à la partie 3’UTR de 

l’ARNm HoxB8. Cette complémentarité entraine un clivage de l’ARNm de HoxB8 

(Hornstein et al., 2005; Yekta et al., 2004). 

 

La dégradation de l’ARNm peut également être induite par des mécanismes qui 

entraînent en premier lieu sa déstabilisation (Leung et al., 2006). La déstabilisation de 

l’ARNm est médiée par la dé-adénylation suivie de l’enlèvement de la coiffe de l’ARNm. 

En effet, quatre études différentes, réalisées dans l’embryon du poisson zèbre, des cellules 

humaines et chez la drosophile, montrent l’existence d’un mécanisme de dé-adénylation 

dépendant des miARNs (Behm-Ansmant et al., 2006; Giraldez et al., 2006; Mishima et al., 

2006; Wu et al., 2006). La dé-adénylation de l’ARNm, et par conséquence la perte des 

protéines qui se lient à la queue poly(A), entraînent la perte de la coiffe, ce qui expose 

l’ARNm aux enzymes de digestions exonucléotidiques via l’extrémité 5’ (Behm-Ansmant 

et al., 2006; Eulalio et al., 2007a).  

 

La séquestration des ARNm dans les Processing-bodies. 

La séquestration des ARNm dans une structure peut permettre de contrôler l’accès 

de la machinerie de traduction, et de concentrer un ensemble de facteurs qui les régulent. Il 

a été montré que les ARNm dont la traduction est réprimée et le complexe RISC sont 

trouvés accumulés dans deux sous-structures cellulaires : les Processing-bodies (P-bodies) et les 

granules de stress (Krol et al., 2010a). Nous ne nous intéresserons qu’aux P-bodies, qui sont 

ubiquitaires, alors que comme son nom l’indique, les structures de stress n’apparaissent 

qu’en cas de stress cellulaire, une condition qui n’est pas abordée dans ce travail de thèse. 

 

Les P-bodies, aussi appelés GW bodies, sont un regroupement de plusieurs molécules 

dans le cytoplasme de la cellule, non délimité par une membrane. Ils contiennent une 

variété d’enzymes impliquées dans le turnover des ARNm, incluant des enzymes de 

décoiffage, des dé-adénylases ainsi que des exonucléases (Eulalio et al., 2007b; Valencia-

Sanchez et al., 2006). Dans les cellules animales, ils contiennent également la protéine 

GW182 (Eystathioy et al., 2002, 2003). De manière plus intéressante, plusieurs travaux 

montrent que les protéines Argonautes sont également présentes dans les P-bodies, ainsi que 

d’autres protéines qui interagissent avec les miARNs (Eulalio et al., 2007b). Ce sont des 
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structures dynamiques dans lesquelles les ARNm et les protéines entrent et sortent en 

continu (Franks and Lykke-Andersen, 2008; Parker and Sheth, 2007), et leur nombre et 

taille varient en fonction de l’activité de traduction de la cellule (Yang et al., 2004). Tous 

ces éléments laissent penser que les P-bodies interviennent à la fois dans le stockage et la 

dégradation des ARNm non traduits (Krol et al., 2010a). 

 

Suite à ces découvertes, un modèle attractif du mécanisme d’action des miARNs a 

été proposé (Behm-Ansmant et al., 2006; Eulalio et al., 2007b; Valencia-Sanchez et al., 

2006). Un miARN lié à une protéine Argonaute reconnaît son ARNm cible via un 

mécanisme d’hybridation de type Watson-Crick. La protéine Argonaute interagit avec 

GW182, qui délivre l’ensemble du complexe miARN-ARNm dans le P-body. En ce lieu, 

l’ARNm est dé-adénylé, puis soit décoiffé et dégradé, ou alors simplement retenu. Dans les 

P-bodies, l’absence de ribosomes empêche la traduction des ARNm. L’hypothèse de la 

rétention de l’ARNm est étoffée par un exemple dans lequel un ARNm est tenu à l’écart 

des ribosomes dans les P-bodies chez la levure (Brengues et al., 2005), et ce phénomène est 

dépendant des miARNs chez les mammifères (Bhattacharyya et al., 2006). 

 

Bien que ce modèle soit cohérent avec les éléments de la littérature, et attractif, 

d’autres observations y sont cependant incompatibles. En particulier, des résultats de 

microscopie électronique montrent que moins de 2% des protéines Argonautes sont 

localisées dans les P-bodies (Leung et al., 2006). Par ailleurs, comme nous l’avons déjà 

évoqué, plusieurs études montrent que les miARNs sont associés avec les polysomes (Kim 

et al., 2004; Nottrott et al., 2006), voire même qu’ils peuvent être associés aux ARNm 

pendant les phénomènes de traduction (Maroney et al., 2006). Finalement, des expériences 

de sous-expression de composants du P-body ne compromettent pas la régulation effectuée 

par les miARNs (Chu and Rana, 2006). Une étude suggère même que les P-bodies ne sont 

pas la cause, mais la conséquence de la réalisation des mécanismes d’inhibition des gènes 

(Eulalio et al., 2007c). 

1.6.2. Les miARNs peuvent être des activateurs de la traduction des ARNm. 
 
 Récemment, l’action des miARNs comme activateurs de la traduction a été 

suggérée, mais reste un phénomène rare (Iwasaki and Tomari, 2009; Ørom et al., 2008; 

Roberts et al., 2011; Tsai et al., 2009). Pour donner un exemple, en condition de pénurie en 

sérum dans le milieu de culture de la lignée HEK 293, il a été démontré que le miR-369-3p 

recrute un complexe miRISC particulier composé d’AGO2, et d’un isoforme spécifique de 
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FXR1 (Fragile X mental retardation-related protein 1), qui est FXR1-iso-a. Ce complexe active 

la traduction de l’ARNm Tnfα, en s’hybridant au niveau d’une région riche en adénosines 

et uraciles. Cette action entraîne un arrêt du cycle cellulaire des cellules, qui peut 

s’expliquer comme étant un mécanisme de protection et de survie des cellules face à la 

pénurie de sérum  (Vasudevan and Steitz, 2007; Vasudevan et al., 2007).  

 

 Une autre étude propose que l’interaction du miR-10a avec la partie 3’UTR de 

plusieurs ARNm qui codent pour des protéines ribosomales résulte en l’augmentation de 

leur traduction en réponse à un stress cellulaire ou à une pénurie de nutriments  (Ørom et 

al., 2008). Par ailleurs, il a aussi été montré  que le miR-122, spécifiquement exprimé dans 

le foie, stimule la traduction de l’ARN HCV, qui est l’ARN du virus de l’hépatite C. Cela 

serait expliqué par une augmentation de l’incorporation des ribosomes dans les séquences 

IRES (Henke et al., 2008). 

1.6.3. Comment expliquer tous ces mécanismes différents ? 
  

L’ensemble de ces résultats conflictuels est difficile à concilier, et la compréhension 

du mode de régulation des miARNs semble être le sujet le plus divergent au sein de la 

communauté (Eulalio et al., 2008; Wu and Belasco, 2008). Toutefois, l’hypothèse de leur 

co-existence n’est pas à écarter. Les divergences peuvent provenir de la diversité des 

modèles biologiques, ainsi que des différentes méthodologies employées.  

 

Concernant les biais qui peuvent être introduits en fonction de la méthode utilisée, 

il a été rapporté que la nature du promoteur qui contrôle l’expression du gène rapporteur 

est importante (Kong et al., 2008). L’ARNm rapporteur exprimé sous le promoteur SV40 

montre une association moindre avec les polysomes lorsqu’il est réprimé par les miARNs, 

alors que cette dernière ne change pas lorsqu’il est exprimé sous le promoteur TK. Cette 

étude laisse penser que les événements moléculaires qui se sont déroulés dans le noyau 

déterminent le mode de répression dans le cytoplasme. 

 

 Il a aussi été montré que les systèmes rapporteurs in vitro couramment utilisés ne 

sont pas toujours très robustes, et que peut-être que l’inhibition observée à travers leur 

expression serait inférieure à celle attendue in vivo (Chekulaeva and Filipowicz, 2009; 

Humphreys et al., 2005). 
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 La nature du rapporteur utilisé est aussi importante. En effet, certaines études 

utilisent des rapporteurs artificiels qui contiennent de multiples sites de liaison avec le 

miARN, qui peuvent ne pas traduire parfaitement la réalité (Eulalio et al., 2008; 

Humphreys et al., 2005; Wakiyama et al., 2007). 

 

La méthode de transfection peut également jouer un rôle important comme le 

témoigne l’étude de Lytle et de ses collaborateurs (Lytle et al., 2007). Réaliser une 

transfection avec soit des lipides cationiques, soit une électroporation, amène à des résultats 

divergents. Cela peut venir du fait que l’ARN électroporé peut préférentiellement rester 

dans le cytoplasme, alors que la transcription dans le noyau de l’ADN et l’export dans le 

cytoplasme est un mécanisme plus long qui peut retarder la fenêtre d’action du miARN. 

Par ailleurs, les méthodes de transfection par des lipides cationiques peut s’avérer plus 

efficace que l’électroporation (Felgner and Ringold, 1989). Il se peut donc que l’expression 

de l’ADN exogène produise une quantité d’ARN qui surpasse la capacité de régulation par 

les miARNs. 

 

Une autre explication peut venir de l’environnement de l’ARNm lui-même. En 

effet, il existe différentes études qui décrivent que le contexte de l’ARNm détermine le 

mécanisme de répression. Par exemple, ce travail (Behm-Ansmant et al., 2006) étudie la 

réponse de différents 3’UTR après la régulation des miARNs. Les niveaux de répression 

sont les mêmes, en revanche les mécanismes qui induisent la répression diffèrent : le 

premier ARNm est réprimé au niveau de la traduction, et son niveau d’expression est 

stable ; le second est déstabilisé, et le dernier est réprimé à la fois par la déstabilisation de 

l’ARNm et par l’inhibition de la traduction. L’interprétation des auteurs est que chaque 

3’UTR propose un environnement unique, car ils interagissent avec différentes protéines, 

ne proposent pas les mêmes repliements, et ne recrutent pas forcément les mêmes 

machineries RISC pour lesquelles il existe 4 protéines AGO différentes. 

 

Enfin, la stœchiométrie entre les miARNs et les ARNm est un facteur déterminant 

qui peut impacter le mode de régulation. La coopération entre les sites d’hybridation du 

miARN sur l’ARNm cible est aussi importante. Cependant, les techniques actuelles ne sont 

pas assez précises pour s’intéresser à ces questions.  
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1.7. Comment réguler ces régulateurs ? 
 
 L’expression des miARNs est soumise à une régulation fine, qui peut s’effectuer 

lors de toutes les étapes de leur biogénèse, mais aussi lorsqu’ils sont matures. Plusieurs 

revues sont consacrées à ce sujet : (Davis-Dusenbery and Hata, 2010; Krol et al., 2010a; 

Towler et al., 2015; Tran and Hutvagner, 2013). 

 

  Les principaux mécanismes de régulation seront évoqués assez brièvement, en 

revanche une partie sera consacrée plus en détail à la régulation de l’expression des 

miARNs dans le système nerveux central, le modèle d’étude de ce travail de thèse (voir 

Chapitre 1, paragraphe 1.9.3). 

1.7.1. Régulation de la transcription des miARNs. 
 
 Des études montrent que les caractéristiques des promoteurs des miARNs sont très 

similaires à celles des gènes codants pour des protéines : ils possèdent une haute fréquence 

d’ilots CpG, des boîtes TATA, des séquences de reconnaissance avec TFIIB, des éléments 

d’initiation et des éléments propices aux modifications des histones. Cela implique que la 

transcription des gènes de miARNs peut être régulée dynamiquement en réponse à des 

facteurs de croissance par exemple. Il a ainsi été montré que C-MYC d’une part est capable 

d’activer la transcription du cluster miR-17-92 (O’Donnell et al., 2005), et d’autre part qu’il 

diminue l’expression de nombreux miARNs connus comme étant des suppresseurs de 

tumeur : miR-15a, -29, -34 et la famille let-7 (Chang et al., 2008). 

 

 Des mécanismes épigénétiques peuvent aussi intervenir dans la régulation de la 

transcription des gènes de miARNs : 

• l’hyperméthylation du promoteur du miARN peut contribuer à réduire son 

expression, en particulier dans les cancers (Lujambio and Esteller, 2009; Lujambio 

et al., 2008; Saito et al., 2006) ; 

 

• la modification des histones joue également un rôle dans la régulation de la 

transcription des miARNs en contexte cancéreux (Scott et al., 2006). 

 

Ainsi, tout comme les gènes codants pour des protéines, la transcription des gènes de 

miARNs est finement régulée. 
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1.7.2. Régulation de la première étape de maturation : le microprocesseur 
Drosha/DGCR8. 
  

 La régulation de l’expression des miARNs peut être modulée via le 

microprocesseur DROSHA/DGCR8. 

 

Tout d’abord, les protéines DROSHA et DGCR8 s’autorégulent entre elles. En 

effet, DGCR8 stabilise l’expression de DROSHA à travers une interaction avec son 

domaine central, et DROSHA contrôle le niveau de DGCR8 en clivant la structure en 

épingle à cheveux présente dans l’ARNm de DGCR8, inhibant ainsi son expression (Han 

et al., 2009; Kadener et al., 2009; Triboulet et al., 2009). Le ratio d’expression de ces deux 

protéines est important pour la biogénèse des miARNs, car une surexpression à un niveau 

3 fois supérieur au niveau basal de DGCR8 inhibe largement l’activité de Drosha in vitro 

(Gregory et al., 2004). Enfin, de façon intéressante, la liaison d’un hème à DGCR8 favorise 

sa dimérisation et facilite l’activité de maturation des pri-miARN par DROSHA (Faller et 

al., 2007). 

 

Par ailleurs, le niveau d’expression de DROSHA  est montré comme étant régulé 

dans des cas de pathologies. Par exemple, il est augmenté dans les stades terminaux du 

cancer du col de l’utérus (Muralidhar et al., 2007; Sugito et al., 2006). 

 

L’efficacité de l’activité du complexe peut aussi être affectée. Les cellules qui 

croissent en condition de confluence montrent un niveau plus important en pre-miARN et 

miARN matures, alors que les niveaux protéiques de DROSHA et DGCR8 restent 

inchangés (Hwang et al., 2009). De plus, les extraits de ces cellules permettent une 

conversion plus efficace du pri-miARN et pre-miARN dans des essais in vitro. Le 

mécanisme reste inconnu, mais des modifications post-transcriptionnelles ou l’association à 

des cofacteurs sont susceptibles d’expliquer le phénomène (Hwang et al., 2009). 

 

1.7.3. Régulation de l’export dans le cytoplasme. 
 
 Une étude propose que l’étape d’export du pre-miARN dans le cytoplasme peut 

contribuer à la régulation de l’expression des miARNs. Les pre-miARN-105, -128 et -31 

sont déterminés dans beaucoup de types cellulaires différents comme étant hautement 

exprimés. Cependant, sous certaines conditions, la présence de ces miARNs matures n’est 

pas détectable, et les expériences d’hybridation in situ montrent une accumulation des pre-
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miARNs dans les nucléoles du noyau (Lee et al., 2008). Le mécanisme d’action reste 

cependant toujours méconnu. 

1.7.4. Régulation de la deuxième étape de maturation : DICER et AGO. 

1.7.4.1. La modulation de DICER. 
 

Le niveau d’expression de l’enzyme DICER est modulé dans plusieurs cancers, à la 

hausse ou à la baisse, et semble être corrélé avec un pronostique défavorable pour le patient 

(Chiosea et al., 2006; Karube et al., 2005). Par ailleurs, la déplétion des co-facteurs de 

DICER : TRBP et PACT, entraîne une diminution du niveau d’expression de la protéine 

DICER (Chendrimada et al., 2005; Lee et al., 2006). A l’inverse, la voie de signalisation 

MAPK/ERK permet la phosphorylation de TRBP, qui, à l’état phosphorylé, favorise la 

production des miARNs en augmentant la stabilité de DICER (Paroo et al., 2009). 

 

Le niveau de régulation peut également s’effectuer sur l’efficacité de DICER. 

Contrairement à l’enzyme DROSHA, l’enzyme DICER est extrêmement efficace de base 

(Lau et al., 2001; Lee et al., 2008). Ainsi, les étapes de régulation vont principalement 

concerner son inhibition. Par exemple les miR-143 et -145 matures sont sous-exprimés dans 

les tissus cancéreux de colon, alors que l’expression des pre-miARNs ne diffère pas. Ceci 

suggère que l’étape de maturation par DICER est inhibée dans la tumeur colorectale 

(Michael et al., 2003).  

1.7.4.2. Le contrôle des protéines AGO. 
 
 Il existe 4 types de protéines AGO chez l’Homme, qui sont toutes capables de se 

lier aux miARNs. En revanche, AGO2 est la seule protéine qui possède une activité de 

clivage de l’ARN (Hutvagner and Simard, 2008). Il a été montré que l’expression ectopique 

des protéines AGO résulte en une augmentation drastique en miARNs matures 

(Diederichs and Haber, 2007), et que au contraire, la délétion d’AGO2 dans les cellules 

MEFs (mouse embryonic fibroblastes) et les cellules hématopoïétiques provoque une réduction 

massive des miARNs matures étudiés (Diederichs and Haber, 2007; O’Carroll et al., 2007). 

Enfin, dans les cancers, le niveau d’expression de la protéine AGO2 est souvent montré 

comme étant dérégulé comparé à la condition saine, aussi bien au niveau de l’ARNm que 

de la protéine (Kim et al., 2010; Rybak et al., 2009). L’ensemble de ces résultats suggère 

fortement que le niveau d’expression des protéines AGO influence la quantité de miARNs 

matures dans la cellule. 
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1.7.5. Régulation des miARNs matures. 
 
 Les mécanismes de régulation de l’expression des miARNs via la modulation du 

niveau du miARN mature ont été moins étudiés, en particulier car les miARNs étaient 

considérés comme des molécules stables, dont la présence était détectée plusieurs heures et 

même jours après l’arrêt de leur production (Baccarini et al., 2011; Gantier et al., 2011; Lee 

et al., 2003). En effet, une étude dans laquelle l’enzyme DICER a été délétée dans des 

fibroblastes embryonnaires de souris estime le temps de demi-vie moyen des miARNs de 

119h, soit 10 fois supérieur à celui des ARNm (Gantier et al., 2011). Quelques revues 

énumèrent les travaux à ce sujet : (Rüegger and Großhans, 2012; Towler et al., 2015). 

1.7.5.1. La stabilité et l’efficacité d’action des miARNs. 
 

La stabilité des miARNs matures peut être affectée par le cycle cellulaire (Avraham 

et al., 2010; Hwang et al., 2007; Rissland et al., 2011). Le premier exemple à le montrer 

concerne le miR-29b dans les cellules HeLa (issues de la patiente Henrietta Lacks). Des 

expériences similaires à du « pulse-chase » révèlent par exemple que le temps de demi-vie de 

miR-29b est de 4h dans les cellules en division, alors qu’il est de plus de 12h dans les 

cellules en interphase (Hwang et al., 2007). De plus, cette étude révèle que le miR-29b 

s’accumule dans le noyau comparé au cytoplasme, grâce à la présence d’un motif de 

localisation nucléaire dans sa séquence. Ces résultats laissent penser que ce miARN a pour 

fonction de réguler la transcription ou l’épissage de ces cibles, par un mécanisme pas 

encore élucidé (Hwang et al., 2007). 

 

Aussi, la stabilité peut être affectée par des enzymes qui dégradent les miARNs. 

Dans des cellules de mélanome humaines, il a été montré que PNPT1, une 3’-5’ 

exoribonucléase, dégrade certains miARNs matures sans affecter les niveaux d’expression 

des pri- et pre-miARNs (Das et al., 2010). En particulier les miARNs miR-221 et -222 sont 

affectés, et leur dégradation est accompagnée de l’augmentation du niveau d’expression de 

p27kip1, une de leurs cibles confirmées (Galardi et al., 2007). 

 

Un autre mécanisme influence largement la stabilité et l’efficacité d’action des 

miARNs : la modification de la séquence mature du miARN. Plusieurs études montrent 

que l’adénylation (Burroughs et al., 2010; Katoh et al., 2009) et l’uridylation (Mullen and 

Marzluff, 2008) de l’extrémité 3’ du miARN sont capables de moduler à la fois la stabilité 

et l’efficacité du miARN. 
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Enfin, une étude récente démontre que l’hybridation aléatoire des miARNs sur une 

cible non-canonique, c’est-à-dire dépourvue de l’interaction avec la région « seed », entraîne 

une déstabilisation du miARN, qui se libère de la protéine AGO et donc du complexe 

RISC. Ce mécanisme est suggéré comme pouvant permettre le recyclage des miARNs qui 

ont leurs cibles peu représentées dans la cellule, et ainsi l’incorporation de nouveaux 

miARNs par la protéine AGO (Park and Shin, 2017). En d’autres termes, cela favoriserait 

le recyclage des complexes RISC, en leur permettant d’incorporer régulièrement des 

miARNs dont leurs cibles sont effectivement exprimées dans la cellule. 

1.7.5.2. Séquestration et l’élimination des miARNs. 
 
 Quelques travaux suggèrent que les corps multivésiculaires (MVBs), qui sont des 

structures issues des endosomes tardifs, sont impliqués dans la régulation des miARNs 

(Gibbings et al., 2009; Lee et al., 2009). Les MVBs accumulent dans leur lumière des 

vésicules qui peuvent être soient délivrées au lysosome pour de la dégradation, soit libérées 

dans le milieu extracellulaire en tant qu’exosomes et participer à de la communication 

intercellulaire (ce sujet sera largement abordé dans le chapitre 3), ou à de l’élimination. En 

effet, il est montré que bloquer la voie de biogénèse des MVBs influence le niveau de 

régulation par les miARNs. Plus particulièrement, bloquer le complexe ESCRT (endosomal 

sorting complex required for transport), très important pour la biogénèse des vésicules 

intraluminales localisées dans la lumière du MVB, contribue à inhiber la répression due 

aux miARNs. Au contraire, le renouvellement des MVBs via HSP4 stimule l’activité des 

miARNs. Aussi, la déplétion de certains composants du complexe ESCRT amène à une 

augmentation en niveau de protéine GW180 (Gibbings et al., 2009), couplé à un 

assemblage perturbé du complexe RISC avec les petits ARNs (Lee et al., 2009). Ces 

résultats suggèrent que le MVB peut jouer un rôle important dans la formation et le 

recyclage des complexes miRISC (Krol et al., 2010a). 

 

1.8. La nomenclature des miARNs. 
 
 Le nom des miARNs est assigné par un organisme indépendant : The microRNA 

Registry (Griffiths-Jones, 2004, 2010). Le nom d’un nouveau miARN est assigné 

uniquement après l’acceptation du travail par un journal, les auteurs étant autorisés à 

utiliser un nom temporaire dans les phases de soumission et de révision du travail. 

 

La nomenclature des miARNs a beaucoup évolué depuis leur découverte, et s’établit 

actuellement selon les règles suivantes (Desvignes et al., 2015) : 
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• Le précurseur est nommé avec un « r » minuscule (mir), alors que le miARN 

mature est nommé avec un « R » majuscule (miR) ; 

 

• Un numéro est attribué au miARN, majoritairement en suivant l’ordre 

chronologique dans lequel il a été découvert (exemple : miR-1) ; 

 

• Les miARNs de la même famille, c’est à dire qui possèdent la même région « seed »,  

se distinguent par une lettre (exemple : miR-1a et miR-1b) ; 

 

• Dans le cas où un même miARN mature peut être généré à partir de plusieurs 

régions chromosomiques, alors un chiffre est ajouté à la fin (exemple : miR-1-1 et 

miR-1-2). 

 

• Un pre-miARN produit deux brins matures, à partir de chaque extrémité : la 3’ et la 

5’. Ainsi, respectivement, le suffixe 3p ou 5p est ajouté (exemple : miR-1-3p et miR-

1-5p) ; 

 

• Finalement, le préfixe correspondant au nom de l’espèce dans laquelle le miARN 

est exprimé est ajouté au début du nom (exemple : rno-miR-1-3p pour le rat Rattus 

norgevicus). 

 

Dans de rares cas, la nomenclature des miARNs varie en fonction de l’espèce d’intérêt. 

Par exemple, chez c. elegans, certains miARNs sont nommés « let » ou « lin ». 

 

La découverte de nouveaux variants de miARN se fait grandissante (voir chapitre 

2). La nomenclature a de grandes chances d’évoluer pour pouvoir les incorporer, mais 

également pour permettre une meilleure correspondance entre les différentes espèces 

(Desvignes et al., 2015). 
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1.9. Les miRNAs dans le système nerveux central. 

1.9.1. Desccription du système nerveux central. 

1.9.1.1. Brève définition du système nerveux central.  
 

Le système nerveux central se compose de l’encéphale et de la moelle épinière. 

L’encéphale reçoit et intègre les informations de l’organisme et de l’environnement 

extérieur, puis transmet et coordonne les informations émises en réponse. La moelle 

épinière fait le lien entre l’encéphale et le reste de l’organisme : elle permet la transmission 

des signaux sensitifs de la périphérie vers l’encéphale, et la transmission des mouvements 

moteurs volontaires et involontaires de l’encéphale vers la périphérie. 

 

Le système nerveux central est responsable de la réalisation des fonctions motrices, 

sensorielles et cognitives. L’exécution de ces fonctions est basée sur la connectivité et la 

nature de la communication (excitatrice ou inhibitrice) entre les neurones, l’une des cellules 

fondamentales qui composent le système nerveux.  

1.9.1.2. La communication neuronale s’effectue via les synapses. 
  

La communication neuronale s’effectue principalement dans les structures 

spécialisées appelées synapses, qui sont des zones de contact entre deux neurones, et qui 

peuvent être de deux types : les synapses chimiques et les synapses électriques (Liddell, 

1956). Les synapses électriques se définissent comme des jonctions gap qui laissent circuler 

les ions d’un neurone à l’autre (Connors and Long, 2004; Meier and Dermietzel, 2006; 

Pereda, 2014). Les synapses chimiques transmettent l’influx nerveux à travers la libération 

des neurotransmetteurs par l’élément pré-synaptique, qui reconnaissent leurs récepteurs 

situés à la membrane de l’élément post-synaptique (Figure 8). Ces deux types de synapses 

coexistent dans le cerveau des mammifères, mais les détails sur leur propriétés et leurs 

distributions respectives sont encore débattus (Pereda, 2014). 
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Figure 8: Représentation schématique de la synapse chimique et électrique. 

A : Représentation schématique d’une synapse chimique. La dépolarisation de l’élément pré-synaptique 
par l’arrivée de potentiel d’action permet la fusion des vésicules synaptiques à la membrane, libérant 
les neurotransmetteurs dans la fente synaptique. L’élément post-synaptique présente à la surface de 
sa membrane des récepteurs ionotropiques et métabotropiques qui reconnaissent les 
neurotransmetteurs. L’activation de ces récepteurs va permettre l’intégration et la transmission du 
signal sous différentes formes : la variation du potentiel de membrane, l’activation de cascades 
biochimiques ainsi que le changement de l’expression des gènes. B : Représentation schématique d‘une 
synapse électrique. Les canaux appelés jonctions gap permettent de connecter directement le 
cytoplasme de deux neurones adjacents. Les ions responsables du signal électrique se propagent d’un 
neurone à l’autre via les jonctions gap. Schéma largement inspiré de : (Pereda, 2014). 

1.9.1.3. Principe de la transmission synaptique excitatrice. 
 

La transmission synaptique excitatrice dans la synapse chimique, dont le 

neurotransmetteur principal est le glutamate, s’établit comme suit (Figure 9): 

• La membrane de l’élément neuronal pré-synaptique est dépolarisée par l’arrivée de 

potentiels d’actions ; 

• La dépolarisation de la membrane active des canaux calciques dépendants du 

potentiel, perméabilisant l’élément pré-synaptique au calcium ; 

• L’entrée de calcium augmente la probabilité de libération par exocytose des 

vésicules synaptiques, qui contiennent des neurotransmetteurs et les libèrent dans la 

fente synaptique (principalement du glutamate pour les synapses excitatrices). 

• Dans la fente synaptique, les neurotransmetteurs vont reconnaître et activer leurs 

récepteurs spécifiques situés à la membrane de l’élément post-synaptique. Cela va 

induire un réponse post-synaptique, qui se traduit généralement par une entrée 
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d’ions chargés positivement, conduisant à la dépolarisation de la membrane. Ce 

mécanisme permet de transmettre le signal de l’élément pré- à post-synaptique. 

 

Figure 9: Représentation schématique de la transmission synaptique excitatrice dans une synapse 
chimique. 

L’arrivée de potentiels d’actions dans l’élément pré-synaptique dépolarise la membrane, activant des 
canaux dépendants du voltage, et perméables au calcium. Cela entraîne une entrée de calcium dans 
l’élément pré-synaptique, suivie de la fusion des vésicules synaptiques, contenant des 
neurotransmetteurs à la membrane. Ici le neurotransmetteur est le glutamate, présent dans les 
synapses excitatrices. Les neurotransmetteurs reconnaissent leurs récepteurs spécifiques localisés à la 
membrane de l’élément post-synaptique. Pour le glutamate, ce sont principalement les récepteurs 
AMPA et NMDA. Les récepteurs AMPA laissent entrer du sodium, alors que les récepteurs 
NMDA laissent entrer du sodium et du calcium. L’entrée de charges positives dans l’élément post-
synaptique permet sa dépolarisation, ainsi qu’une élévation de la concentration intracellulaire en 
calcium. Lors de fortes stimulations, le magnésium, qui bloque l’entrée du canal du récepteur 
NMDA, et éliminé. Schéma largement inspiré de : (Malenka and Nicoll, 1999). 

 

Dans le SNC, il existe différents neurotransmetteurs (Tableau 2), et  le 

neurotransmetteur excitateur le plus répandu est le glutamate. Ce dernier possède 

plusieurs récepteurs spécifiques, qui peuvent être métabotropiques : les récepteurs 

métabotropiques au glutamate (mGluR), ou ionotropiques : les récepteurs AMPA (α-



Chapitre 1 : miARNs et plasticité synaptique - INTRODUCTION 

 
43 

amino-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazolepropioniqe), les récepteurs kaïnates, et les récepteurs 

NMDA (N-méthyl-D-aspartate) (Meldrum, 2000). 

 

Tableau 2: Présentation des principaux neurotransmetteurs du SNC évoqués dans la thèse. 

Neurotransmetteur Nature principale de la transmission 

GABA Inhibitrice 

Glutamate Excitatrice 

Source : (Moore, 1993). 

 

Les estimations prévoient la présence de 100 à 200 milliards de neurones dans le 

cerveau humain. De plus, chaque neurone peut créer des connections synaptiques avec 

5000 à 200 000 neurones (O’Carroll and Schaefer, 2013). Cela crée un réseau connectif 

extrêmement complexe.  

1.9.1.4. La plasticité neuronale et synaptique : l’adaptation du neurone et de la synapse à 
l’activité. 
 

La caractéristique essentielle du cerveau est sa capacité à se modifier, et à s’adapter 

aux changements continus de l’environnement et de l’organisme. Les connexions établies 

dans le cerveau entre les neurones ne sont pas figées, et sont soumises à des modifications 

constantes. La malléabilité que présente le cerveau à modifier les circuits et les connections 

entre les neurones est communément appelée « plasticité neuronale » (Power and 

Schlaggar, 2017). Ainsi, la plasticité neuronale consiste en la modulation des connections 

neuronales, à l’échelle d’un neurone, dépendamment de l’activité. Cela implique des 

modifications de l’expression des gènes, ainsi que la création et la suppression des épines 

dendritiques et des synapses (Schaefer et al., 2017). 

 

Les mécanismes de plasticité se déroulent également à l’échelle de chacune des 

synapses, et correspondent alors à la plasticité synaptique. La plasticité synaptique se 

définit comme étant la capacité des synapses existantes à adapter la force et l’efficacité de 

leur transmission synaptique en fonction de leur activité (Citri and Malenka, 2008). La 

plasticité synaptique requiert des modifications fonctionnelles et structurelles (Schaefer et 

al., 2017), lors desquelles la force de transmission synaptique peut donc être augmentée ou 

diminuée, à court terme (millisecondes à minute) et à long terme (heures à jours) (Citri and 

Malenka, 2008). 
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Il existe différentes formes de plasticité synaptique à long terme, dont les principales 

sont les suivantes (Citri and Malenka, 2008; Kandel and Spencer, 1968; Tsukahara, 1981) : 

• La potentialisation (ou LTP pour long-term potentialisation). Cette forme 

aboutit à une augmentation persistante de la force de la transmission 

synaptique. 

 

• La dépression (LTD pour long-term depression). Cette forme entraîne une 

diminution persistante de la force de la transmission synaptique. 

 

• La plasticité homéostatique. C’est la forme de plasticité qui agit pour 

stabiliser l’activité d’un circuit neuronal en réponse à des changements 

d’activité. Cette forme de plasticité implique à la fois des modifications de 

la taille des synapses, ainsi que des changements de la force des synapses 

(Turrigiano, 2012, 2008) (Figure 10). Les neurones appliquent donc des 

ajustements compensatoires à la force de leurs synapses selon leur niveau 

d’activité (Pozo and Goda, 2010; Turrigiano, 2012). 

 

Figure 10: Schéma représentant les mécanismes principaux de plasticité synaptique 
homéostatique dans une synapse excitatrice. 

A: Représentation schématique de la condition basale. La transmission synaptique est réalisée par la 
libération de neurotransmetteurs par la terminaison pré-synaptique et l’activation ultérieure des 
récepteurs localisés dans la membrane de la terminaison post-synaptique. B : Représentation des 
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mécanismes compensatoires en cas de réduction de l’activité du réseau. La réduction de l’activité du 
réseau est compensée en pré-synaptique en augmentant le recyclage des vésicules synaptiques, le 
nombre de vésicules ancrées à la membrane et la probabilité de libération des vésicules synaptiques. 
C : Représentation des mécanismes compensatoires en cas d’augmentation de l’activité du réseau. Pour 
compenser l’augmentation de l’activité du réseau, les neurones pré-synaptiques diminuent leur 
probabilité de libération, alors que les neurones en post-synaptique diminuent le nombre de 
récepteurs par des phénomènes d’endocytose et d’exocytose, ou de diffusion latérale vers les sites 
extra-synaptiques. Les cellules gliales, représentées en gris, peuvent aussi intervenir. Source : (Pozo 
and Goda, 2010). 
 

 

Les principales études qui dissèquent les mécanismes de la plasticité synaptique 

homéostatique sont réunies dans les excellentes revues suivantes : (Pozo and Goda, 2010; 

Turrigiano, 2012). Pour donner un exemple lié à l’étude que nous avons menée, les 

premiers travaux réalisés dans cette thématique ont démontré l’implication de la régulation 

des courants AMPA (O’Brien et al., 1998; Turrigiano et al., 1998) au niveau des synapses 

excitatrices. En effet, la force de la transmission synaptique est affectée par des 

changements dans la composition et l’abondance des récepteurs AMPA à la surface de 

l’élément post-synaptique, qui se composent par la combinaison de deux dimères de 

dimères des sous-unités GLUA1 à GLUA4 (Hollmann and Heinemann, 1994; Traynelis et 

al., 2010). Les processus décrits mis en jeu sont divers : le trafic vers la membrane par exo- 

et endocytose, la diffusion latérale des récepteurs vers les sites extra-synaptiques ou 

synaptiques, ou encore l’interaction des sous-unités des récepteurs avec des protéines 

accessoires comme les TARPs (transmembrane AMPAR regulatory protein) ou des protéines 

d’échafaudage (Bredt and Nicoll, 2003; Collingridge et al., 2004; Elias and Nicoll, 2007; 

Triller and Choquet, 2008).  

 

 Par ailleurs, il a été démontré que les protocoles de blocage chronique de l’activité 

entraînent l’accumulation de récepteurs AMPA dans la membrane post-synaptique, et ce 

phénomène est en partie dû à de l’insertion à la membrane de récepteurs nouvellement 

synthétisés (Ju et al., 2004; Sutton et al., 2006). De façon très intéressante, la traduction des 

récepteurs s’effectue localement, dans les régions dendritiques (Ju et al., 2004). Ces 

résultats démontrent l’importance des mécanismes locaux dans les phénomènes de 

plasticité synaptique. 

1.9.1.5. La plasticité synaptique requiert des mécanismes de régulation locaux. 
 
 Les synapses sont formées entre les dendrites et les  axones, et ces structures 

s’étendent à des distances considérables du corps cellulaire, lieu de transcription des gènes. 
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Cette distance engendre des défis à relever de la part des neurones pour approvisionner les 

synapses lointaines en molécules structurales et de signalisation.  

 

Pour répondre à cette question, la traduction locale des protéines a été proposée 

comme étant un mécanisme important dans la plasticité synaptique, et qui contribue 

également aux bases moléculaires de l’apprentissage et de la mémoire (Campbell and Holt, 

2001; Kang and Schuman, 1996; Kim et al., 2004; Zhang and Poo, 2002). Ainsi, la 

synthèse locale de protéines proches des synapses est un mécanisme efficace pour contrôler 

temporellement et spatialement la composition des synapses.  

1.9.2. L’expression des miRNAs dans le système nerveux central. 
 

Depuis la découverte des miARNs, plus de 2000 espèces différentes ont été 

identifiées, parmi lesquelles 70% (Fineberg et al., 2009) sont retrouvées exprimées dans le 

SNC des mammifères lors de tous les stades de développement (Landgraf et al., 2007; 

Miska et al., 2004; Sempere et al., 2004; Shao et al., 2010).  Ils sont exprimés de manière 

différentielle entre les régions du cerveau, et dans les différents types cellulaires (Bak et al., 

2008; Landgraf et al., 2007; Olsen et al., 2009). Certains miARNs sont trouvés enrichis 

dans le SNC, comme par exemple les miR-128, -129 ou-138, et d’autres sont mêmes 

spécifiquement exprimés dans le SNC (Landgraf et al., 2007; O’Carroll and Schaefer, 

2013), et c’est particulièrement le cas du miR-124 (Lagos-Quintana et al., 2002; Sempere et 

al., 2004). De manière intéressante, les miARNs ont été trouvés comme étant également 

distribués de manière différentielle au sein même des cellules du SNC (Lugli et al., 2008; 

Pichardo-Casas et al., 2012). 

 

Plus précisément, en plus des ARNm et des polyribosomes, il a été montré que les 

miARNs matures sont présents dans les dendrites, les axones, et les épines dendritiques des 

neurones (Hancock et al., 2014; Hu et al., 2014, 2015; Lugli et al., 2008; Rajasethupathy et 

al., 2009; Schratt et al., 2006). Aussi, certaines espèces de miARNs sont plus exprimées 

dans la fraction synaptique que dans l’extrait de la cellule entière. De plus, les pre-miARNs 

et l’enzyme DICER sont également retrouvés dans les dendrites et les axones (Bicker et al., 

2013; Kim et al., 2015b; Lugli et al., 2005, 2008), et surtout les pre-miARNs peuvent être 

maturés en miARNs près de la synapse (Bicker et al., 2013; Hu et al., 2014, 2015; Lugli et 

al., 2005). Les miARNs matures peuvent être délivrés à la synapse soit par un transport 

depuis le corps cellulaire du miARN, soit par la maturation du stock de pre-miARN qui se 

trouve près le synapse (Hu and Li, 2017; Lugli et al., 2012). 
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De surcroît, de nombreux travaux proposent que les miARNs jouent un rôle 

important dans la physiologie de la synapse. En effet, une inhibition globale de la voie de 

synthèse des miARNs, ou de l’activité des miARNs, provoque des effets considérables sur 

ces dernières. Chez les souris KO (knock out) pour DGCR8, la transmission synaptique 

basale est intacte, en revanche l’effet de stimulation à 50Hz qui provoque la dépression 

synaptique est exacerbé, et la phase initiale de LTP (long term potentiation) est diminuée 

dans le cortex préfrontal (Fénelon et al., 2011), alors qu’elle est augmentée dans 

l’hippocampe (Earls et al., 2012). Par ailleurs, l’inactivation de DICER 1 dans les neurones 

excitateurs de l’hippocampe cause une augmentation de la taille de l’épine dendritique, et 

de l’excitabilité du neurone (Davis et al., 2008; Fiorenza et al., 2016; Konopka et al., 2010). 

Enfin, une activité diminuée du complexe RISC par la neutralisation (KD= knock down) de 

NCOA3, un co-activateur de la transcription d’AGO2, résulte en la diminution du volume 

des épines dendritiques et de l’amplitude des courants miniatures post-excitateurs (Störchel 

et al., 2015). Ces résultats montrent que les miARNs jouent des rôles importants dans la 

physiologie des neurones. 

 

Les miARNs sont impliqués dans toutes les étapes de la physiologie du SNC : le 

développement, la différenciation neuronale et la maturation, mais également le 

développement de la synapse et la plasticité synaptique. Ils sont également mis en cause 

comme intervenant dans la physiopathologie des maladies neurodégénératives comme 

Parkinson, Alzheimer, Huntington et la sclérose latérale amyotrophique (Basak et al., 

2016; Im and Kenny, 2012; O’Carroll and Schaefer, 2013; Trivedi and Ramakrishna, 

2009). Ce sont donc des régulateurs majeurs intervenant dans la physiologie et la 

pathologie du SNC. 

 

1.9.3. Les miARNs et la plasticité neuronale. 
 

Les miARNs et la plasticité neuronale établissent une relation réciproque de 

régulation : alors que l’activité neuronale module l’expression des miARNs, ces derniers 

répondent en régulant la plasticité neuronale (Holt and Schuman, 2013). 

1.9.3.1. L’expression des miRNAs est régulée par l’activité des neurones. 
 

D’une manière générale, l’activité neuronale diminue l’expression de la majorité 

des miARNs neuronaux. Cette observation est consistante avec l’hypothèse selon laquelle 



Chapitre 1 : miARNs et plasticité synaptique - INTRODUCTION 

 
48 

les miARNs maintiennent les transcrits des protéines impliquées dans la plasticité 

neuronale dans un état réprimé, qui est levé lors d’une augmentation de l’activité neuronale 

(Eacker et al., 2011; Im and Kenny, 2012). Cependant, il existe des exceptions pour 

lesquelles l’activité neuronale induit une augmentation de l’expression de miARNs 

particuliers (Wayman et al., 2008). Aussi, l’activité neuronale peut s’avérer nécessaire pour 

maintenir l’expression d’autres miARNs (Krol et al., 2010b). L’ensemble de ces 

démonstrations laisse penser que certains miARNs jouent un rôle actif dans la plasticité 

synaptique. 

 

La régulation de l’expression des miARNs par l’activité neuronale s’applique à tous 

les niveaux de biogénèse des miARNs, de la transcription aux étapes de maturation, 

jusqu’à la stabilité et l’accessibilité des miARNs matures (Aksoy-Aksel et al., 2014; Sim et 

al., 2014).  

 

L’activité neuronale joue sur le niveau de transcription des miARNs. 

Les promoteurs de plusieurs espèces de miARNs comportent des sites de liaison 

avec des facteurs de transcription dont l’expression est régulée par l’activité neuronale, 

comme CREB et MEF2 (Eacker et al., 2011; Fiore et al., 2009; Vo et al., 2005). 

 
Le miARN le plus connu et le plus étudié comme étant régulé par l’activité 

neuronale est le miR-132. Plusieurs études montrent une augmentation de l’expression du 

miR-132 après l’application de plusieurs stimuli de l’activité neuronale dans des cultures de 

neurones, comme le BDNF (brain-derived neurtrophic factor), le KCl et la bicuculline 

(inhibiteur des récepteurs GABA, qui transmettent un signal inhibiteur) (Klein et al., 2007; 

Vo et al., 2005; Wayman et al., 2008). Une telle observation est également faite in vivo lors 

de protocoles de conditionnement à la peur, d’application de stimulus odorant, de lumière, 

ou encore lors de la consommation de cocaïne (Cheng et al., 2007; Im et al., 2010; 

Nudelman et al., 2010; Tognini et al., 2011). Par ailleurs, la réduction de l’activité 

neuronale dans le cortex visuel diminue à la fois la quantité des précurseurs de miR-132 

ainsi que celle des matures (Mellios et al., 2011; Tognini et al., 2011). Cela appuie 

l’hypothèse d’une induction du miR-132 dépendante de l’activité neuronale. L’expression 

du miR-132 est régulée par le facteur de transcription CREB, qui active la transcription de 

nombreux gènes, et joue un rôle important dans le développement des dendrites et la 

plasticité synaptique (Sim et al., 2014). Enfin, des études pharmacologiques démontrent 

que l’induction du miR-132 dépend de l’activation des récepteurs NMDA, de la CAMK 
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(Ca2+/calmodulin-dependant protein kinase) et de la voie de signalisation MEK-ERK (Cheng et 

al., 2007; Wayman et al., 2008). 

 

L’activité neuronale peut jouer sur le transport des miARNs. 

Plusieurs études montrent que la variation de l’activité neuronale déclenche le 

transport de granules à ARNs vers les synapses, qui pourraient contenir des miARNs 

matures ou des pre-miARNs (Charalambous et al., 2013). Dans la continuité de cette 

hypothèse,  la protéine FMRP (Fragile X mental retardation protein) est contenue dans les 

granules à ARNs, et interagit avec les miARNs et d’autres composants du complexe RISC, 

comme MOV10 (Jin et al., 2004; Kenny et al., 2014). 

 

L’activité neuronale joue sur la maturation des miARNs. 

Les enzymes clés impliquées dans la maturation des miARNs, comme par exemple 

DICER, sont enrichies dans les synaptosomes (Lugli et al., 2005). De plus, cette étude 

montre aussi que l’activité de DICER est stimulée en fonction de l’activité neuronale par le 

clivage par la CALPAIN I (Lugli et al., 2005), une protéase calcium-dépendante qui 

intervient dans les réponses d’activation synaptique (Lynch and Baudry, 1987). Ce résultat 

suggère une augmentation de la production des miARNs dans les synapses actives. Une 

autre étude montre que la stimulation de la voie de signalisation ERK provoquée par 

l’application de BDNF stabilise le niveau de la protéine DICER via la phosphorylation 

d’un de ses co-facteurs TRBP (Huang et al., 2012).  

 

  Ainsi, ces études laissent penser que l’activité neuronale peut donc contrôler le 

niveau d’expression des miARNs en jouant sur les étapes clés de leur maturation. 

 

L’activité neuronale peut moduler les protéines associées au complexe RISC. 

L’activité neuronale entraîne la dégradation de la protéine ARMITAGE, ou de son 

homologue MOV 10 chez les mammifères (Ashraf et al., 2006; Banerjee et al., 2009), qui 

est connue pour être associée au complexe RISC. Plus particulièrement, l’augmentation de 

l’activité synaptique par les courants NMDA provoque la dégradation par le protéasome de 

la protéine MOV10, diminuant ainsi l’activité du complexe RISC (Banerjee et al., 2009). 

 

Par ailleurs, une étude récente révèle que PICK1, une protéine sensible au calcium, 

qui régule le trafic des récepteurs AMPA lors de protocoles de LTP et LTD (Jaafari et al., 

2012; Terashima et al., 2008), est aussi impliquée dans la régulation de la protéine AGO2 
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(Rajgor et al., 2017). Les auteurs montrent que PICK1 interagit avec la protéine AGO2 en 

condition basale, et limite son activité. Aussi, l’augmentation de l’influx calcique 

déstabilise le complexe PICK1/AGO2 dans les neurones corticaux. Cela permet d’une part 

à PICK1 d’internaliser les récepteurs AMPA, et d’autre part à AGO2 d’augmenter 

l’activité du complexe RISC. Les auteurs suggèrent que ce mécanisme peut entrer en jeu 

dans la mise en place de la LTD (Rajgor et al., 2017). 

 

L’activité neuronale peut influencer la stabilité du miARN mature. 

Une étude montre que lors de l’adaptation de la rétine à la lumière et à l’obscurité, 

une régulation dynamique de l’expression des miR-182, -96, -183, -204 et -201 est révélée 

spécifiquement dans les neurones (Krol et al., 2010b). Le mécanisme n’implique pas 

d’altération dans le niveau d’expression de DROSHA et de DICER, ce qui suggère qu’il 

doit impliquer des enzymes responsables de la stabilité ou de la dégradation des miARNs. 

Dans la même étude, le contexte a été étendu à des cultures de neurones, dans lesquelles 

l’expression des miR-124, -128 et -138 a été largement réduite après 30 min de blocage de la 

transcription. Cet effet est évité par l’application de tétrodotoxine qui inhibe les décharges 

neuronales, ce qui procure la première preuve que l’activité du réseau neuronal influence le 

niveau d’expression des miARNs (Krol et al., 2010b). 

 

La séquestration des miARN matures par les ARN non-codants circulaires. 

Récemment, la découverte d’une classe d’ARNs non-codants qui régule 

l’expression des miARNs a révolutionné la compréhension du contrôle de l’expression des 

miARNs. Il s’agit des ARNs circulaires non codants (ciARN), qui agissent comme des 

éponges à miARNs, en les séquestrant et limitant donc leur interaction avec les ARNm 

cibles (Hansen et al., 2013; Memczak et al., 2013). Chez les mammifères, un grand nombre 

de ciARNs (une centaine) a été découvert (Rybak-Wolf et al., 2015). Ils sont fortement 

exprimés dans le cerveau comparé aux autres régions de l’organisme, avec une expression 

largement conservée entre l’Homme et la souris (Rybak-Wolf et al., 2015). D’autre part, 

dans les neurones, les ciARNs sont trouvés en concentration plus importante dans les 

dendrites et les régions synaptiques (Rybak-Wolf et al., 2015; You et al., 2015). De plus, 

leur expression varie en fonction de l’activité neuronale (You et al., 2015). Ces arguments 

en font de bons candidats pour réguler l’expression des miARNs en fonction de l’activité 

neuronale. 
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Par exemple, le ciRS-7 contient 73 sites de liaison pour le miR-7, et sa présence co-

localise avec le miR-7 dans l’hippocampe. Aussi, l’inactivation de ciRS-7 mène à un 

développement anomal du cerveau du poisson zèbre (Hansen et al., 2013; Memczak et al., 

2013). L’hybridation entre le miR-7 et le ciRS-7 s’effectue via une complémentarité 

imparfaite, ce qui laisse penser que le ciRS-7 n’est pas clivé, mais qu’il retient le miR-7 et 

donc prévient sa liaison avec ses ARNm cibles (Hansen et al., 2013; Memczak et al., 2013; 

Piwecka et al., 2017). Chez la souris, ce ciRS-7 possède également un site de liaison 

presque parfaitement complémentaire avec le miR-671 (Piwecka et al., 2017). Cela suggère 

que le miR-671 est capable de cliver le ciRS-7, et ainsi de réprimer l’inhibition du miR-7 

par le ciRS-7 (Piwecka et al., 2017). Cette hypothèse reste toutefois à confirmer. De plus, 

des expériences d’extinction du gène du ciRS-7 montrent que l’expression de miR-7 est 

spécifiquement augmentée de manière post-transcriptionnelle, et qu’elle est corrélée à une 

diminution de l’expression de ses cibles. Par ailleurs, cela provoque un dysfonctionnement 

de la transmission synaptique, associé à des déficits sensorimoteurs ainsi que des troubles 

neuropsychiatriques. Cette étude montre donc que l’interaction entre les miARNs et les 

ciARNs est importante pour la fonctionnalité du cerveau (Piwecka et al., 2017). 

1.9.3.2. Les miRNAs sont des acteurs de la régulation de la plasticité synaptique. 
 

Le Tableau 3 propose une vue d’ensemble des miARNs qui ont été démontrés 

comme étant impliqués dans des mécanismes de la plasticité neuronale, et leur rôle associé. 

Bien qu’il réunisse la très grande majorité des études concernant ce sujet, ce tableau ne 

prétend pas être exhaustif pour autant.  

 
L’exemple de miR-134 et de la régulation de la taille de l’épine dendritique. 

Le miR-134 a été le premier miARN identifié comme étant spécifiquement exprimé 

dans les dendrites et les épines dendritiques (Schratt et al., 2006). De manière intéressante, 

la taille des épines dendritiques est sensiblement corrélée avec la force de la transmission 

synaptique qui s’y déroule (Bicker et al., 2014).  

 

La surexpression du miR-134 dans les neurones d’hippocampe entraîne une 

réduction de la taille des épines dendritiques, dûe à l’hybridation du miR-134 sur sa cible 

LIMK1 (LIM domain kinase 1) (Schratt et al., 2006). LIMK1 phosphoryle, et donc inactive 

COFILIN, le facteur de dépolarisation des filaments d’actine (Arber et al., 1998; Yang et 

al., 1998). En d’autres termes, la surexpression du miR-134  provoque une activation de la 

polymérisation des filaments d’actine, grâce à l’inhibition de COFILIN, qui joue un rôle 

répresseur. De manière intéressante, la souris KO pour LIMK1 montre une augmentation 
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de la LTP ainsi que des anomalies dans la morphologie des épines dendritiques (Meng et 

al., 2002), et ces observations sont similaires à celles réalisées à l’aide de la surexpression 

du miR-134 (Schratt et al., 2006). 

 

Par ailleurs, l’inhibition de l’activité du miR-134 présente des effets opposés à ceux 

observés lors de sa surexpression, et diminue ainsi la taille de l’épine dendritique. De plus, 

la régulation proposée par miR-134 est réversible. En effet, la répression de LIMK1 par 

miR-134 est levée par l’action du BDNF, une neurotrophine libérée lors des stimulations 

synaptiques.  

 

Une étude récente montre que la LTD des épines dendritiques induite par des 

courants transmis par l’activation des récepteurs NMDA, libère AGO2 de son interaction 

avec PICK1. La libération d’AGO2 provoque en partie une augmentation de l’activité du 

complexe RISC dirigé par miR-134, qui peut alors aller réprimer LIMK1, et ainsi permettre 

la polymérisation des filaments d’actine (Rajgor et al., 2017). 

 

En plus de réguler la taille des épines dendritiques, le miR-134 joue un rôle 

important dans la croissance des dendrites. En effet, l’expression de miR-134 réprime 

PUM2 (Pumilio 2), une protéine impliquée dans le transport des ARNs, lors de la 

dendritogénèse. Des expériences de sur-expression du miR-134 in vivo et de son inhibition 

in vitro montrent dans les deux cas une diminution de la croissance des dendrites 

(Christensen et al., 2010; Fiore et al., 2009). Ces résultats suggèrent que le contrôle effectué 

par miR-134 du niveau d’expression de PUM2 est crucial pour la formation et la croissance 

des dendrites (Bicker et al., 2014). 

 

Le miR-134 est également crucial dans les phénomènes d’apprentissage et de 

mémoire. Des expériences de conditionnement à la peur réalisées chez des souris dont 

SIRT1 a un site catalytique non fonctionnel, montrent que les souris ont des déficits dans 

les mécanismes de la plasticité synaptique, et dans la formation de la mémoire à long terme 

(Gao et al., 2010). Le site catalytique de SIRT1 (histon deacetylase sirtuin1) est capable de 

réprimer la transcription du miR-134. Ainsi, les souris avec SIRT1 déficiente sont 

accompagnées d’une sur-expression du miR-134 et de CREB, un gène clé de la plasticité, 

qui est également une cible de miR-134. De surcroît, la sur-expression du miR-134 chez des 

souris sauvages mène à une LTP aberrante et à des troubles de la formation de la mémoire 

dans les protocoles de conditionnement à la peur. Cela mime ainsi les observations 
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réalisées chez les souris avec SIRT1 déficiente. Enfin, l’inhibition du miR-134 par un 

oligonucléotide anti-sens restaure les niveaux d’expression de CREB ainsi que les 

phénomènes de plasticité et de formation de la mémoire chez les souris dont SIRT1 est 

déficiente (Gao et al., 2010). 

 

Par ailleurs, la transcription du miR-134 est induite par l’activité neuronale, car 

l’application de KCl ou de BDNF résulte en une expression transitoire du miR-134, 

réalisée par la liaison du facteur de transcription MeF2 (Fiore et al., 2009). 

 

Ainsi, le miR-134 est un exemple phare de la régulation de la traduction locale des 

protéines et ce de manière spatio-temporelle, exercée par les miARNs. 

 

Une synthèse des miARNs impliqués dans les mécanismes de plasticité synaptique, 

ainsi que leurs rôles respectifs, est présentée Figure 11. 

 

 
Figure 11 : Schéma récapitulatif des miARNs impliqués dans la plasticité synaptique et leur rôle. 

Lors des mécanismes de plasticité synaptique, la force de transmission de la synapse peut être soit 
diminuée (à gauche), soit augmentée (à droite). Pour cela, un ensemble de modifications est réalisé 
dans les éléments pré- et post- synaptiques : un remodelage de la taille de l’épine dendritique, un 
changement du nombre de récepteurs ancrés à la membrane, ou encore une modification de la 
libération des neurotransmetteurs. Ce schéma est adapté de : (Eacker et al., 2013). 
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Tableau 3: Principaux miARNs impliqués dans des mécanismes de plasticité neuronale. 

miARN Cible Paradigme de la plasticité Référence 
miR-8 FasIII, Nrg 

Ena/VASP 
Formation des synapses 
Modifications morphologiques en pré-synaptique lors du 
développement des synapses 

(Lu et al., 2014) 
(Loya et al., 2014) 

miR-9 
 
 
 

miR-9-3p 

REST 
FOXG1 
CAMKK2 
N.D. 
DMD/ SAP97 

Croissance des dendrites et transmission synaptique 
Affecté par DLX5 dans les axones en croissance 
Toxicité des synapses et perte des épines dendritiques dans Alzheimer 
Mémoire dans l’hippocampe 
Mémoire dans l’hippocampe, régulation de la LTP 

(Giusti et al., 2014) 
(Garaffo et al., 2015) 
(Chang et al., 2014) 
(Malmevik et al., 2016) 
(Sim et al., 2016) 

miR-15a BDNF Régulé par MeCP2 dans les dendrites dans l’hippocampe (Gao et al., 2015) 

miR-19b PTEN Le développement des synapses et la synthèse des protéines 
synaptiques, contexte de conditionnement à la peur 

(Kye et al., 2011) 

miR-22 CPEB Plasticité synaptique à long terme et mémoire (Fiumara et al., 2015) 

miR-26a PTEN 
RSK3 

Plasticité synaptique et morphogénèse neuronale 
Plasticité synaptique à long-terme 

(Li and Sun, 2013) 
(Gu et al., 2015) 

miR-29a/b Arpc3 Remodelage du cytosquelette d’actine dans les dendrites  (Lippi et al., 2011) 

miR-34a Stx1A, Syt1 
 
 
Arc 
N.D. 

Régulé par Tap73 dans la morphologie des dendrites et la fonction 
synaptique  
 
LTP, LTD et plasticité synaptique adaptative 
Mémoire dans l’hippocampe 

(Agostini et al., 2011a, 
2011b) 
 
(Wibrand et al., 2012) 
(Malmevik et al., 2016) 

miR-124 CREB 
 
IQGAP1 
 
AMPAR 
BDNF 
 
RhoG 
 
 
N.D. 
GluA2 
N.D. 

Plasticité synaptique associée à l’apprentissage chez l’aplysie 
 
LTP dans l’hippocampe, mémoire à long terme 
 
Démyélinisation de l’hippocampe et performances de mémorisation 
Plasticité due à l’addiction à la cocaïne 
 
Complexité de l’arbre dendritique et connexion aux axones 
 
 
Reconnaissance de l’espace et orientation 
AMPAR et plasticité homéostatique 
Mémoire dans l’hippocampe 

(Rajasethupathy et al., 2009) 
 
(Gao et al., 2011; Yang et al., 
2014) 
(Dutta et al., 2013) 
(Chandrasekar and Dreyer, 
2009) 
(Franke et al., 2012; 
Schumacher and Franke, 
2013) 
(Yang et al., 2012) 
(Hou et al., 2015) 
(Malmevik et al., 2016) 

miR-125a PSD95 Force synaptique et stabilisation des épines dendritiques 
 

(Muddashetty et al., 2011) 

miR-125b Tau 
 
NR2A 

LTD et performances cognitives dans Alzheimer 
 
Morphologie des épines dendritiques 

(Banzhaf-Strathmann et al., 
2014) 
(Edbauer et al., 2010) 

miR-128 PHF6 
N.D 
Szdr1/D4ertd22e, 
Pea15a, 
TARPP/Arpp21 

Arborisation dendritique 
Régulation des mécanismes de la peur 
Excitabilité des dendrites en ciblant divers composants de la voie de 
signalisation ERK2 

(Franzoni et al., 2015) 
(Lin et al., 2011) 
(Tan et al., 2013) 

miR-132 p-CREB 
 
p-CREB 
N.D. 
N.D. 
P250 GAP 
 
 
 
Rac1 
MeCP2 
 
 
 
AMPAR ? 
IL6, TSLP 

Régulé par CREB lors de l’activité neuronale, impliqué dans la 
morphologie de la synapse et la synthèse protéique 
Plasticité des dendrites 
Morphologie des dendrites dans la région CA3 de l’hippocampe  
Mémoire de la reconnaissance et plasticité synaptique dans le cortex 
Formation et fonction des synapses 
 
 
 
Remodelage de l’actine de la synapse après des radiations 
Maturation de la synapse,  synthèse des protéines synaptiques et 
plasticité physiologique et pathologique 
 
 
Transmission synaptique et plasticité dans le cortex et l’hippocampe 
Plasticité dans le cortex visuel et l‘adaptation visuelle à l’alternance 

(Nudelman et al., 2010; Vo et 
al., 2005) 
(Guo et al., 2014) 
(Huang et al., 2014) 
(Scott et al., 2012) 
(Dhar et al., 2014; Impey et 
al., 2010; Lesiak et al., 2014; 
Marler et al., 2014; Wayman 
et al., 2008) 
(Kempf et al., 2014) 
(Fukuda et al., 2005; Hansen 
et al., 2010; Hernandez-Rapp 
et al., 2015; Klein et al., 
2007; Zhang et al., 2015b) 
(Remenyi et al., 2013) 
(Maya-Vetencourt and 
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Rasa1 

lumière/obscurité 
 
 
Croissance axonale dans les DRG 

Pizzorusso, 2013; Mellios et 
al., 2011; Tognini et al., 
2011) 
(Hancock et al., 2014) 

miR-134 N.D. 
Limk1 
 
 
Limk1 
Pumilio2 
 
CREB 

Régulé par SIRT-1 lors de protocoles de LTP dans l’hippocampe 
Taille des épines dendritiques in vitro et modulation de l’arborisation 
des neurones corticaux in vivo 
 
Densité des épines dans l’épilepsie 
Croissance dendritique et nombre de synapses excitatrices dans 
l’hippocampe 
Plasticité synaptique chez les rats épileptiques 

(Gao et al., 2010) 
(Bicker et al., 2013; 
Christensen et al., 2010; 
Schratt et al., 2006) 
(Jimenez-Mateos et al., 2012) 
(Fiore et al., 2009; Siemen et 
al., 2011) 
(Zhu et al., 2015) 

miR-135 
 

miR-135a 

Complexin1/2 
 
Complexin1/2 

Régulation du trafic des AMPAR durant un protocole de LTD dans 
l’hippocampe 
Régulation de la fusion des vésicules synaptiques, comportement 
d’anxiété dans l’amygdale 

(Hu et al., 2014) 
 
(Mannironi et al., 2017) 

miR-137 Mib1 
 
GluA1 
 
Synaptotagmin-1 

Maturation des neurones et morphogénèse des dendrites au cours du 
développement 
Régulation de la transmission synaptique, et LTD dépendant des 
mGluR 
Libération des vésicules synaptiques 

(Smrt et al., 2010) 
 
(Olde Loohuis et al., 2015) 
 
(Siegert et al., 2015) 

miR-138 APT1 
 
APT1 
SIRT1 

Morphogénèse de l’épine dendritique dans les neurones 
d’hippocampe 
Synthèse de protéines synaptiques dans des protocoles de mémoire 
Croissance des axones pendant le développement et la régénération 

(Siegel et al., 2009) 
(Tatro et al., 2013) 
(Liu et al., 2013) 

miR-181 GluA2 
 
 
N.D. 

Plasticité et fonction de la synapse, en contexte physiologique et 
d’addiction à la cocaïne 
 
Création des excroissances des neurites et synaptogénèse 

(Chandrasekar and Dreyer, 
2009; Saba et al., 2012) 
 
(Kos et al., 2016) 

miR-182 Rac1, cortactine Mécanismes de formation de la mémoire dans l’amygdale (Griggs et al., 2013) 

miR-188 Nrp-2 Développement des épines dendritiques et structure de la synapse (Lee et al., 2012) 

miR-191 Tmod2 Dépolymérisation de l’actine lors du remodelage des épines 
dendritiques durant un protocole de LTD dans l’hippocampe 

(Hu et al., 2014) 

miR-384 RSK3 Plasticité synaptique à long-terme (Gu et al., 2015) 

miR-219 CAMKII Modulation des réponses comportementales dépendantes de la 
transmission via les NMDAR 

(Kocerha et al., 2009) 

miR-146a Map1b Transmission synaptique via AMPAR, endocytose des AMPAR (Chen and Shen, 2013) 

miR-338 N.D. Croissance des neurones, guidage axonal (Kos et al., 2017) 

Cluster 
183/96/82 

HDAC9 Cluster régulé par PP1, régulation de la mémoire à long-terme (Woldemichael et al., 2016) 

miR-1000 VGlut Libération de glutamate chez la drosophile (Verma et al., 2015) 

Let-7 BDNF 
 

Plasticité due à l’addiction à la cocaïne 
 

(Chandrasekar and Dreyer, 
2009) 

miR-485 SV2A Densité des épines dendritiques, plasticité homéostatique (Cohen et al., 2011) 

miR-501 GluA1 Expression des AMPAR, remodelage des épines dendritiques  (Hu et al., 2015) 

miR-92 KCC2, CPEB3, 
MEF2D 

Remodelage de la densité des épines dendritique dans un contexte de 
mémoire de peur. 

(Vetere et al., 2014) 

miR-129-
5p 

 
miR-129 

Rbfox1 
 
 
Kv1.1 

Plasticité homéostatique, régulation de Rbfox1, de Atp2b4 et Dcx, 
changement morphologique de l’épine dendritique et diminution 
des courants à la post-synapse 
Régulation du canal Kv1.1 dans les dendrites 

(Rajman et al., 2017) 
 
 
(Sosanya et al., 2013) 

 
Note : Les indications en gras représentent les études correspondant à de la plasticité homéostatique. 
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1.9.3.2. Les miARNs et la plasticité homéostatique. 
 

Avant 2014, l’année de publication de notre étude, peu de travaux, à ma 

connaissance, concernaient l’implication des miARNs dans les mécanismes de plasticité 

homéostatique. 

 

Un premier travail, réalisé par Fiore et ses collaborateurs, démontre que 

l’expression de miR-134 croît avec l’activité neuronale dans les cultures primaires de 

neurones de rat, grâce à l’augmentation de sa traduction induite par la fixation du facteur 

de transcription MEF2 (myocyte enhancing factor 2). Le miR-134 inhibe l’expression de 

PUM2, connue pour transporter des ARNs et impliquée dans la régulation de la 

morphogénèse des dendrites chez la drosophile (Ye et al., 2004). La diminution de 

l’expression de PUM2 par miR-134 favorise la croissance des dendrites dans les cultures 

primaires de neurones (Fiore et al., 2009). Cependant, les auteurs suggèrent que cette voie 

de signalisation peut également intervenir dans les mécanismes de plasticité homéostatique. 

En effet, un travail réalisé in vivo montre que le facteur de transcription MEF2 est un 

composant clé qui intervient lors des mécanismes de compensation en réponse à la prise de 

cocaïne, qui sont mis en place pour prévenir les réponses à long terme à la cocaïne 

(Pulipparacharuvil et al., 2008). Aussi, un autre travail démontre que les gènes transcrits 

par MEF2 dans l’hippocampe sont capables d’une part de promouvoir la croissance 

dendritique, et d’autre part de limiter la formation et la force des synapses, en fonction du 

signal reçu (Flavell and Greenberg, 2008). L’ensemble de ces résultats laisse penser que la 

voie de signalisation qui implique MEF2, miR-134 et PUM2 peut intervenir dans les 

mécanismes de plasticité homéostatique (Fiore et al., 2009). 

 

Un deuxième travail démontre l’implication du miR-485 dans les mécanismes de 

plasticité homéostatique, en utilisant un paradigme d’activation de la transmission 

synaptique (bicuculline et 4-aminopyridine (4-AP)) dans des cultures primaires 

d’hippocampe. Ce paradigme augmente l’expression du miR-485, qui en retour diminue 

l’expression de la protéine pré-synaptique SV2A, qui contrôle la libération des vésicules 

synaptiques (Cohen et al., 2011). En plus de diminuer la probabilité de libération des 

neurotransmetteurs, miR-485 diminue également le nombre des épines dendritiques. 

L’ensemble de ces résultats, qui tend vers une diminution de la force de la transmission 

synaptique en réponse à une augmentation de l’activité synaptique, est cohérent avec les 

mécanismes de plasticité homéostatique (Cohen et al., 2011). 
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1.10. La problématique de l’étude : les miARNs participent-ils aux 
mécanismes de plasticité homéostatique dans les neurones d’hippocampe 
chez le rat ? 
 

Plusieurs espèces de miARNs ont été mises en exergue pour le rôle crucial qu‘ils 

exercent dans la régulation de la plasticité synaptique à long terme, dont les miR-124, miR-

132, ou encore le miR-134. En revanche, peu d’études ont été réalisées avec des 

paradigmes de plasticité homéostatique. Ainsi, nous nous sommes posés la question de 

savoir si les miARNs sont impliqués dans les mécanismes de régulation de la plasticité 

homéostatique. 
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2. Manuscrit 1 : miR-92a regulates expression of synaptic 
GluA1-containing AMPA receptors during homeostatic 
scaling.  
 

 

Ce travail a été réalisé en collaboration avec l’équipe d’Olivier Thoumine. Il 

consiste à examiner le rôle des miARNs dans la régulation des récepteurs AMPA lors d’un 

paradigme de plasticité synaptique homéostatique, dans lequel l’activité synaptique est 

bloquée par un traitement de 4h qui combine la tétrodotoxine (bloque les potentiels 

d’action) et l’APV (un inhibiteur des récepteurs NMDA). 

 

La sélection des miARNs dont l’expression est régulée lors du blocage de l’activité 

a été réalisée par RT-qPCR. Les analyses bioinformatiques de prédiction de cibles, ainsi 

que l’utilisation de gènes rapporteurs luciférase ont permis d’identifier le miR-92a comme 

étant un miARN d’intérêt qui cible la sous-unité GluA1 des récepteurs AMPA. 

 

L’implication du miR-92a dans la régulation de la sous-unité GluA1 a été décryptée 

à l’aide des techniques d’électrophysiologie, d’immunocytochimie et d’hybridation in situ.  

 

Ce travail montre qu’en condition basale, le miR-92a est fortement exprimé, et 

réprime la traduction de GluA1. Lors du blocage de l’activité synaptique, l’expression du 

miR-92a est inhibée (par un mécanisme non déterminé), levant la répression de la 

traduction de GluA1. Cela permet l’incorporation rapide de nouvelles sous-unités GluA1 à 

la membrane post-synaptique, augmentant ainsi la force de la transmission synaptique. 

 

J’ai participé aux étapes de révisions du travail, et en particulier j’ai réalisé les 

expérimentations d’hybridation in situ, les analyses et les figures associées. J’ai également 

contribué à la relecture du manuscrit. 

 

Ce travail a été publié en 2014 dans le journal Nature Neuroscience.
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B r i e f  com m u n i c at i o n s

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs that inhibit protein 
translation by binding to the 3′ untranslated region (3′ UTR) of target 
mRNAs1. miRNAs are abundant in the brain, with the challenge being 
to identify their roles and targets in specific neuronal functions2. In 
particular, miRNAs have been shown to regulate synaptic transmission 
and plasticity3–6. Homeostatic synaptic scaling is a form of plasticity 
by which neurons make compensatory adjustments to the strength of 
excitatory synapses according to their activity level7,8. Notably, post-
synaptic AMPA receptors (AMPARs), which are the major effectors 
of communication at glutamatergic synapses, are upregulated follow-
ing activity blockade9. In a well-characterized procedure, treatment 
of hippocampal neurons with tetrodotoxin (TTX, to prevent action 
potentials) and AP5 (to further block NMDA receptor–mediated min-
iature synaptic transmission) increases the expression of GluA1 homo-
meric AMPARs through local translation of GluA1 mRNAs present in 
dendrites10–13. Notably, GluA1 synthesis is regulated by retinoic acid 
production and retinoic acid receptor α binding the 5′ UTR of GluA1 
mRNA13–15. However, the absence of homeostatic synaptic scaling 
reported with recombinant GluA1 lacking the 3′ UTR12,16 suggests an 
alternative mechanism involving the regulation of AMPAR translation 
at the 3′ UTR level. We asked whether miRNAs could regulate GluA1 
mRNA translation in response to activity blockade.

We first expressed in primary rat hippocampal neurons the 3′ UTR 
of rat GluA1 fused to a GFP cassette as a translation reporter. The GFP 
intensity measured in live cells increased steadily following TTX and 
AP5 treatment (F3,246 = 12.83, P = 0.0001) and remained constant in 

untreated neurons (Fig. 1a,b), indicating newly synthesized proteins 
compatible with the presence of GluA1 mRNAs in the dendrites, as 
identified by in situ hybridization (Supplementary Fig. 1a). In parallel, 
a 4-h TTX and AP5 treatment increased GluA1 surface immunostain-
ing by ~2-fold (t97 = 4.120, P = 0.0001; Supplementary Fig. 1c,d), but 
did not affect GluA1 mRNA levels compared with untreated neurons  
(U = 9.00, P = 0.5317; Supplementary Fig. 1b), suggesting an effect at the 
translational level. Together, these experiments suggested that miRNAs  
binding to the GluA1 3′ UTR could be implicated in the homeostatic 
increase of GluA1 level in response to TTX and AP5 treatment.

We then screened for potential miRNAs targeting the GluA1  
3′ UTR using bioinformatics (Supplementary Table 1), and used quan-
titative RT-PCR (qRT-PCR) to detect those specifically expressed in 
rat nervous tissue. We identified four leading candidates (miR-92a, 
miR-92b, miR-128 and miR-182). The levels of miR-92a, miR-92b 
and miR-182 were decreased by 30–50% after TTX and AP5 treat-
ment compared with untreated controls (F7,32 = 37.38, P = 0.0001), 
whereas miR-128 expression was unchanged (Fig. 1c). In comparison, 
we found no change in several miRNAs targeting the GluA2 3′ UTR, 
consistent with a selective effect of TTX and AP5 on GluA1 translation 
(Supplementary Fig. 2). Although miR-182 is expressed in the hip-
pocampus, the presence of an adenosine nucleotide downstream of the 
seed region prevents target recognition and translational inhibition17. 
Furthermore, the lower effect of TTX and AP5 treatment on miR-92b 
versus miR-92a levels (Fig. 1c), smaller interaction energy of miR-92b 
with the GluA1 3′ UTR (Supplementary Fig. 3) and competitive bind-
ing of the neuronal Tbr2 mRNA for miR-92b18 led us to focus on the 
regulatory function of miR-92a. The level of miR-92a in dendrites, as 
detected by in situ hybridization, was decreased by ~70% following TTX 
and AP5 treatment (F2,179 = 167.3, P = 0.0001; Fig. 1d,e), suggesting  
that downregulation might be even stronger at a local level.

To determine whether there is a direct interaction between miR-92a  
and the GluA1 3′ UTR, we generated reporter plasmids by fusing the 
3′ UTR of GluA1 mRNA to the 3′ terminus of a Renilla luciferase cod-
ing sequence, coexpressed these constructs in HEK cells together with 
miR-92a and measured luciferase activity (Fig. 2a). miR-92a signifi-
cantly decreased the luciferase signal compared with a control miRNA 
from C. elegans with no reported target in mammals (miR-Ctl),  
reflecting its potency to inhibit GluA1 translation (F2,33 = 67.32,  
P = 0.0001; Fig. 2b). We observed no decrease of luciferase mRNA 
levels following miR-92a expression (t8 = 1.343, P = 0.2163; Fig. 2c), 
indicating that miR-92a inhibits translation and does not promote 
mRNA degradation. When coexpressed with a mutated form of the 
GluA1 3′ UTR containing a deleted target region (3′UTR-∆seed), 
miR-92a did not decrease the luciferase signal, indicating that the 
selective binding of miR-92a to the GluA1 3′ UTR represses gene 
translation (Fig. 1b).

miR-92a regulates expression 
of synaptic GluA1-containing 
AMPA receptors during 
homeostatic scaling
Mathieu Letellier1–3, Sara Elramah1–3, Magali Mondin1–3,  
Anaïs Soula1,2, Andrew Penn1,2, Daniel Choquet1,2,  
Marc Landry1,2, Olivier Thoumine1,2,4 & Alexandre Favereaux1,2,4

We investigated whether microRNAs could regulate AMPA 
receptor expression during activity blockade. miR-92a strongly 
repressed the translation of GluA1 receptors by binding the  
3′ untranslated region of rat GluA1 (also known as Gria1) 
mRNA and was downregulated in rat hippocampal neurons after 
treatment with tetrodotoxin and AP5. Deleting the seed region in 
GluA1 or overexpressing miR-92a blocked homeostatic scaling, 
indicating that miR-92a regulates the translation and synaptic 
incorporation of new GluA1-containing AMPA receptors.
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We then assessed the ability of miR-92a to 
modulate recombinant GluA1 expression in 
neurons under basal and synaptic scaling con-
ditions. We designed GluA1 constructs con-
taining an N-terminal super-ecliptic (SEP) tag 
for live surface labeling with GFP antibodies 
and fused them with either the wild-type GluA1 
3′ UTR (SEP-GluA1-3′UTR-WT) or a 3′ UTR lacking the miR-92a  
binding region (SEP-GluA1-3′UTR-∆seed). A twofold increase in 
SEP-GluA1-3′ UTR-WT surface level was induced by TTX and AP5 
(Kruskal-Wallis = 9.682, P = 0.0215; Fig. 2d,e), consistent with a selective 

increase of GluA1 translation in this protocol10,12. This effect was still 
observed in transected dendrites (Supplementary Fig. 4a,b), suggesting  
a local effect, and was blocked by cycloheximide (Supplementary  
Fig. 4c,d), indicating a requirement for new protein synthesis, as  

previously reported10,12. In control conditions, 
surface SEP-GluA1-3′ UTR-∆seed levels were 
twofold higher than SEP-GluA1-3′UTR-WT 
(Fig. 2d,e), indicating that endogenous miR-92a  
strongly represses GluA1 translation by 
binding the GluA1-3′ UTR. This strategy to 
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Figure 1 Regulation of GluA1 mRNA translation 
and miRNA levels on homeostatic scaling.  
(a) Time lapse fluorescence images of GFP fused 
to the GluA1 3′ UTR in TTX/AP5-treated and 
untreated neurons. Scale bar represents 2 µm.  
(b) GFP intensity over time, normalized to the level 
for the initial time point (repeated measure two-
way ANOVA, **P < 0.01 after 45-min exposure).  
(c) Expression levels of miRNAs targeting GluA1 
mRNA quantified by qRT-PCR, performed on  
extracts of neurons treated with TTX/AP5 and  
normalized to untreated cultures (ANOVA followed  
by Newman-Keuls multiple comparison test,  
*P < 0.05, **P < 0.01, n.s. indicates not 
significant, P = 0.354). (d) miR-92a in situ 
hybridization (ISH) in TTX/AP5 treated and 
untreated neurons; a mismatch probe was used  
in untreated neurons to assess labeling specificity 
scale bar: 5 µm. (e) Normalized miRNA 
expression levels (ANOVA followed  
by Newman-Keuls multiple comparison test,  
**P < 0.01, ***P < 0.001). All data are 
presented as mean + s.e.m. and the number  
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Figure 2 miR-92a represses recombinant  
GluA1 expression. (a) HEK-293 cells were  
co-transfected with a Renilla luciferase reporter 
fused to the GluA1 3′ UTR, together with  
miR-Ctl or miR-92a; seed region is highlighted 
in red. (b) Levels of luciferase activity were 
normalized to miR-Ctl. To check for binding 
specificity, we also used 3′UTR-∆seed (ANOVA 
followed by Newman-Keuls multiple comparison 
test, ***P < 0.001). (c) Luciferase mRNA 
expression was normalized to miR-Ctl–treated 
cells (Student’s t test). (d) Antibody to GFP 
surface staining (false colors) and intracellular 
DsRed (white) in 15 d in vitro (DIV) neurons 
expressing SEP-GluA1-3′UTR-WT or SEP-GluA1-
3′UTR-∆seed, treated or not with TTX/AP5 for 
4 h. Scale bar represents 10 µm. (e) GluA1 
surface levels in the four conditions normalized 
to untreated SEP-GluA1-3′UTR-WT (Kruskal-
Wallis followed by Dunn’s multiple comparison  
test, *P < 0.05, **P < 0.01, n.s. indicates  
not significant, P = 0.5739). All data are 
presented as mean + s.e.m. and the numbers  
of experiments are indicated in the bars.
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compete for the interaction between the GluA1 3′ UTR and miR-92a  
was more powerful and selective than using hybridizing locked nucleic 
acids to inhibit endogenous miR-92a, which reduced GluA1 surface 
levels by only 20% (Supplementary Fig. 5). Notably, expression of 
SEP-GluA1-3′UTR-∆seed occluded the effect of TTX and AP5 treat-
ment (Fig. 2d,e), suggesting that homeostatic scaling requires the  
miR-92a–dependent de-repression of GluA1 translation.

Finally, we assessed whether exogenous miR-92a could modulate 
endogenous AMPAR expression following homeostatic scaling induction.  
Neurons were co-transfected with either miR-92a or miR-Ctl, together 
with Homer1c-GFP as a synaptic marker, and either treated or not 
treated with TTX and AP5. Half the cultures were surface immunos-
tained for GluA1 and the other half were processed for patch-clamp 
recordings of AMPAR-mediated miniature EPSCs (AMPAR-mEPSCs). 
As expected, treatment of neurons expressing miR-Ctl with TTX and 
AP5 increased both GluA1 synaptic staining (Kruskal-Wallis = 24.69, 
P = 0.0001; Fig. 3a,b) and AMPAR-mEPSC amplitude (F3,46 = 3.549, 
P = 0.0006; Fig. 3c,d), but not frequency (Supplementary Fig. 6a), 
confirming a postsynaptic effect10,12. TTX and AP5 treatment was also  
accompanied by decreases in mEPSC rise-time (Supplementary 
Fig. 6b) and decay-time constants (Supplementary Fig. 6c,d and 
Supplementary Table 2), which were previously linked to the synaptic 
incorporation of GluA1 homomers12,19. Notably, miR-92a overexpression  
blocked those increases in synaptic GluA1 staining (Fig. 3a,b) and 
mEPSC amplitude (Fig. 3c,d), as well as the kinetic changes induced 
by TTX and AP5 treatment (Supplementary Fig. 6b–d), thereby com-
pensating for the loss of endogenous miR-92a caused by the scaling 
protocol. In untreated neurons, exogenous miR-92a resulted in a slight 
decrease in surface GluA1 staining (Fig. 3a,b) and AMPAR-mEPSC 
amplitude (Fig. 3c,d) compared with neurons expressing miR-Ctl, fur-
ther supporting the idea that high endogenous miR-92a levels strongly 
repress basal GluA1 mRNA translation, an inhibition that is relieved 
in homeostatic scaling conditions.

Together, our data indicate that miR-92a selectively regulates GluA1 
translation and is necessary for the synaptic scaling associated with 
incorporation of new GluA1 receptors during activity blockade in 
hippocampal neurons. This type of regulation may cooperate with 
other mechanisms underlying synaptic scaling, including retinoic 
acid signaling13,14, β-CamKII activation20 and the miR-485 presyn-
aptic target SVA2 (ref. 5). A question for the future is how activity 
deprivation alters the level of miRNAs upstream of their effects on 
mRNA translation.

MethoDs
Methods and any associated references are available in the online 
version of the paper.

Accession codes. GenBank: Gria1 3′ UTR, KF914645.

Note: Any Supplementary Information and Source Data files are available in the 
online version of the paper.
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Dunn’s multiple comparison test, **P < 0.01, ***P < 0.001).  
(c) Representative recordings of AMPAR-mEPSCs from 14–15 DIV 
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oNLINe MethoDs
molecular constructs and miRnA target prediction. Rat GluA1 mRNA 
sequence (encoded by the Gria1 gene) was PCR amplified and cloned from a 
brain cDNA library. The Gria1 3′ UTR was sequenced (GenBank accession code 
KF914645) and miRNA target sites prediction was performed with the Targetscan 
algorithm21. A 976-bp fragment of Gria1 3′ UTR containing miR-92a/b, miR-182 
and miR-128 sites was cloned into a modified phRL-CMV vector (Promega) for 
luciferase experiments and in pEGFP-C1(Clontech) to produce GluA1 translation 
reporter. To study the regulation of GluA1 by candidate miRNAs, a construct 
was produced by fusing the GluA1 sequence downstream to super-ecliptic (SEP) 
sequence and adding either the wild-type 3′ UTR sequence or a 3′ UTR sequence 
deleted of the miR-92a seed region. For the miR-92a expression construct, a 
genomic sequence spanning at least 150 bp upstream and 150 bp downstream 
of the mature miRNA sequence was PCR amplified and cloned into pcDNA3.1 
(Invitrogen). Deletion of the seed regions in Gria1 reporters were achieved using 
the QuikChange site-directed mutagenesis kit (Stratagene).

qRT-PcR. Total RNA was purified with the TRI Reagent (Sigma-Aldrich) 
according to the manufacturer’s instructions. For mRNAs, cDNA was synthe-
sized using RevertAid H-Minus first-strand synthesis kit (ThermoScientific) 
and primed with oligo-dT primers. For miRNAs, cDNA was synthesized using 
Ncode-VILO first-strand synthesis kit (Invitrogen). PCR amplification was per-
formed on a LightCycler LC480 (Roche) with primer pairs designed to span exon 
boundaries and to generate amplicons of ~70 bp. Primer sets for Sdha, U6, Gria1, 
miR-30a, miR-30c, miR-92a, miR-92b, miR-128, miR-181, miR-182 and miR-486 
were tested by qRT-PCR and gel electrophoresis for the absence of primer-dimer 
artifacts and multiple products. Triplicate qRT-PCR reactions were done twice 
for each sample, using transcript-specific primers (600 nM) and cDNA (10 ng) 
in a final volume of 10 µl. The LightCycler 480 SYBR Green I Master qPCR kit 
(Roche) was used according to manufacturer’s instructions. The Ct value of each 
gene was normalized against that of Sdha and U6. The relative level of expression 
was calculated using the comparative (2∆∆Ct) method22.

cloning primers. Gria1 3′ UTR Fw: 5′ GCGCGCCTCGAGTGGAGCAGAC
AGGAAACC 3′

Gria1 3′ UTR Bw: 5′ GCGCGCGGTACCGACAAGAATCATGTATG 
GCACC 3′

miR-92a Fw: 5′ GCGCGCGCTAGCTGCATTACGAGCACTTACAG 3′
miR-92a Bw: 5′ GCGCGCCTCGAGAGCTTGTTTCACACTAATGAGG 3′
Gria1 3′ UTR miR-92a/b seed mutation
Fw: 5′ GAAGATGGTCACTAACTATGCATGGGAGAAATCCTGTCCGA 

GG 3′
Gria1 3′ UTR miR-92a/b seed mutation
Bw: 5′ CCTCGGACAGGATTTCTCCCATGCATAGTTAGTGACCATC 

TTC 3′

qRT-PcR primers. U6 Fw: 5′ GGAACGATACAGAGAAGATTAGC 3′
U6 Bw: 5′ AAATATGGAACGCTTCACGA 3′
SDHA Fw: 5′ TGCGGAAGCACGGAAGGAGT 3′
SDHA Bw: 5′ CTTCTGCTGGCCCTCGATGG 3′
miR-30a Fw: 5′ TGTAAACATCCTCGACTGGAAG 3′
miR-30c Fw: 5′ TGTAAACATCCTACACTCTCAGC 3′
miR-92a Fw: 5′ TATTGCACTTGTCCCGGCCTG 3′
miR-92b Fw: 5′ TATTGCACTCGTCCCGGCCTCC 3′
miR-128 Fw: 5′ TCACAGTGAACCGGTCTCTTT 3′
miR-181 Fw : 5′ AACATTCAACGCTGTCGGTGAGT 3′
miR-182 Fw: 5′ TTTGGCAATGGTAGAACTCACACCG 3′
miR-486 Fw: 5′ TCCTGTACTGAGCTGCCCCGAG 3′

Hek-293 cell culture and luciferase assay. HEK-293 cells were cultured in 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium. Luciferase assay was conducted as previ-
ously described23. Briefly, we used a dual reporter system, with an empty Firefly 
luciferase vector (pGL3, Promega) as transfection control. Normalized Renilla 
luciferase activity was expressed as a ratio of reporter to control vector activities.

neuronal culture and transfection. Primary rat hippocampal neurons were 
isolated from Sprague Dawley E18 male and female embryos and cultured as 
described24. For miRNA screening, 15 DIV neurons were left untreated or treated 
for 4 h with a combination of 2 µM TTX and 50 µM AP5, then processed for 
RNA extraction and qRT-PCR. For immunocytochemistry and electrophysiology  
experiments, cells were co-transfected after 10 DIV with Homer1c-GFP and 
either miR-92a, Cel-miR-67 or empty vector at a ratio of 1:2, using a lipofection 
protocol (Effecten, Qiagen), and processed at 14–15 DIV. For experiments using  
recombinant SEP-GluA1-containing AMPARs, cells were co-transfected at  
10 DIV with Dsred and SEP-GluA1 3′UTR-WT or SEP-GluA1-3′UTR-∆seed at 
a ratio of 1:2. Cells were used for experiments at 14–15 DIV.

Immunocytochemistry and in situ hybridization. For staining of surface 
AMPARs, neurons incubated live for 10 min at 37 °C with a rabbit antibody to the 
N-terminal domain of GluA1 (Agrobio, clone G02141) diluted to 1:100 in culture 
medium. Cells were fixed and stained with a secondary antibody conjugated to 
Alexa 568 (Invitrogen, A10042, 1:800). The GluA1 fluorescent signal (Agrobio, 
clone G02141, 1:100) at Homer1c-GFP clusters (Roche, 11814460001, 1:200) was 
quantified as described25. For staining of surface SEP-GluA1, neurons incubated 
live for 10 min at 37 °C with a mouse antibody to GFP (Roche, 11814460001) 
diluted to 1:200 in culture medium. Cells were fixed and stained with a second-
ary antibody conjugated to Alexa 647 (Invitrogen, A31571, 1:800). An intensity 
threshold was applied on the Dsred signal to define the neurite contour and the 
surface SEP signal was measured within this area. For in situ hybridization of 
GluA1 mRNAs and miR-92a miRNAs, double-digoxigenin locked nucleic acid 
probes (Exiqon) were used at a final concentration of 20 and 40 nM, respec-
tively. Hybridization was performed according to the manufacturer’s instructions;  
digoxigenin was revealed with a tyramide-based method.

electrophysiology. Neuronal cultures were placed on the two-dimensional 
motorized stage (Siskiyou 200cri) of an upright microscope (Leica DM6000FS). 
Transfected cells were identified by epifluorescence. Whole-cell patch-clamp 
recordings where carried out at 22–25 °C using micropipettes controlled by 
a motorized micromanipulator (Sutter Instrument MP225) and plugged to a 
patch-clamp amplifier (HEKA EPC10). The recording chamber was continu-
ously perfused with an artificial cerebrospinal fluid containing 130 mM NaCl, 
2.5 mM KCl, 2.2 mM CaCl2, 1.5 mM MgCl2, 10 mM d-glucose, 10 mM HEPES, 
0.1 mM picrotoxin (pH 7.33, osmolarity adjusted to 290 mOsm). 0.5 mM TTX 
was added to block sodium channels when recording mEPSCs. The intracellu-
lar solution contained 100 mM potassium gluconate, 17 mM KCl, 5 mM NaCl,  
5 mM MgCl2, 10 mM HEPES, 0.5 mM EGTA, 4 mM ATPK2, 0.5 mM GTPNa 
(pH 7.3, osmolarity adjusted to 280 mOsm). Recorded neurons were held under 
voltage clamp at −70 mV and series resistance was left uncompensated. Pipette 
resistance was 4–6 mΩ and only cells with stable resting potential < −50 mV and 
series resistance <20 mΩ were analyzed. mEPSCs were recorded over a period of 
3–10 min, filtered at 2 kHz and sampled at 10 kHz using the Patchmaster software 
(HEKA). Amplitude, frequency and kinetics of the events were analyzed using 
mini analysis software (Synaptosoft). The detection threshold was set at −5 pA. 
Cells with a noisy or unstable baseline were discarded. Inspection of the raw data 
was done to eliminate any false event.

Statistical analyses. For normally distributed data (as determined by the Shapiro 
normality test), differences were tested using the two-tailed Student′s t test and 
ANOVA test in case of three or more groups. The Mann-Whitney and Kruskal-
Wallis tests were used when criteria for normality were not met. Newman-Keuls 
and Dunn’s tests were used as multiple-comparison post hoc tests.

A Supplementary methods checklist is available.
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Supplementary Figure 1 

Homeostatic scaling of GluA1 is transcription independent. 

(a) In situ hybridization of GluA1 mRNAs in 15 DIV neurons. (b) GluA1 mRNAs quantified by qRT-PCR in TTX/AP5-treated and 
untreated neurons (Wilcoxon rank sum test, U = 9, P = 0.5317, data are represented as mean + SEM). (c) 15 DIV neurons were treated
with TTX/AP5 for 4 h or untreated, and endogenous AMPARs were live labeled with an anti-GluA1 antibody. (d) Quantification of GluA1 
surface staining in dendrites (Student t-test, t(97) = 4.120, *** P = 0.0001, data are represented as mean + SEM and the number of 
experiments is indicated in the bars). 
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Supplementary Figure 2 

Expression level of miRNAs targeting GluA2. 

Four brain-specific miRNAs were also predicted to target the GluA2 mRNA (Gria2 gene). The levels of these miRNAs were quantified 
by QRT-PCR analysis on extracts of neurons treated with TTX/AP5, and normalized to untreated cultures. None of the four miRNAs
tested was significantly regulated in response to TTX/AP5 treatment, ANOVA followed by Newman-Keuls multiple comparison test
(F(7,28) = 0.2288, P = 0.9749, data are represented as mean + SEM and the number of experiments is indicated in the bars). 
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Supplementary Figure 3 

miRNA-mRNA interaction prediction for miR-92a/b and GluA1 mRNA. 

Hybridization energies between GluA1 mRNA and miR-92a or miR-92b were predicted with intRNA tool (v1.2.5). Thermodynamic
parameters are moderately in favor of a miR-92a-GluA1 interaction. 
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Supplementary Figure 4 

Homeostatic scaling of GluA1 is local and translation dependent. 

(a) Dendrites from 15 DIV neurons expressing SEP-GluA1-3’UTR-WT were transected using a micropipette (arrows), then neurons
were placed back in the incubator for 4 h, with or without TTX/AP5. Surface GFP immunolabeling is shown in false colors. (b) The level 
of anti-GFP staining in transected dendrites was normalized to untreated condition. TTX/AP5 treatment induces a strong increase in 
GluA1 surface expression, suggesting a local effect (Student t-test, t(18) = 2.333, * P = 0.0314). (c) 15 DIV neurons expressing SEP-
GluA1-3’UTR-WT were treated with TTX/AP5, or TTX/AP5 + cycloheximide, or left untreated for 4 h, then processed for anti-GFP 
surface immunostaining. The SEP (white) and anti-GFP (false colors) images are shown. (d) Protein synthesis blockade with
cycloheximide occludes GluA1 scaling in response to TTX/AP5 treatment, demonstrating the requirement for protein translation
(Kruskal-Wallis test, Kruskal-Wallis statistic = 14.23, P = 0.0008, followed by Dunn's multiple comparisons test, * p < 0.05, *** p <
0.001). All data are represented as mean + SEM and the number of experiments is indicated in the bars. 
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Supplementary Figure 5 

Modulating miR-92a basal levels moderately regulates GluA1 expression. 

Neurons were transfected at DIV 12 with exogenous miR-92a, miR-Ctl, or LNAs against endogenous miR-92a, and surface 
immunostained for GluA1 at DIV 15. The immunostaining levels were quantified for the three conditions. There is a significant
difference between the miR-92a and LNA conditions but not between the miR-92a, or the LNA, and the control condition (Kruskal-Wallis 
test, Kruskal-Wallis statistic = 7.101, P = 0.0287, followed by Dunn's multiple comparisons test, * p < 0.05). The small and not 
significant effect of exogenous miR-92a on GluA1 level indicates that the basal level of endogenous is high and tightly controlled in 
neurons. The small and not significant effect of the LNA to endogenous miR-92a on the surface GluA1 level may be due to the fact that 
LNA directed against miR-92a do not only target the interaction between miR-92a and GluA1 but also have an impact on all other miR-
92a targets. In addition, this might explain the toxic effects of the LNAs on neurons (not shown). Indeed, since only neurons showing no 
gross morphological signs of alteration were selected, it is possible that those neurons are the ones that take up the less LNAs. Such
small quantities of LNAs might then not be sufficient to compete with endogenous miR-92a. 
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Supplementary Figure 6 

Influence of TTX/AP5 treatment on mEPSC kinetics. 

(a) AMPAR-mediated mEPSC frequency measured by electrophysiology. Neither TTX/AP5 treatment nor miRNA expression have any 
effect (Kruskal-Wallis test, Kruskal-Wallis statistic = 10.25, P = 0.0685). (b) Summary of mean mEPSC 10-90% rise-time, TTX/AP5
treatment induced a faster rise-time in neurons expressing empty vector but not for neurons overexpressing miR-92a (ANOVA, F(3, 50)
= 3.637, P = 0.0188, followed by Newman-Keuls multiple comparison test, ** p < 0.01). (c) Average scaled traces of AMPA mEPSCs in
the different conditions. Note a faster decay after TTX/AP5 treatment for neurons expressing empty vector but not for neurons
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expressing miR-92a. (d) mEPSC decay time constants for the different conditions. Since the contribution of series resistance and 
whole-cell capacitance to the time constant of the voltage clamp was invariant across recording conditions (Table S2), we rule out this 
effect as a potential cause of our measured rise time and decay kinetics. Kruskal-Wallis (Kruskal-Wallis statistic = 8.117, P = 0.0134)
followed by Dunn's multiple comparisons test (* p < 0.05). All data are represented as mean + SEM, and the number of cells examined
is indicated in the bars. 
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miRNA Mature sequence
Nervous system 

expression
rno-miR-25-3p CAUUGCACUUGUCUCGGUCUGA No
rno-miR-32-5p UAUUGCACAUUACUAAGUUGCA No
rno-miR-92a-3p UAUUGCACUUGUCCCGGCCUG Yes
rno-miR-92b-3p UAUUGCACUCGUCCCGGCCUCC Yes
rno-miR-96-5p UUUGGCACUAGCACAUUUUUGCU No
rno-miR-128-3p UCACAGUGAACCGGUCUCUUU Yes
rno-miR-137-3p UUAUUGCUUAAGAAUACGCGUAG No

rno-miR-182 UUUGGCAAUGGUAGAACUCACACCG Yes
rno-miR-363-3p AAUUGCACGGUAUCCAUCUGU No

Supplementary  Table  1:  Bioinformatics  prediction  of  miRNAs  targeting  GluA1  mRNA. 

According to Targetscan, 9 miRNAs were predicted to target GluA1 mRNA (Gria1 gene), but by 

qRT-PCR we found that only four are significantly detected in the nervous system.

Untreated TTX/AP5

Ra (MΩ)
Empty vector 14.5 ± 0.6 14.7 ± 0.8

miR-92a 14.6 ± 1.3 13.7 ± 0.6

C (pF)
Empty vector 53.3 ± 4.7 45.6 ± 4.2

miR-92a 60.9 ± 6.5 53.8 ± 4.5

Supplementary Table 2: Passive properties of recorded neurons.

Series resistance and input  capacitance were not  significantly  different  between untreated or 

treated cells transfected with empty vector or miR-92a.

Nature Neuroscience: doi:10.1038/nn.3762



Chapitre 1 : miARNs et plasticité synaptique - DISCUSSION 

71 

 

3. Discussion, perspectives et conclusion. 
 
 Le travail auquel j’ai participé dévoile le rôle d’un miARN particulier, le miR-92a, 

dans un mécanisme de régulation de la plasticité homéostatique, dans lequel l’activité 

synaptique est inhibée. Dans ce mécanisme, le miR-92a contrôle l’expression de la sous-

unité GluA1 des récepteurs AMPA. En condition basale, nous avons montré que le miR-

92a réprime l’expression de GluA1. Lors d’un blocage de l’activité neuronale, la répression 

exercée par le miR-92a est levée, permettant l’incorporation de GluA1 à la membrane de la 

synapse. Les récepteurs AMPA sont formés par l’association de 2 dimères, principalement 

des sous-unités GluA1 et GluA2. Lorsque le récepteur ne possède pas la sous-unité GluA2, 

ce dernier devient perméable à la fois au sodium et au calcium (CP-AMPAR) (Aoto et al., 

2008; Sutton et al., 2006). La perméabilité supérieure au calcium entraîne une 

augmentation de la concentration intracellulaire calcique dans l’élément post-synaptique, et 

donc un meilleur transfert de l’information. Cette insertion compense la diminution de la 

transmission synaptique imposée par le traitement au TTX/APV que nous avons réalisé. 

 

3.1. Les miARNs, de nouveaux acteurs dans la régulation de la plasticité 
homéostatique. 
 

Depuis le travail que nous avons réalisé, d’autres études concernant le rôle des 

miARNs dans la plasticité homéostatique ont été menées.  

 

Des premiers résultats, détaillés dans le chapitre 1, paragraphe 1.9.3.2, proposaient 

que la voie de signalisation qui implique MEF2, miR-134 et PUMILIO-2 (PUM2) pouvait 

intervenir dans les mécanismes de plasticité homéostatique (Fiore et al., 2009). L’équipe a 

confirmé cette hypothèse quelques années plus tard (Fiore et al., 2014), et le travail a été 

publié quelques mois après le nôtre. Ce travail utilise un paradigme de plasticité 

homéostatique dans lequel l’activité synaptique est augmentée. Les auteurs montrent le rôle 

pivot joué par le miR-134. Lors d’une forte activité synaptique chronique, miR-134 inhibe 

l’expression de PUM2, une protéine capable de se lier aux ARNs, dans le compartiment 

synapto-dendritique. Cette action est liée à une diminution du nombre de synapses. De 

plus, cette étude montre que PUM2 se lie à l’ARNm de Plk2 (Polo-like kinase 2), et que le 

complexe PUM2/Plk2 intervient dans l’inhibition de l’incorporation de GluA2 à la surface 

de la post-synapse. Cette étude met en lumière le rôle crucial joué par le miR-134, qui 

intervient à la fois dans les mécanismes d’élimination des synapses, et dans la diminution 
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de l’expression des récepteurs AMPA à la surface de la post-synapse. Ces deux 

phénomènes sont communément retrouvés dans les mécanismes de dépression synaptique 

homéostatique, qui apparaissent à la suite d’une augmentation chronique de l’activité. 

 

Une deuxième étude a été réalisée à ce sujet. Le travail de Hou et de ses 

collaborateurs (Hou et al., 2015) montre qu’en condition basale, l’expression du miR-124 

est inhibée par le facteur de transcription EVl1 en association avec la déacétylase HDAC1. 

Lorsque l’activité synaptique est diminuée (traitement TTX/APV pendant 15h), 

l’expression de miR-124 est augmentée, et ce dernier régule spécifiquement la sous-unité 

GluA2 des récepteurs AMPA. Comme nous l’avons évoqué, les récepteurs AMPA sont 

formés par l’association de 4 sous-unités, et la majorité contient la sous-unité GluA2, qui 

est perméable uniquement au sodium et au potassium. Lorsque le récepteur ne possède pas 

la sous-unité GluA2, ce dernier devient perméable à la fois au sodium et au calcium (CP-

AMPAR) (Aoto et al., 2008; Sutton et al., 2006). Ainsi, la diminution observée de 

l’expression de la sous-unité GluA2 par le miR-124, pourrait mener à la formation de CP-

AMPAR, permettant l’accélération des processus de plasticité homéostatique mis en place 

lors d’une carence en activité. Cette hypothèse est en adéquation avec les résultats que nous 

proposons. 

 

Cependant, l’étude réalisée par Hou et ses collaborateurs est néanmoins en légère 

contradiction avec une étude précédente (Ho et al., 2014). Cette dernière démontre 

également la régulation opérée par miR-124 sur GluA2. En revanche, les auteurs 

démontrent que l’interaction se réalise dans le corps cellulaire des neurones, et non dans les 

dendrites. Cette conclusion est donc peu compatible avec le mécanisme de régulation locale 

proposé précédemment. Cependant, la différence peut s’expliquer par la variation des 

traitements utilisés. 

 

 Plus récemment, dans un modèle de neurones d’hippocampe traités à la 

picrotoxine, un inhibiteur des récepteurs GABA-A (transmission inhibitrice) qui permet 

d’augmenter l’activité synaptique, il est montré que miR-129-5p est aussi impliqué dans le 

mécanisme de la plasticité homéostatique (Rajman et al., 2017). Concrètement, en 

condition basale, RBFOX1, une protéine qui se lie aux ARNs, permet l’expression de la 

pompe à calcium ATP2B4 et de DCX (doublecortin), qui sont toutes deux des cibles du 

miR-129-5p. Sous picrotoxine, l’expression de miR-129-5p est augmentée par un 

mécanisme inconnu, et ce miARN inhibe à la fois l’expression de RBFOX1, ainsi que celle 
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de ATP2B4 et DCX. Associées à cette observation, une diminution de la taille des épines 

dendritiques ainsi qu’une diminution des courants post-synaptiques sont également 

relevées. Cette étude montre que le miR-129-5p est crucial pour la régulation synaptique 

homéostatique induite par une augmentation de l’activité, à la fois dans le changement de 

la morphologie des épines dendritiques que pour l’efficacité de l’influx nerveux (Rajman et 

al., 2017). 

 

 L’ensemble de ces études, ainsi que la nôtre, met en lumière que les miARNs sont 

des acteurs clés dans les mécanismes de régulation de la plasticité synaptique 

homéostatique. En particulier, elles révèlent que la balance excitatrice/inhibitrice à la 

synapse peut être régulée par les miARNs, de manière locale et rapide, en réponse à la 

variation de l’activité neuronale. 

3.2. L’expression de miR-92a est régulée par l’activité neuronale, mais 
comment ? 
 

 L’implication des miARNs dans la régulation des mécanismes de plasticité 

homéostatique induit que l’expression de ces derniers est régulée par la modification de 

l’activité neuronale. Dans notre étude, nous observons que l’expression du miR-92a varie 

en fonction de l’activité neuronale, et nous nous sommes posés la question du mécanisme 

sous-jacent qui intervient. Dans l’introduction, nous avons évoqué au paragraphe 1.9.3.1. 

divers mécanismes qui permettent de moduler l’expression des miARNs en fonction du 

changement de l’activité neuronale : 

• Le niveau de transcription ; 

• Le transport ;  

• La maturation ; 

• La modulation des protéines associées au complexe RISC, qui influencent son 

efficacité ; 

• La stabilité des miARNs matures ; 

• L’accessibilité des miARNs matures. 

 

Récemment, une étude montre élégamment que la maturation des miARNs, en 

l’occurrence miR-181a, est contrôlée par l’activité synaptique (Sambandan et al., 2017). 

Pour répondre à cette question, les auteurs ont développé un outil qui consiste en un ARN 

de synthèse qui a la séquence et la structure du pre-miR-181a. Cet ARN de synthèse 

possède un fluorophore dans la future séquence du miARN mature, localisé à la base de la 
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structure en boucle. Aussi, un quencher est localisé dans la boucle. Ainsi, lorsque cet ARN 

est présent sous forme de précurseur, la fluorescence est inhibée par la présence du 

quencher dans la boucle. En revanche, lorsque l’ARN est maturé par DICER, le quencher 

est éliminé avec la structure en boucle, et le miARN mature émet de la fluorescence. Cet 

outil permet donc d’évaluer le taux de maturation du miR-181a par DICER (Sambandan et 

al., 2017). A l’aide de cette stratégie, les auteurs ont montré que l’augmentation de l’activité 

synaptique a pour conséquence d’intensifier la maturation du miR-181a localement,  au 

niveau des dendrites. Cela est corrélé avec une diminution de l’expression de sa cible 

CAMK2 au niveau des synapses (Sambandan et al., 2017). 

 

Bien que les mécanismes sous-jacents qui amènent à une augmentation locale de la 

maturation du miR-181a n’aient pas été élucidés, cette étude propose un premier élément 

de réponse. Ainsi, il serait intéressant d’approfondir notre étude, en développant par 

exemple une stratégie similaire pour miR-92a. Cela nous permettrait de comprendre les 

mécanismes mis en œuvre lors de la variation de l’activité neuronale, qui permettent de 

moduler rapidement et localement l’expression du miR-92a. 

3.3. Un travail en collaboration que se poursuit avec l’équipe d’Olivier 
Thoumine. 
 
 A la suite de ce travail, l’intérêt pour cette thématique nous a mené à continuer le 

travail de collaboration sur ce sujet. Nous avons réalisé quelques tests préliminaires, pour 

évaluer la régulation d’autres protéines de la synapse lors de paradigmes de plasticité 

homéostatique. Lors de l’inhibition de l’activité neuronale avec un traitement TTX/APV 

pendant 4h, nous observons une diminution de l’expression de l’ARNm de Nlg3 (neuroligin 

3), corrélée à l’augmentation de l’expression de certains de ses miARNs cibles, comme 

miR-101a-3p et miR-219a-5p (Figure 12). La NLG3 est une protéine d’échafaudage des 

synapses excitatrices, qui permet le recrutement des récepteurs AMPA (Heine et al., 2008). 

Il serait intéressant de continuer l’investigation pour évaluer l’importance de la régulation 

de la protéine NLG3 par les miARNs dans un paradigme de plasticité homéostatique. 
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Figure 12: Résultat de RT qPCR pour quantifier l'expression de la Nlg3 et des miARNs cibles. 

Des cultures primaires d’hippocampe ont été traitées ou non 4h avec un cocktail TTX/APV. 
L’expression de la Nlg3 ainsi que de ses miARNs cibles déterminés par prédiction bioinformatique à 
l’aide de Targetscan, a été étudiée par RT qPCR. Les résultats sont exprimés en % par rapport à la 
condition contrôle (sans TTX/APV). Seuls les miARNs régulés sont représentés sur la figure. Un 
test de Mann & Whitney a été réalisé avec le logiciel GraphPad Prism, et la significativité est 
acceptée pour une p-value<0,05. 

 

 Aussi, d’autres tests préliminaires, réalisés avec un paradigme de diminution de 

l’activité synaptique par un traitement TTX de 48h, ont montré une tendance à la 

diminution de l’expression du miR-124, corrélée à une augmentation de sa protéine cible 

synaptopodine (Figure 13). La synaptopodine est responsable de la formation des spine 

apparatus localisés à la base des grandes synapses excitatrices matures, et joue un rôle dans 

les phénomènes de plasticité des épines (Segal et al., 2010). Le spine apparatus est une 

structure retrouvée à la base des épines dendritiques des synapses excitatrice matures. Il est 

en continuité avec le réticulum endoplasmique lisse, et sert de stockage au calcium. Ainsi, 

le spine apparatus est considéré comme étant important pour l’approvisionnement local des 

épines dendritiques matures en protéines et calcium (Segal et al., 2010). Les résultats 

obtenus par RT qPCR à partir des cultures primaires ne sont pas significatifs, mais 

proposent une tendance claire. Les mécanismes hypothétiques mis en jeu sont locaux, c’est 

pourquoi d’autres techniques telles que l’immunocytochimie et l’hybridation in situ sont 

réalisées pour confirmer ce résultat. En particulier, une augmentation de l’expression de la 

synaptopodine est observée par immunocytochimie suite à 48h de traitement à la TTX. Ce 

travail fait actuellement l’objet de la thèse de Sandra Dubes, dans l’équipe d’Olivier 

Thoumine. 
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Figure 13: Représentation de la quantification par RT qPCR de l'expression de miR-124 et de 
l’ARNm de la Synaptopodine. 

Des cultures primaires d’hippocampe ont été traitées ou non 48h avec de la TTX. L’expression de 
l’ARNm de la Synaptopodine et de miR-124 a été étudiée par RT qPCR. Les résultats sont exprimés 
en % par rapport à la condition contrôle (sans TTX). Un test de Mann & Whitney a été réalisé avec 
le logiciel GraphPad Prism, et la significativité est acceptée pour p-value<0,05.  
 
 

 Pour conclure, le premier travail auquel j’ai participé pendant ma thèse a ouvert de 

nouvelles perspectives quant à la compréhension des mécanismes de régulation de la 

plasticité homéostatique, en mettant la lumière sur une classe d’acteurs particulière : les 

miARNs. Dans le but de mieux caractériser les mécanismes mis en œuvre, il est 

indispensable d’avoir une vision générale de l’expression de l’ensemble des miARNs dans 

les cellules du SNC, ainsi que leur répartition sub-cellulaire : expression dans le corps 

cellulaire, les dendrites, les axones, aux synapses. Pour cela, la première étape est de bien 

connaître l’ensemble des espèces de miARNs exprimées dans le SNC. 
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CHAPITRE 2 

Détermination du miRNome de 5 

structures du système nerveux central. 
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Chapitre 2 : Détermination du miRNome de 5 
structures du système nerveux central. 

1. Introduction. 

1.1. Définition du miRNome. 
 

Le miRNome correspond à l’ensemble des espèces de miARNs exprimées ainsi que 

leur quantité, lors d’un stade développemental défini ou d’une condition physiologique 

particulière, dans un tissu ou une structure biologique d’intérêt. 

1.2. Le référencement des miRNAs. 

1.2.1. La base de données miRBase. 
 

Pour centraliser les données croissantes réalisées sur les miARNs, et répertorier 

l’ensemble des miARNs découverts à travers tous les modèles d’étude, la création d’une 

base de données s’est révélée être indispensable. Actuellement, il en existe plusieurs qui co-

existent, cependant la base de données de référence, libre d’accès, est incontestablement 

miRBase (Griffiths-Jones, 2006, 2010) (http://mirbase.org). 

 

La base de données miRBase référence tous les miARNs découverts par modèle 

d’étude, propose un moteur de recherche par mots-clés, met à disposition le contexte de la 

découverte du miARN avec un lien vers la littérature d’origine, et apporte des détails sur le 

contexte génomique. Par ailleurs, elle assure la fonction d’assigner les noms officiels des 

nouveaux miARNs avant leur publication (Griffiths-Jones et al., 2006). 

1.2.2. Implémentation différente selon les espèces de miRBase. 
 

Actuellement, miRBase référence les miARNs pour la majorité des modèles 

biologiques, comme les virus, les plantes et les métazoaires. Cependant, la diversité des 

miARNs référencés est inégale selon le modèle étudié. En effet, miRBase propose chez 

l’Homme (Homo sapiens), 1881 précurseurs et 2588 miARNs matures (GRCh38), chez la 

souris (Mus musculus) 1193 précurseurs et 1915 matures (GRCm38), alors que chez le rat 

(Rattus norvegicus) seulement 495 précurseurs et 765 matures (Rnor_5.0) sont référencés 

(Griffiths-Jones, 2006). Le rat est un modèle d’étude très usité en sciences, en particulier 
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dans le domaine des neurosciences. Deux hypothèses sont envisageables pour expliquer la 

différence de miARNs référencés entre le rat comparé à l’Homme et la souris : 1) soit la 

majorité des espèces de miARNs a déjà été découverte, et le rat est un organisme qui 

compte moins de miARNs que les autres, 2) soit la recherche sur les miARNs est moins 

développée chez le rat que chez les deux autres organismes, diminuant les opportunités 

d’en découvrir de nouveaux. Notre hypothèse penche vers le deuxième postulat : peu de 

miARNs chez le rat sont annotés sur la base de données miRBase car moins d’études ont 

été réalisées chez cette espèce pour examiner leurs rôles et fonctions (Nombres d’entrées 

sur une recherche Pubmed pour les mots clés « miRNA et espèce» : 3251 pour le rat ; 13536 

pour la souris ; 44849 pour l’Homme). 

1.3. Les technologies de détection et quantification des miARNs, et de 
découverte de nouvelles espèces de miARNs. 

1.3.1. Les principales techniques de détection et de quantification des miARNs. 
 
 Les miARNs possèdent des caractéristiques qui les rendent difficiles à détecter et 

quantifier : ils sont de petite taille, ils ne possèdent pas de caractéristique commune 

distinctive (les ARNm possèdent par exemple une queue poly(A) qui leur est spécifique), et 

leur expression varie au cours du temps et en fonction du tissu d’intérêt, en plus d’être 

parfois très faible (de Planell-Saguer and Rodicio, 2013). 

 

Malgré ces difficultés, il existe différentes méthodes pour les détecter et les 

quantifier, et chacune possède ses avantages et ses inconvénients (Tableau 4). Les 

méthodes les plus couramment utilisées sont les suivantes : 

• La transcription réverse suivie d’une PCR quantitative (RT qPCR). Le 

principe consiste à ajouter une queue poly(A) aux miARNs matures puis à 

les réverse transcrire en ADN complémentaire (ADNc). Ensuite, les brins 

d’ADNc sont quantifiés par amplification PCR (polymerase chain reaction) 

quantitative et la mesure de l’intensité de la fluorescence, en utilisant une 

amorce spécifique complémentaire du miARN, et une amorce universelle 

qui reconnaît une séquence adaptarice ajoutée lors de l’étape de 

transcription réverse (Schmittgen et al., 2008). Une autre alternative, 

appelée méthode Taqman, est l’utilisation d’une sonde spécifique pour un 

miARN donné, sur laquelle est greffée un fluorophore et un quencher (Heid 

et al., 1996). 
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• La PCR digitale en goutte. Cette technique est entièrement basée sur la RT 

qPCR, et la différence réside dans le fait que les réactions de PCR sont 

subdivisées physiquement en mixtures qui agissent séparément, permettant 

la quantification absolue des acides nucléiques (Hindson et al., 2011, 2013).  

 

• L’hybridation in situ. Cette méthode permet de visualiser l’expression des 

miARNs dans les cellules et les tissus, sur le principe de la détection de 

l’hybridation d’une sonde spécifique complémentaire à la séquence du 

miARN (McDougall et al., 1972). 

 

• Les analyses de microarray. Suivant le même principe que l’hybridation in 

situ, les miARNs sont purifiés d’extraits cellulaires puis hybridés sur des 

plaques qui possèdent des sondes spécifiques complémentaires à la 

séquence des miARNs d’intérêts (Duan et al., 2011; Liu et al., 2008).  

 

• Le séquençage d’ARN (RNA-Seq). Cette méthode consiste à déterminer la 

présence et quantifier le niveau d’expression par une méthode de 

séquençage haut-débit. C’est actuellement la seule méthode qui permet de 

découvrir la présence de nouveaux miARNs (Creighton et al., 2009; 

Shendure and Ji, 2008). 

 

Parmi la diversité des méthodologies présentées, seul le RNA-Seq est capable à la 

fois de quantifier de manière absolue l’ensemble des miARNs d’un échantillon de manière 

très sensible, ainsi que d’en découvrir de nouveaux (Willenbrock et al., 2009). 

 
Tableau 4: Comparaison des caractéristiques principales des différentes méthodes de détection et 
de quantification des miARNs. 

Méthode Principe Quantification Avantages Inconvénients Sources 

Hybridation 
in situ 

Révélation à l’aide 
d’une sonde 
spécifique 

Relative et 
semi-
quantitative 

Visualisation 
possible du 
patron 
d’expression dans 
les cellules et les 
tissus, dans un 
contexte spatio-
temporel, 
préserve 
l’intégrité de 
l’ARN car la 
cellule n’est pas 
lysée 

Difficile de détecter 
plusieurs miARNs 
simultanément, 
quantification 
relative, l’efficacité 
est dépendante de 
nombreux 
paramètres, comme 
la longueur et la 
concentration de la 
sonde, et les 
conditions 
d’expérimentation. 

(McDougall 
et al., 1972) 
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RT qPCR 
Amplification à 
l’aide d’amorces 
spécifiques 

Absolue, par 
rapport à un 
contrôle 
interne 

Sensible et 
spécifique, 
rapide, détection 
de plusieurs 
miARNs en 
même temps, 
détection des 
miARNs peu 
exprimés. 

Biais de 
représentativité dû 
à l’amplification par 
PCR, la spécificité 
dépend de la qualité 
de l’amorce 

(Schmittgen 
et al., 2008) 

Microarray Utilisation de 
sondes spécifiques 

Quantification 
relative 

Détection de la 
présence et de la 
régulation de 
plusieurs 
miARNs 
simultanément, à 
partir de 
plusieurs 
échantillons 

Spécificité de la 
sonde, beaucoup de 
bruit de fond 

(Duan et al., 
2011; Liu et 
al., 2008) 

RNA-Seq Séquençage par 
synthèse du brin 
complémentaire 
d’ADNc 

Absolue, par 
rapport au 
nombre total 
de séquences 

Très sensible, 
découverte de 
nouveaux 
miARNs, rapide, 
pas de bruit de 
fond 

Coûteux comparé 
aux autres 
techniques, souvent 
biais de 
représentativité dû 
à l’amplification par 
PCR 

(Creighton 
et al., 2009) 

PCR 
digitale en 

goutte 

Répartition en 1 
molécule par 
goutte, 
concentration de 
départ calculée par 
la loi de Poisson 

Quantification 
absolue 

Très sensible et 
spécifique, 
quantification 
absolue sans gène 
de référence, 
reproductibilité 
robuste 

Actuellement 
moins disponible 
que la RT qPCR 

(Hindson et 
al., 2011) 

 
Sources : (Hindson et al., 2013; de Planell-Saguer and Rodicio, 2013). 
 

1.3.2. Le RNA-Seq, une méthode de quantification très sensible, et de découverte de 
nouveaux miARNs. 

 

Le séquençage avec la méthode Sanger s’est révélé extrêmement utile et a permis de 

séquencer beaucoup de génomes, et en particulier le génome humain dans le projet Human 

Genome Project (International Human Genome Sequencing Consortium, 2004). Cependant, 

la technologie était longue et coûteuse, c’est pourquoi de nouvelles ont été développées et 

ont été appelées Next-Generation Sequencing (NGS) (Chi, 2008).  

 

Plusieurs technologies de NGS ont été créées en parallèle, et chacune propose une 

chimie différente (voir les excellentes revues suivantes : (Branton et al., 2008; Metzker, 

2010; Pareek et al., 2011)), en revanche la logique reste la même chez tous les concurrents : 

une étape de fragmentation des acides nucléiques (lorsque les fragments sont longs) est 

suivie de différentes étapes de ligation à des amorces, et d’amplification, puis de 

séquençage par synthèse de brins d’ADN. Les millions de séquences obtenues, d’une 
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longueur comprise entre 35 et 400pb sont ensuite alignées sur le génome ou le 

transcriptome de référence, puis analysées par des méthodes bioinformatiques. L’ensemble 

des techniques de NGS vise à comprendre la structure et la fonction du génome (Figure 

14). 

 

Les techniques de séquençage de l’ARN (RNA-Seq) font partie des technologies de 

NGS, et permettent de séquencer et quantifier le transcriptome des cellules, incluant les 

ARNm et les ARNs non codants (Wang et al., 2009b). Il existe plusieurs méthodologies 

différentes (dont les principales sont Illumina IG, Applied Biosystems SOLID, Roche 454 

Life Science, Helicos Biosciences) mais toutes suivent le même principe : la population 

d’ARN, totale ou fragmentée pour les longs transcrits, est souvent convertie en ADN 

complémentaire (ADNc) avec des adaptateurs à l’une ou sur les deux extrémités. Ensuite, 

chaque fragment d’ADNc est séquencé (suivant ou non une étape d’amplification de la 

librairie) à partir de l’une ou des deux extrémités (single strand ou pair-end sequencing). La 

longueur des fragments qui peuvent être séquencés est de 30-400pb selon la technologie 

utilisée. Enfin, les lectures de séquences obtenues (reads) sont alignées sur un génome ou 

transcriptome de référence, ou bien assemblées de novo pour produire la carte de référence. 

Finalement, les résultats obtenus par RNA-Seq sont validés et comptés en analyse de 

transcrits par des méthodes de bioinformatique (Wang et al., 2009b). 

 

Ainsi, aujourd’hui, les technologies de RNA-Seq sont devenues abordables 

financièrement pour les laboratoires, et permettent une quantification absolue et très 

sensible, ainsi que la découverte de nouveaux miARNs dans les échantillons d’intérêt. 

Dans ce travail de thèse, la technologie d’Illumina a été employée pour réaliser du 

séquençage d’ARNm et de miARNs, et le principe de cette technologie est décrit sur la 

Figure 15. 
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Figure 14: Représentation générale de l'intérêt des techniques de NGS. 

Les analyses primaires correspondent aux analyses basées directement sur la comparaison de 
l’ensemble des séquences obtenues par séquençage. Cela permet de déterminer le nombre de copies 
d’un gène (copy number variation : CNV), des insertions, translocations et délétions de parties de 
chromosomes (InDels pour insertion and deletion), la détection de mutation à l’échelle du nucléotide 
(SNP pour single nucleotid polymorphism), ou encore la découverte de sites d’épissages alternatifs ou 
de nouveaux transcrits. Les analyses secondaires (downstream analysis) se répartissent en 3 catégories : 
le séquençage d’ADN (DNA-Seq) correspond au re-séquençage du génome réalisé en partie dans les 
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études de GWAS (genome-wide-association-studies), pour définir des haplotypes ou des mutations dans 
les cellules tumorales. Les techniques de ChIP-Seq (Chromatin immunoprecipitation sequencing) 
déterminent la structure de la chromatine, comme la méthylation et l’acétylation des histones, pour 
définir les régions accessibles aux facteurs de transcription (TFBS pour transcription factor binding site). 
Le séquençage d’ARN (RNA-Seq) permet de déterminer l’expression des transcrits connus et 
nouveaux (DGE : differential gene expression), ainsi que des variants d’épissage. L’ensemble de ces 3 
stratégies converge vers l’identification de voies de signalisation et de réseaux de régulation 
biologiques. Les méta-analyses permettent de combiner les résultats issus de différentes technologies 
(NGS, protéomiques, métabolomique) pour reconstruire et définir une description globale des 
phénomènes biologiques. Source : (Werner, 2010). 
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Figure 15: Comparaison des grandes étapes du RNA-Seq pour l'ARNm et les miARNs avec la 
technologie Illumina. 

La préparation des librairies d’ARNm démarre par une fragmentation de l’ARN, car la taille des 
ARNm est supérieure à celle qui peut être séquencée (400 nt). L’ARN est ensuite réverse transcrit en 
ADNc, et des adaptateurs sont ajoutés aux extrémités. Ces adaptateurs vont permettre 
l’immobilisation des ADNc sur un support, afin de réaliser l’amplification avec la technique des 
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ponts. Les brins d’ADNc sont ensuite dénaturés. Le séquençage se réalise par la synthèse du brin 
complémentaire de l’ADN. L’ensemble des 4 nucléotides, qui possède un fluorophore spécifique est 
ajouté. Après l’incorporation d’un nucléotide à chacune des séquences, la préparation est lavée, et 
l’émission de la fluorescence est enregistrée par imagerie. Ensuite, l’extrémité qui contient le 
fluorophore est clivée, puis un nouveau cycle démarre. Enfin, les séquences sont alignées au génome 
ou transcriptome de référence, et analysées par bioinformatique. Les schémas sont issus de : 
(Metzker, 2010). 
 

1.4. A la découverte de nouveaux miRNAs. 

1.4.1. Les algorithmes de prédiction pour la découverte de nouveaux miRNAs. 
 

La découverte de nouveaux miARNs dans un échantillon à partir d’études de 

RNA-Seq est possible grâce à l’utilisation d’algorithmes bioinformatiques. Il en existe tout 

une variété : miRDeep (Friedländer et al., 2008), miRanalyzer (Hackenberg et al., 2009), 

miRExpress (Wang et al., 2009a), miRTools (Zhu et al., 2010), miReNA (Mathelier and 

Carbone, 2010), miRTrap (Hendrix et al., 2010), dont certains sont spécialement 

développés pour une espèce particulière, comme par exemple miRDeep-P et miRPlant (An 

et al., 2014) pour les plantes. L’utilisation d‘un algorithme plutôt qu’un autre conditionne 

la sélectivité, l’efficacité et la spécificité des paramètres permettant la découverte de 

nouvelles espèces de miARNs. 

 

Le programme le plus utilisé, et le plus performant dans la découverte de nouveaux 

miARNs d’après des études de comparaison (Williamson et al., 2013), est celui de 

miRDeep (Friedländer et al., 2012). Les algorithmes de ce programme sont d’ailleurs 

réutilisés comme composants cœur dans d’autres programmes, comme miRTools (Zhu et 

al., 2010), miReNA (Mathelier and Carbone, 2010) et miRPro (Shi et al., 2015). 

 

Dans l’étude que nous avons réalisée, nous avons utilisé le programme miRPro, qui 

s’appuie très largement sur l’algorithme cœur de miRDeep. En conséquence, la méthode 

d’analyse de ces deux programmes sera décrite et comparée. 

1.4.1.1. Les programmes miRDeep et miRDeep2. 
 

L’ensemble du programme miRDeep permet de détecter la présence de séquences 

de miARNs, et d’en découvrir des nouveaux par prédiction. Pour cela, miRDeep s’appuie 

sur les caractéristiques de biogénèse des miARNs (Friedländer et al., 2008). Plus 

particulièrement, les algorithmes s’appuient sur la reconnaissance et la reconstruction de la 

forme en épingle à cheveux du précurseur, créé par le clivage du pri-miARN par l’enzyme 
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DROSHA (voir Chapitre 1, paragraphe 1.3.3.1). L’étape de maturation suivante, réalisée 

par l’enzyme DICER, génère le brin du miARN mature, le brin complémentaire au 

miARN mature qui est dégradé, et la séquence en forme de boucle (Figure 16). Ainsi, après 

l’alignement des lectures de séquences sur le génome, l’algorithme excise la région 

génomique qui encadre chacune des séquences lues, et les compile pour reconstruire la 

structure secondaire de l’ARN. Les séquences des précurseurs de miARNs plausibles sont 

identifiées. Ensuite, un score est attribué pour évaluer la probabilité d’occurrence de la 

séquence du précurseur, en combinant la stabilité de la molécule, ainsi que la position et la 

fréquence des lectures avec la structure secondaire du précurseur potentiel (Friedländer et 

al., 2008). En effet, l’algorithme aligne les lectures de séquences sur les 3 brins théoriques 

issus du précurseur, suite à la maturation par DICER : le brin du miARN mature, le brin 

du miARN passager, et la boucle. La séquence du brin mature est très généralement plus 

prépondérante dans la cellule que les autres séquences, elle est ainsi plus fréquemment 

séquencée. Cela permet de faire la distinction entre le brin mature et passager (Figure 16). 

 

 

Figure 16: Représentation schématique du mode d'action de l'algorithme miRDeep dans la 
reconnaissance des séquences de miARNs. 

A: Représentation du mode d’action de l’algorithme de miRDeep lors du séquençage d’un miARN mature. 
La séquence du miARN précurseur est clivée par l’enzyme DICER, ce qui génère le brin du miARN 
mature, le brin complémentaire au miARN mature qui est dégradé (star sequence), et la séquence en 
forme de boucle. Chacune des séquences précédentes a une certaine probabilité à être séquencée, 
dépendante de sa quantité dans la cellule. Lorsque miRDeep aligne les lectures de séquences sur le 
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génome et sur les séquences prédites pour être des séquences de miARN précurseurs, les lectures 
s’alignent sur les 3 brins issus de la maturation produite par DICER. Cependant, la séquence du brin 
mature est très généralement plus présente dans la cellule que les autres séquences, elles sont donc 
aussi plus fréquemment séquencées. C’est également un moyen qui discrimine le brin du miARN 
mature de celui dégradé. B : Représentation du mode d’action de l’algorithme miRDeep lorsque la 
séquence en épingle à cheveux ne correspond pas à un précurseur de miARN. Les bouts de séquences 
obtenus à partir de structures en épingle à cheveux qui ne sont pas clivés par l’enzyme DICER ne 
s’alignent pas de la même manière que ceux qui correspondent à des miARNs. 
 

Dans le but de perfectionner la spécificité et la sensibilité de reconnaissance des 

miARNs dans les échantillons de RNA-Seq, l’algorithme miRDeep a été amélioré, et la 

version supérieure nommée miRDeep2 (Friedländer et al., 2012). D’abord, pour limiter les 

biais apportés par les amplifications par PCR des librairies avant le séquençage, 

l’algorithme prend en compte la provenance des séquences selon les échantillons. Il ne 

retient que les séquences qui sont détectées dans au moins deux échantillons indépendants, 

et pour cela il ajoute des étiquettes aux séquences pour tracer leur provenance. 

 

Ensuite, plusieurs données expérimentales proposent que les miARNs fonctionnels 

peuvent être transcrits à partir des deux brins d’ADN génomique du gène du miARN. 

Ainsi, miRDeep2 analyse les deux brins de manière séparée et indépendante pour pouvoir 

détecter ces cas de figure. 

 

Enfin, pour ne pas limiter le programme dans la découverte de variants potentiels de 

miARNs, miRDeep2 autorise quelques mésappariements entre la séquence lue et les 

séquences de référence. 

 

Tout comme son prédécesseur miRDeep, miRDeep2 s’est révélé être le programme le 

plus populaire et le plus utilisé pour quantifier les miARNs connus, et prédire les nouveaux 

miARNs (Shi et al., 2015). Cependant, depuis sa mise au point, quelques désavantages ont 

été découverts. Ses critères de reconnaissance des nouveaux miARNs sont finalement peu 

sélectifs, ce qui induit un comptage excessif de lectures de séquences, entraînant un grand 

nombre de faux-positifs dans les analyses de quantifications différentielles sous-jacentes. De 

plus, l’algorithme présente un manque de souplesse pour permettre la découverte de 

miARNs non-canoniques. Ainsi, de nouveaux programmes ont été développés pour 

perfectionner les faiblesses de miRDeep2, et en particulier le programme miRPro (Shi et 

al., 2015). 
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1.4.1.2. Le programme miRPro. 
 
 Le programme miRPro se différencie de miRDeep2 car il adopte des approches 

différentes et plus précises pour réaliser l’excision des séquences adaptatrices, l’alignement 

des séquences sur le génome de référence, et sur la quantification des miARNs. Par 

ailleurs, l’algorithme cœur de prédiction des nouveaux miARNs repose largement sur celui 

de miRDeep2, mais a été perfectionné en partie pour favoriser la découverte des variants de 

miARNs, et de changement de brin dans la sélection du brin mature lors de phénomène d’ 

« arm switching » (Griffiths-Jones et al., 2011; Meijer et al., 2014). Enfin, et ce détail est 

d’une importance cruciale dans l’analyse de la découverte de nouveaux miARNs, miRPro 

annote les séquences prédites de nouveaux miARNs de manière homogène entre tous les 

échantillons étudiés. Cela évite les redondances, et permet de réaliser des analyses 

d’expression différentielle (Shi et al., 2015). Pour l’ensemble des raisons décrites, nous 

avons utilisé le programme miRPro pour réaliser les analyses de RNA-Seq (Figure 17). 
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Figure 17: Représentation schématique de l'analyse bioinformatique des résultats de RNA-Seq de 
miARNs avec miRPro. 

Les résultats de lectures de séquences issues du RNA-Seq, les séquences théoriques du génome du 
rat et des miARNs récupérées des bases de données sont incorporées dans le programme miRPro. 
La première étape du programme consiste à aligner les résultats expérimentaux du séquençage 
(lectures) avec les données théoriques, à l’aide de l’algorithme Novoalign. La découverte des 
miARNs nouveaux se réalise grâce à l’algorithme de miRDeep2, intégré dans le programme 
miRPro, et optimisé. Enfin, l’analyse différentielle d’expression des miARNs entre les structures a 
été réalisée avec un programme dédié : DESeq2. 
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1.4.2. Découverte de miRNAs non conventionnels grâce aux techniques de RNA-Seq : 
les isomiRs. 

 

Depuis l’accès aux techniques de RNA-Seq, des variants de miARNs ont été 

observés (Landgraf et al., 2007). Ils présentent plusieurs longueurs et/ou des séquences 

différentes d’un même miARN dont la séquence est référencée sur miRBase, et ont été 

nommés isomiRs (Guo and Chen, 2014; Neilsen et al., 2012; Tan and Dibb, 2015). 

 

Un gène de miARN peut donner naissance à plusieurs isomiRs distincts. En effet, 

dans la biogénèse canonique, les extrémités 5’ et 3’ du miARN sont déterminées par les 

clivages successifs des ribonucléases DROSHA et DICER. Ainsi, des clivages imprécis de 

la part de ces deux enzymes peuvent survenir, et produire des variants du même miARN de 

longueur hétérogène. Aussi, il peut se produire, de manière post-transcriptionnelle, des 

additions de bases supplémentaires (Neilsen et al., 2012).  

 

Les isomiRs sont classés en 3 groupes, selon la variation observée comparée au 

miARN mature (Neilsen et al., 2012): 

• Les 3’ isomiRs, dont la modification apparaît en 3’ du miARN. C’est la 

catégorie la plus représentée à la fois chez les plantes et les animaux. La 

région « seed » du miARN reste inchangée, ainsi souvent l’isomiR s’hybride 

aux mêmes cibles que le miARN conventionnel (Guo and Chen, 2014; 

Neilsen et al., 2012; Tan and Dibb, 2015). 

 

• Les 5’ isomiRs, dont la modification apparaît en 5’ du miARN. Cette 

catégorie est plus rare. La région « seed » peut être modifiée par décalage des 

nucléotides, ainsi l’isomiR ne régule plus les mêmes cibles que le miARN 

conventionnel (Guo and Chen, 2014; Neilsen et al., 2012; Tan and Dibb, 

2015). 

 

 

• Les isomiRs polymorphiques, qui présentent des variations au milieu de la 

séquence du miARN. 
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Les classes d’isomiRs 5’ et 3’ sont elles-mêmes divisées en sous-classes : 

« templated » ou « non-templated », signifiant que la variation modifie (« non-templated ») ou 

non (« templated ») la séquence canonique du miARN référencée dans miRBase (Figure 18). 

 

 

Figure 18: Représentation des différentes classes d'isomiRs. 

Cette figure représente les différents isomiRs du miR-222 humain. Les séquences sont répertoriées 
sur miRBase. La séquence canonique de miR-222 est représentée en bleu. Les modifications de 
séquences présentées en orange représentent les modifications « templated », alors que celles 
représentées en vert représentent les variations « non-templated » Dans la catégorie des isomiRs 
polymorphiques, les nucléotides en violet sont ceux qui sont différents de ceux de la séquence 
mature. Source : (Neilsen et al., 2012). 

 
 L’expression des isomiRs est conservée entre les espèces (Guo et al., 2013), varie en 

fonction du stimulus biologique appliqué (Newman et al., 2011; Wyman et al., 2011), et est 

différente selon les lignées cellulaires et les tissus étudiés (Bar et al., 2008; Li et al., 2012b; 

Voellenkle et al., 2012), signifiant que leur biogénèse est à la fois dynamique et modulable. 

Par ailleurs, il a été démontré que les isomiRs ont un intérêt biologique pertinent. En effet, 

ils sont capables d’être incorporés dans des protéines AGO, et en particulier AGO1 et 2, et 

de réprimer leur cible (Tan et al., 2014). 

 

 La découverte des isomiRs enrichie et complexifie la compréhension du monde des 

miARNs, et leur prise en compte va permettre de mieux comprendre la biologie des 

miARNs et leurs impacts sur les fonctions cellulaires. 
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1.5. Les miARNs participent à définir les spécificités des différentes 
structures du SNC. 

1.5.1. Le SNC exprime des miARNs particuliers. 
 

Des études utilisant les techniques de microarray et de Northern blot pour évaluer le 

niveau d’expression des miARNs dans plusieurs organes ont montré que certains miARNs 

sont spécifiques ou enrichis dans le SNC. En particulier, l’étude de Sempere et de ses 

collaborateurs montre par Northern blot que 7 miARNs sont très enrichis dans le cerveau 

comparé aux autres organes étudiés : miR-9, -124a, -124b, -135, -153, -183, -219, alors que 

d’autres y sont  enrichis : miR-9*, -125a, -125b, -128, -132, -137, -139 (Sempere et al., 

2004). Ces résultats ont été confirmés par une approche de microarray (Babak et al., 2004). 

Une troisième étude démontre, également par une technique de microarray, que 5 miARNs 

sont spécifiques ou enrichis dans le cerveau en comparaison avec le foie, le thymus, les 

testicules et le placenta : miR-9, -124a, -128a, -128b, -129 (Barad et al., 2004). De la même 

façon, Thomson et ses collaborateurs ont étudié la différence d’expression de miARNs par 

microarray entre différents organes : le foie, le cœur, le cerveau et le thymus, et montrent 

que les miARNs enrichis dans le cerveau ne sont pas les mêmes suivant le stade de 

développement. Dans un cerveau jeune les miARNs enrichis sont les suivants: miR-154, -

136, -9, -124a, -127, alors que dans un cerveau adulte, se sont miR-222, miR-125b, miR-

125a (Thomson et al., 2004). L’ensemble de ces résultats est confirmé lors d’une étude qui 

compare un grand nombre de tissus entre eux, et qui révèle que les miR-138, -124a, -128, -

9, 132 et -338 sont enrichis dans le cerveau (Baskerville and Bartel, 2005).  

 

De manière très intéressante, les miR-124 et -9, dont l’expression est très enrichie 

dans le cerveau, jouent un rôle dans la spécification des caractères neuronaux des cellules. 

Plus particulièrement, un plasmide qui code à la fois pour les miR-9, le miR-9* (les deux 

brins du miR-9 ont été précédemment montrés comme étant enrichis dans le cerveau) et le 

miR-124, a été transfecté dans des cellules de fibroblastes humaines, avec un facteur de 

transcription neuronal NEUROD2. Cette combinaison entraîne la différenciation des 

fibroblastes en cellules neuronales. Ces dernières arrêtent de se diviser, expriment des 

marqueurs typiquement neuronaux, comme la synapsine 1 ou des récepteurs NMDA. Par 

ailleurs, les cellules présentent un potentiel de membrane inférieur comparé aux 

fibroblastes, et sont sensibles aux variations de courant. De manière importante, l’ajout seul 

de NEUROD2 n’entraîne pas de différenciation des fibroblastes en neurones, mais favorise 
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leur transformation en cellules neuronales. La différenciation des fibroblastes en cellules 

neuronales semble être réalisée en partie par un remodelage de la chromatine et l’activation 

de plusieurs gènes conservés dans l’évolution, et impliqués dans les programmes de 

développement des neurones (Yoo et al., 2011a). Cette démonstration témoigne de 

l’importance du rôle joué par les miARNs dans la détermination des caractères particuliers 

associés à un type cellulaire. 

1.5.2. Certains miARNs sont spécifiques de régions du SNC. 
 

Le SNC est subdivisé en plusieurs régions qui se démarquent par leur morphologie, 

leurs fonction et rôle, et leur phénotype. Quelques travaux ont cherché à savoir si ces 

différences pouvaient être expliquées en partie par l’expression différentielle de certaines 

espèces de miARNs. Trois études majeures répondent à cette problématique : les deux 

premières sont réalisées chez la souris (Bak et al., 2008; Juhila et al., 2011), alors que la 

troisième est réalisée chez le rat (Olsen et al., 2009). Le travail de Bak et de ses 

collaborateurs compare l’expression des miARNs entre le bulbe olfactif, l’œil, le cervelet, la 

moelle épinière, la glande pituitaire (ou hypophyse), le bulbe rachidien, l’hypothalamus et 

le cortex. Le travail de Juhila et de ses collaborateurs compare le miRNome entre le cortex 

préfrontal et l’hippocampe. Enfin, l’étude menée par Olsen et ses collaborateurs chez le rat 

compare le miRNome entre le cervelet, l’hippocampe, l’amygdale, l’hypothalamus et la 

substance noire. Les résultats de ces travaux démontrent que certains miARNs sont 

spécifiquement plus ou moins enrichis ou déplétés dans certaines des structures. Une 

synthèse des résultats est présentée dans la Figure 19. 
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Figure 19: Synthèse schématique du miRNome spécifique par structure du SNC chez le rongeur. 

Le schéma résume les résultats des 3 études suivantes : (Bak et al., 2008; Juhila et al., 2011; Olsen et 
al., 2009). Chacune de ces études ne s’intéresse pas aux même structures, mais, lorsque c’est le cas, 
les miARNs représentés en gras sont ceux qui sont trouvés dans au moins deux études. La 
signification des abréviations est la suivante : Am : amygdale ; B O : bulbe olfactif ; Ce : cervelet ; 
Co : cortex ; Hi : hippocampe ; Hy : hypothalamus ; M E : moelle épinière ; B R : bulbe rachidien ; 
Hyp : hypophyse. 

 

Deux autres études se sont aussi attachées à décrypter le rôle du miRNome dans le 

SNC. Yao et ses collaborateurs s’intéressent à l’évolution du miRNome au cours du 

développement du rat dans le cortex (Yao et al., 2012), et Shinohara et ses collaborateurs 

comparent le profil de miARNs dans la sous-structure CA3 de l’hippocampe comparé à 

l’hippocampe en entier chez le rat (Shinohara et al., 2011). Ces deux études montrent 

également une expression différencielle de certains miARNs. 
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1.6. Problématique de l’étude. 
 

Dans le SNC, les miARNs sont largement impliqués dans les processus de 

développement, de spécification du type cellulaire, et de régulation de la plasticité 

neuronale. Ils sont donc cruciaux dans la physiologie du SNC.  

 

Pour continuer de caractériser le rôle des miARNs dans le SNC, il est indispensable 

de connaître leur spectre d’expression dans les différentes régions. Chez le rat, un modèle 

d’étude très utilisé dans le domaine des neurosciences, le nombre de miARNs référencés 

dans la base de référence miRBase est deux fois inférieur à celui des miARNs découverts 

chez l’Homme et la souris. Cette observation laisse penser qu’un grand nombre de 

miARNs ne sont pas encore caractérisés chez le rat.  

 

Nous nous sommes demandés si les miARNs étaient importants dans la 

spécification transcriptomique des structures du SNC chez le rat. Pour y répondre, nous 

avons caractérisé le miRNome de 5 structures importantes du SNC en condition 

physiologique chez le rat adulte : le cortex, l’hippocampe, le striatum, le bulbe olfactif et la 

moelle épinière,  à l’aide de RNA-Seq.  
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2. Manuscrit 2 : RNA-Seq reveals novel miRNAs shaping 
the transcriptomic identity of rat brain structure. 
 
 L’objet de ce travail est de caractériser la signature en miARNs de 5 grandes 

structures du SNC du rat en condition physiologique : le cortex, l’hippocampe, le bulbe 

olfactif, le striatum et la moelle épinière, Pour cela, nous avons appliqué la technologie de 

RNA-Seq pour étudier l’expression des miARNs connus et nouveaux, à partir 

d’échantillons de tissus de 3 rats adultes. 

 

 Notre travail montre qu’il existe une expression différentielle des miARNs entre les 

5 structures, suggérant leur implication dans la détermination de la spécification 

transciptomique et fonctionnelle des structures du SNC. De plus, nous mettons en exergue 

la présence de nouvelles espèces de miARNs.  

 

 En perspectives, nous cherchons à valider par d’autres techniques l’expression des 

nouveaux miARNs, et à caractériser leur rôle physiologique. D’autre part, nous souhaitons 

évaluer le rôle joué par les miARNs dans la  spécification tissulaire des régions du SNC.  

 

 Pour conclure, cette étude renforce les démonstrations de l’importance jouée par les 

miARNs dans la physiologie du SNC.  

 
Dans cette étude, j’ai réalisé l’extraction et la quantification des ARNs, et les 

librairies d’ADNc qui ont été envoyées sur la plateforme de séquençage pour effectuer le 

séquençage. J’ai participé aux prises de décisions dans l’analyse bioinformatique des 

résultats, et réalisé les expérimentations de RT qPCR de validation des miARNs identifiés. 

Enfin, j’ai activement participé à l’écriture du manuscrit. 
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Abstract 

In the central nervous system (CNS), the microRNAs (miRNAs), small endogenous RNAs 

exerting a negative post-transcriptional regulation on mRNA, are involved in major 

functions, such as neurogenesis, and synaptic plasticity. Moreover, they are essential to 

define the specific transcriptome of the tissues and cell types. However, few studies were 

performed to determine the miRNome of the different structures of the rat CNS, even 

through rat is a major model in neuroscience. Here, we determined the miRNome of the 

hippocampus, the cortex, the striatum, the spinal cord and the olfactory bulb, by small 

RNA-Seq. Then, we correlated miRNAs expression with their mRNA targets by RT-

qPCR. We found a total of 365 known miRNAs and 90 novel miRNAs expressed in the 

CNS of the rat. Each structure expressed a particular miRNome, and the novel miRNAs 

seemed to be important in defining structure-specific miRNomes. Differential analysis 

showed that several miRNAs were specifically enriched/depleted in these CNS structures. 

Finally, we correlated enriched/depleted miRNA expression with the expression of their 

mRNA targets and confirmed some of these correlations by RT-qPCR. Altogether, these 

results suggest the critical role played by these enriched/depleted miRNAs in the 

transcriptomic and functional identities of CNS structures.  
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Introduction 

MicroRNAs (miRNAs) comprise one of the most abundant classes of gene regulatory 

molecules in the organism. They are small (22 nt) endogenous non-coding RNAs operating 

a negative translational regulation on messenger RNAs (mRNAs) (Bartel, 2004). miRNAs 

are involved in the regulation of the majority of signaling pathways, both in physiology and 

pathology, in a broad range of organisms from viruses to animals (Carrington & Ambros, 

2003). Their biogenesis mostly starts by the transcription of the miRNA gene by RNA pol 

II, generating an imperfect stem-loop structure, called the pri-miRNA (Bartel, 2004; Cai et 

al, 2004; Lee et al, 2004). The pri-miRNA is further processed several times and transported 

into the cytoplasm. Briefly, the enzyme Drosha cleaves the single stranded primary 

miRNA transcripts to produce a stem-loop secondary structure : the pre-miRNA. Then, the 

pre-miRNA is cleaved by the enzyme Dicer to produce a mature miRNA duplex (Bernstein 

et al, 2001). Finally, one of the two strands of the mature miRNA duplex, called the guide 

strand, is incorporated into a proteic complex called the RISC complex. From this point, 

this miRNA-RISC complex, referred as the miRISC, will exert a translation inhibition on 

target mRNA (Lee et al, 2002). The target recognition by the miRNA is mainly based on a 

Watson-Crick pairing between a specific region of the miRNA called the seed region 

(nucleotides two to eight), and a complementary sequence on the 3’UTR of the target 

mRNA (Bartel, 2009; Wang, 2014). In addition to the seed region binding, the remainder 

of the miRNA can be engaged in an imperfect or perfect base-pairing with the target 

mRNA, resulting respectively in translational inhibition and/or degradation of the target 

mRNAs. Eventually, both interaction modes induce a decrease of target mRNA translation 

into protein. Because of the imperfect binding between miRNAs and target mRNAs, 

miRNAs are able to precisely regulate the expression of dozens, if not hundreds, of genes. 

Indeed, a single miRNA can bind to numerous different mRNAs, while a single mRNA 
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can present binding sites for multiple miRNA species (Friedman et al, 2009). Consequently, 

miRNAs are considered as key players in the regulation of cellular gene expression. 

 

The importance of miRNAs in the regulation of the main brain functions is now well 

established. Thus, miRNAs are involved in many important physiological processes, such 

as the development and the maturation of the nervous system (Díaz et al, 2014), synaptic 

plasticity, learning and memory (Rajman et al, 2017; Aksoy-Aksel et al, 2014; Letellier et al, 

2014; Bredy et al, 2011). In addition, miRNAs are involved in numerous neurodegenerative 

diseases, such as Alzheimer (Sarkar et al, 2016), Parkinson, Huntington and amyotrophic 

lateral sclerosis  (Tan et al, 2015; Maciotta et al, 2013; Nelson et al, 2008). 

 

For example, the role of two brain-specific miRNAs, miR-134 and miR-124, has been well 

described. miR-134 regulates the size of dendritic spines in rat hippocampal neurons by the 

translational repression of the Lim-domain containing protein kinase 1 (LimK1), an 

activator of actin polymerization (Schratt et al, 2006; Bernard, 2007). Thus, miR-134 

regulates the morphology of most excitatory synapses with an impact on synaptic plasticity 

dependent functions such as long-term potentiation and memory formation (Gao et al, 

2010). miR-124, another brain-specific miRNA, plays a critical role in the transition of 

progenitor neuronal cells to adult neurons, by inhibiting signaling pathways of non-

neuronal genes, and thereby facilitating the expression of the neuronal transcriptomic 

identity (Conaco et al, 2006; Makeyev et al, 2007). 

 

Interestingly, miRNAs show different roles depending on the region where they are 

expressed. For example, miRNAs are particularly studied in the striatum in the context of 

the addiction to drugs or alcohol (Bali & Kenny, 2013), because this region serves as a key 

area for habit learning, one of the major mechanisms for addiction behavior (Volkow et al, 
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2006). In particular, a recent work shows that in addiction-prone rats, striatal miRNA 

expression levels change in a spatially and temporally defined manner according to 

addiction stage. More specifically, they demonstrated that as the addiction cycle progresses, 

the expression of miR-101b, miR-137, miR-212 and miR-132 tends to increase. They 

suggest that these changes may produce deficits in plasticity, in turn promoting habitual 

drug seeking (Quinn et al, 2017). In the spinal cord, miRNAs are mainly studied in a 

context of spinal cord injury and pain (Favereaux et al, 2011; Elramah et al, 2014; López-

González et al, 2017). In the olfactory bulb, where the regeneration of neurons occurs 

frequently, the role of miRNAs in neurogenesis mechanisms has been particularly studied. 

It has been demonstrated that miR-132 plays a critical role to form the basis of a structural 

plasticity program (Pathania et al, 2012). Another work shows that miR-124 target genes 

are involved in morphogenesis and neuron differentiation in the olfactory bulb (Li & Ling, 

2017).  

 

However, analysis of miRBase (http://www.mirbase.org), the most common database 

referencing miRNAs, shows a large difference between the number of miRNAs referenced 

in mouse (mus musculus, 1915 mature miRNAs and 1193 precursors), human (homo sapiens, 

2558 mature miRNAs and 1881 precursors) and in rat (rattus norvegicus, 765 mature 

miRNAs and 495 precursors). Thus, it seems that a large percentage of the miRNAs 

expressed in the rat are not yet uncovered. Rat is a gold-standard model in neuroscience 

and it is thus of prime importance to get an extensive knowledge of miRNA expression in 

the central nervous system (CNS). 

 

In this study, we used the small RNA-Seq technology to perform an exhaustive analysis of 

the miRNome of rat CNS. Even if previous studies explored the miRNome of the rat brain, 

either they focused their attention on one specific structure, such as the hippocampus 
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(Shinohara et al, 2011), and the hypothalamus (Amar et al, 2012), or they analyzed the 

miRNome of a structure over different developmental stages (Yin et al, 2015; Yao et al, 

2012). A more extensive study has been performed on five different regions of the brain, 

but unfortunately using the microarray technology which limits the number of miRNAs 

quantified and occludes the discovery of novel miRNAs (Olsen et al, 2009). To our 

knowledge, an extensive analysis of the miRNome of several structures of rat CNS has 

never been performed. 

 

We focused our attention on the olfactory bulb, the cortex, the hippocampus, the striatum 

and the spinal cord and found that, out of the 495 miRNAs referenced in miRBase, 365 are 

expressed in these five CNS structures. In addition, we discovered nearly a hundred of 

novel miRNAs, some of them having orthologous sequences in mouse or human that play 

crucial role in the regulation of the functions of neurons. We also showed that each CNS 

structure expresses a particular miRNome, and interestingly, the novel miRNAs seem to 

play a key role in defining structure-specific miRNomes. Then, we performed target 

prediction of these different miRNomes and Gene Ontology analysis of the targets to 

estimate the impact of these miRNomes on the transcriptomic identity of the CNS 

structures. Finally, as a proof of concept, we correlated the expression of some structure-

enriched miRNAs with the expression of their mRNA targets. 
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Results 

Small RNA sequencing of five structures of the central nervous system 

We performed small RNA-Seq to reveal the miRNome of five structures of the CNS : the 

olfactory bulb, the cortex, the hippocampus, the striatum and the spinal cord. To perform a 

statistical analysis of the miRNome, we dissected these structures in triplicate from three 

male adult Wistar rats. Thus, we synthesized 15 independent libraries, that were finally 

pooled for sequencing. RNA sequencing performed well and we obtained a total of 

454,577,868 reads from which 1,150,734 (0,3% of total) were filtered out because they were 

too short (size <15b). To assess the quality of the reads, we used FastQC software and all 

sequences were flagged as good quality (Supp. Table 1). 

 

CNS expresses known and novel miRNAs 

We first checked the number of miRNAs known and referenced in miRBase that were 

expressed among the five CNS structures. From the 495 miRNAs referenced in rat 

miRBase, 365 miRNAs were expressed in ours samples, corresponding to 73,7% of the 

miRBase-referenced miRNAs (Figure 1A). 

 

To discover novel miRNAs expressed in the brain, we used the miRPro software (Shi et al, 

2015a). Based on miRDeep2, miRPro analyzes the sequences obtained from small RNA-

Seq experiments seeking for novel miRNAs using the following pipeline. First, miRPro 

aligns sequences of potential novel mature miRNAs on the genome. Then, the algorithm 

excises the corresponding potential pre-miRNAs from the genomic sequence. Finally, 

miRPro determines the most relevant pre-miRNA, in particular by the analysis of pre-

miRNA folding with the RNAfold tool (Hofacker, 2003). miRPro analysis of the reads 

obtained from the five CNS structures leaded to the prediction of 8416 novel pre-miRNAs 

(Supp. Table 2). To discard potential false-predictive novel pre-miRNAs, we refined the 
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analysis by only conserving those expressed at least in two replicated samples from the 

same CNS structure, and with a minimum expression of 1 count per million (cpm). Finally, 

we identified 107 novel pre-miRNA (Supp. Table 3), which after miRNA processing gave 

90 novel mature miRNAs (Supp. Table 4), not yet referenced in rat miRBase. The number 

of pre-miRNAs was higher than the number of mature miRNAs because 8 novel pre-

miRNAs were duplicated in the genome. For example, novel-pre-miR-19 was present both 

on the chromosome 3 and 20, novel-miR-8 was present in 3 copies on the chromosome 1, 

and novel-miR-2 was present on the chromosome 7, 12, 15, 18 and twice on the 

chromosome 1 (Table 1). 

 

The length of the novel miRNAs ranged from 18 nt to 24 nt, with a mean length of 20,59 nt 

which is in line with the conventional characteristics of miRNAs. To assess if these novel 

miRNAs display the canonical stem-loop structure of miRNAs, we checked the predictive 

folding of the novel pre-miRNA sequences. Figure 1B shows, as an example, the secondary 

structure of three novel pre-miRNAs: rno-mir-novel-42, the most expressed in our samples ; 

rno-mir-novel-35, a miRNA with an expression level corresponding to the average 

expression of all novel miRNAs and finally rno-mir-novel-23 which had the lowest 

expression. All these novel miRNAs display a stem-loop structure, similar to the one of 

prototypical miRNAs (e.g. rno-mir-124-1, Supp. Fig. 1). Thus, the predictive secondary 

structure of these novel pre-miRNAs is compatible with functional miRNAs. 

 

pre-miRNA expression in the five CNS structures 

Then, we compared pre-miRNA expression across the five CNS structures. Globally, all 

the studied structures expressed more or less the same amount of known pre-miRNAs 

species (from 319 for the striatum and up to 342 for the spinal cord, Figure 1C). As well, 

concerning novel pre-miRNAs, four out of the five CNS structures under study expressed 
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roughly the same amount of novel pre-miRNAs (49 for the olfactory bulb, 55 for the cortex, 

53 for the hippocampus and 60 for the striatum). In contrast, the spinal cord expressed a 

higher number of novel pre-miRNAs compared to the other structures, with 68 novel pre-

miRNAs, which is more than the half of the total number of novel pre-miRNAs 

discovered. 

 

Then, we analyzed the repertoire of pre-miRNAs expressed in each CNS structure. We 

used a Venn diagram representation where each CNS structure is represented by a color : 

the cortex in red, the hippocampus in brown, the striatum in yellow, the spinal cord in 

green and the olfactory bulb in blue. Concerning known pre-miRNAs (Figure 1D), we 

noticed that the five CNS structures shared the expression of the majority of the pre-

miRNAs species (289 out of 365, 79.17%). Moreover, most of these CNS structures did not 

have many specific pre-miRNAs : 1 for the cortex, 2 for the hippocampus, 5 for the 

striatum and the olfactory bulb. However, the spinal cord had 14 specific pre-miRNAs. 

Considering the novel pre-miRNAs (Figure 1E), we noticed that the five CNS structures 

did not share the expression of a large number of novel pre-miRNAs species : only 30 out 

of the 107 discovered (28.03%) which is significantly less than for known pre-miRNAs 

(Fisher’s test, p<0.001). Moreover, the majority of the CNS structures expressed more 

specific novel pre-miRNAs than specific known pre-miRNAs : 8 for the cortex, 5 for the 

hippocampus, 8 for the striatum, 4 for the olfactory bulb, and 19 for the spinal cord. This 

result suggests that these novel pre-miRNAs are more structure-specific than the already 

known pre-miRNAs. Together, these results indicate that the novel pre-miRNAs 

discovered in this study may have an important role in the transcriptomic specification of 

each of these CNS structures. 
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Finally, we combined the expression data of both known and novel pre-miRNAs in a single 

Venn diagram (Figure 1F). It confirmed that the vast majority of pre-miRNAs (319) were 

expressed in all the five CNS structures studied. However, each structure has a specific pre-

miRNA repertoire, thanks, in part, to the novel pre-miRNAs. 

 

Chromosomal repartition of pre-miRNAs 

We analyzed the localization of the genes coding for the miRNAs along the 22 

chromosomes of the rat genome. 

 

First, we studied the strand of DNA molecule on which miRNAs were located. Globally, 

there was more miRNAs, known and novel, along the positive strand compared to the 

negative strand (Figure 2A). Concerning known (i.e. miRBase-referenced) miRNAs, 280 

were located on the positive strand while 205 were on the negative strand. In contrast, 74 

novel miRNAs were on the positive strand and 33 on the negative strand. Statistical 

analysis showed that the proportion of miRNAs located on the positive strand is 

significantly higher for novel miRNAs than known miRNAs (Fisher’s exact test, p < 0.05). 

 

Then, we analyzed the position of miRNAs along the rat genome. Considering rat 

miRNAs already referenced in miRBase, chromosomes 1, 6 and X contained the highest 

number of miRNAs (64, 73 and 59 respectively, Figure 2B & Supp. Table 5). Analysis of 

the expression of the miRBase-referenced miRNAs in the five CNS structures studied 

showed that chromosomes 1, 6 and X were the most contributing (37, 61 and 45 

respectively, Figure 2B & Supp. Table 5). 

 

Considering novel miRNAs, chromosomes 1, 7 and 10 contained the highest number of 

miRNAs (12, 8 and 15 respectively, Figure 2C & Supp. Table 5). Moreover, none of the 
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novel-miRNA has been discovered on the chromosome 13. A possible explanation is that 

all existing miRNAs on this chromosome had been already discovered, or that they were 

not expressed in these brain structures. At the chromosome level, there was no correlation 

between the number of known miRNAs and the number of newly discovered miRNAs. For 

example, the chromosome 6 expressed the  highest number of known miRNAs, however 

we did not discover many novel miRNAs on this chromosome. In the same time, the 

chromosome 1 contained many known miRNAs but we still found a large number of novel 

miRNAs. 

 

Finally, the chromosomal repartition of the miRNAs expressed in the five CNS structures 

combining both miRBase-referenced and novel miRNAs was similar to the one of 

miRBase-referenced miRNAs only. Thus, chromosomes 1, 6 and X were still the largest 

contributors to miRNAs expression in the CNS (49, 65 and 46 respectively, Figure 2C & 

Supp. Table 5). However, novel miRNAs contributed largely to the expression of miRNAs 

in the CNS from the chromosome 10, allowing it to become almost as enriched in CNS-

expressed miRNAs as the X chromosome (52 and 60 respectively). 

 

Considering the latter results, we hypothesized that there was a correlation between the 

length of a chromosome and the number of miRNA genes hosted. First, we analyzed the 

pre-miRNAs referenced in miRBase. For the whole rat genome, we plotted the number of 

miRBase-referenced miRNAs in function of the length of the chromosome (Figure 2D). 

Linear regression and statistical analysis showed that there was a correlation between the 

size of the chromosomes and the number of the miRNAs genes (R2 = 0.3295, p-value = 

0.0052), the longest was the chromosome the more it  contained miRNA genes. Then, we 

considered the novel pre-miRNAs discovered and expressed in the five CNS structures 

studied (Figure 2E). Again, there was a correlation between the length of the chromosomes 
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and the number of the miRNAs genes (R2 = 0.2473, p-value = 0.0185). Finally, we 

compiled miRBase-referenced and novel pre-miRNAs and analyzed the correlation 

between chromosome length and the number of pre-miRNAs (Figure 2F). Again, there was 

a correlation between the size of the chromosomes and the number of the miRNAs located 

along the chromosomes (R2 = 0.3814, p-value 0.0022). As a conclusion, the number of 

miRNAs expressed by a chromosome was related to the size of the chromosome. 

 

Genome mapping analysis of the novel pre-miRNAs revealed that most of them were 

located in intergenic regions : 62 (57.94%), or introns : 30 (28.04%), the rest was located in 

promoter-transcription start site : 10 (9.35%), transcription termination site : 10 (9.35%), 

exon : 1 (0.93%) or 3’UTR : 1 (0.93%) (Figure 2G). 

 

novel mature miRNAs 

Maturation of the pre-miRNA produces two miRNAs corresponding to the 5’ and 3’ ends 

of the stem of the hairpin structure. One of the miRNAs, called the “passenger” miRNA, is 

degraded while the other one, the “guide” or “mature” miRNA, is loaded in the miRISC 

complex to target mRNAs. To decipher the role of miRNAs in the transcriptomic 

regulation of CNS, it is thus of prime importance to analyze the expression of mature 

miRNAs. 

First, we analyzed the nucleotidic composition of the novel miRNAs. We found that U is 

the most representative nucleotide in the 5’ position of the novel miRNA sequences, 

followed by C and A (Figure 3).  

 

Then, we wondered if, out of the 90 novel miRNAs we discovered, some were orthologs 

with a mouse and/or a human miRNA already referenced in miRBase. Using the software 

Blast, we defined as ortholog a miRNA sequence with a minimum of 95 % similarities with 
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a miRNA from another species. We found 12 novel rat miRNAs which were orthologs of 

mouse and/or human miRNAs (Table 2). More particularly, there were 5 miRNAs that are 

orthologs of mouse miRNAs only, while the others 7 miRNAs were orthologs of both 

human and mouse miRNAs. For example, novel-miR-7-5p and novel-miR-8-3p were 

canonical orthologs of mouse miR-344-5p and miR-344h-3p respectively, while novel-miR-

14-3p was a canonical ortholog of both mouse and human miR-330-5p (Table 2). 

 

miRNA targets are commonly predicted on the basis of a perfect complementarity between 

the seed region of the miRNA and the 3’UTR of the target mRNA. Thus, miRNAs sharing 

the same seed region often share the same targets, and are grouped as a family of miRNAs 

(Ambros et al, 2003). Thus, in addition to canonical orthologs, we searched for what we 

called “functional orthologs” which are miRNAs sharing, at least, the same seed region 

with  a miRNA from another species. 

 

We found in total 23 “functional orthologs” either of human or mouse miRNAs : 8 

“functional orthologs” of mouse miRNAs, 12 “functional orthologs” of human miRNAs, 

and three novel rat miRNAs sharing seed region with both mouse and human miRNAs 

(Table 3). For example, novel-miR-78-5p was a “functional ortholog” of mouse miR-3070-

5p, novel-miR-73-3p was a “functional ortholog” of human miR-765, and novel-miR-84-5p 

was a “functional ortholog” of both human and mouse miR-134-3p. 

 

In conclusion, among the 90 novel mature miRNAs discovered in the rat CNS by small 

RNA-Seq, only 35 were orthologs, either classical or “functional” orthologs, of mouse or 

human miRNAs. Consequently, the majority of the novel miRNAs that we discovered are 

totally new, with no orthologs at least in mouse or human. 
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Clustering of the CNS structures in regard to their miRNome 

To test if miRNA expression discriminated the different brain structures, we performed a 

heatmap analysis of the miRNome of the five CNS structures tested. 

 

miRbase-referenced miRNAs 

First, we analyzed the expression of miRBase-referenced miRNAs in the five CNS 

structures studied. Heatmap representation of the expression of known miRNAs in our 

samples showed that these 365 miRNAs enabled a near-perfect clusterization of the 

different CNS structures (Figure 4A). Thus, except one cortex sample which was not 

clustered with the two others biological replicates, all other biological replicates were 

grouped together. Particularly, we can notice that most of the miRBase-referenced 

miRNAs were expressed approximately at the same level across the different samples, and 

this is in line with the Venn diagramm analysis. However, specific miRNAs were 

differentially expressed, giving a miRNA signature for each CNS structure. For instance, 

the high expression level of miR-96-5p, -200a-3p, -200b-3p and -200c-3p in the olfactory 

bulb discriminated this structure from the others. 

 

novel miRNAs 

Then, we did the same analysis on the newly discovered miRNAs. This second heatmap 

showed a perfect clustering of the samples in regard to the structure considered (Figure 4B). 

This perfect clustering was the result of the enrichment of some structure for specific 

miRNAs. For example, novel-miR-47-5p had a low expression in all structures except in 

the olfactory bulb. The other way around, the low expression of some miRNAs enabled the 

clustering of a given CNS structure. For instance, novel-miR-28-3p, was well expressed in 

all structures but the cortex. These results suggest that the novel miRNAs discovered could 

be important to the specification of the CNS structures. 
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miRBase-referenced and novel miRNAs 

Finally, we did a clustering analysis combining both miRBase-referenced and novel 

miRNAs. This last heatmap showed a nearly-perfect clustering of the CNS structures, still 

the cortex sample number three was not grouped with other cortex replicates (Figure 4C). 

However, the clustering coefficient is better than without the novel miRNAs suggesting the 

important role played by miRNAs, and in particular by the newly discovered miRNAs, in 

the specification of CNS structures. 

 

miRNAs are differentially expressed in CNS structures 

Heatmap clustering analysis showed that we could use the expression of miRNAs as a 

criterion for CNS structures classification. To clearly identify which miRNAs were 

specifying CNS structures, we performed a statistical analysis of miRNA expression data 

with the DESeq2 algorithm. Thus, we were able to determine miRNAs that were under- or 

over-expressed in a CNS structure compared to the others. 

 

We found differentially-expressed miRNAs in each structure but in variable amount. A 

complete list of all differentially-expressed miRNAs, their fold-change to the other CNS 

structures and statistical p-value can be found in Supp. Table 6. In particular, the olfactory 

bulb had the highest number of differentially-expressed miRNAs with 44 over-expressed 

and 34 down-regulated (Figure 5A). In the spinal cord, there was 32 over-expressed 

miRNAs and 33 down-regulated (Figure 5E). Four miRNAs were over-expressed in the 

cortex and 7 down-regulated (Figure 5B). In the hippocampus, only two miRNAs were 

differentially expressed, one up- and one down-regulated (Figure 5C). Finally, in the 

striatum we found 20 miRNAs over-expressed and two under-expressed (Figure 5D). 
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Interestingly, among the differentially-expressed miRNAs, some were newly discovered 

miRNAs. For instance, in the olfactory bulb, novel-miRNAs rno-novel-miR-47-5p and -56-

5p were up-regulated while rno-novel-miR-42-5p and -59-3p were down-regulated. In total, 

9 out of the 90 newly discovered miRNAs were differentially-expressed in CNS structures. 

These results suggest that the expression of some miRNAs may regulate specifically gene 

expression in a given structure. 

 

Specific miRNAs and their role for the physiology of the structure 

To evaluate if specific miRNAs could modulate gene expression in a CNS structure, we 

first searched for enriched miRNAs. In addition to the statistical criterion used to define 

differentially-expressed miRNAs, we used a second criterion for enrichment. Indeed, we 

selected as specifically-enriched miRNAs, whose with a log 2 of the fold-change greater 

than 2, meaning that the expression of the given miRNA was at least four times higher in 

this structure than any other structures.  

 

Enrichment/depletion analysis of the CNS miRNome showed that all structures had 

specific miRNAs. In particular, there was many miRNAs enriched in the olfactory bulb 

(17) and in the spinal cord (12) but only one in the striatum and none in the cortex and the 

hippocampus (Figure 6). Concerning down-regulated miRNAs, six miRNAs were depleted 

in the spinal cord but only one in the olfactory bulb, the cortex and the hippocampus, and 

none in the striatum. Interestingly, the only specific miRNAs of the cortex and the striatum 

were novel miRNAs, rno-novel-miR-28-3p and -26-3p, respectively. In addition out of the 7 

specifically-depleted miRNAs in the spinal cord, 3 were  novel miRNAs (Figure 6). 

 

In order to evaluate the physiological implication of these specific miRNAs for each 

structure, we searched their predictive mRNA targets. Thanks to Targetscan and miRDB 
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tools, we predicted the targets of all enriched/depleted miRNAs for each CNS structure. 

Then, we compiled the top 50 predicted targets for each specific miRNA of a given 

structure. Finally, we performed a meta-analysis of the annotation of these target genes to 

highlight the biological processes and pathways potentially regulated by these structure-

specific miRNAs. To perform this analysis, we used the Metascape software 

(http://metascape.org) and we represented the data in Circos plots (Krzywinski et al, 

2009). 

 

This analysis showed that the enriched/depleted miRNAs potentially regulate many 

mRNAs which are involved in nervous system related biological processes and pathways. 

For instance, in the olfactory bulb, the predicted targets are involved “neuron projection 

morphogenesis”, “regulation of cell projection organization” or “signaling by NGF” 

(Figure 7). Strikingly, in the cortex most of the enriched Gene Ontology terms referred to 

the neuronal physiology. Biological processes such as “regulation of neuronal death”, 

“neuron-neuron synaptic transmission” were statistically enriched (Figure 8). This analysis 

was less convincing in the hippocampus, certainly because there was only one specific 

miRNA for this structure (Figure 9). Interestingly, in the striatum, only one miRNA was 

specifically enriched (a newly discovered miRNA, novel-miR-26-3p) but it potentially 

targets multiple mRNAs related to the “dopaminergic synapse” (Figure 10). Finally, in the 

spinal cord we found many enriched/depleted miRNAs and the gene annotation analysis 

highlighted many generic biological processes such as “small GTPase mediated signal 

transduction” or “embryonic morphogenesis” but also nervous system specific terms like 

“positive regulation of neurogenesis” (Figure 11). 

 

Finally, as a proof of concept, we quantified the expression level of some of the predicted 

targets in the different CNS structures. We focused our attention on the two structures that 
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contained the highest number of specific miRNAs, the olfactory bulb and the spinal cord. 

In the spinal cord, we showed that miR-10a was specifically enriched compared to other 

CNS structures while one of its targets, the GABA receptor GABR2, was significantly 

over-expressed (Figure 12A). More interestingly, in the olfactory bulb, one of the newly 

discovered miRNAs, novel-miR-42-5p, was significantly depleted and two of its predicted 

targets, the transcription factor ETV1 and the olfactive receptor OLR1584, were over-

expressed (Figure 12B).  

 

Altogether, these results suggest the critical role played by these enriched/depleted 

miRNAs in the transcriptomic and functional identities of CNS structures.   
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Discussion  

The aim of this study was to determine the miRNome of five major structures of the CNS : 

the cortex, the hippocampus, the olfactory bulb, the striatum and the spinal cord. 

 

Even if other works used small RNA-Seq to study the miRNome of the rat brain, these 

studies either focused on a specific structure such as the hippocampus (Shinohara et al, 

2011) or the hypothalamus (Amar et al, 2012), or on different stages of development (Yin et 

al, 2015; Yao et al, 2012). Our study is original because we compare the physiological 

miRNome of 5 different structures of the CNS in adult rats. 

 

Three principal methods are used to measure the expression levels of miRNAs in a tissue : 

RT-qPCR (Chen et al, 2005; Shi & Chiang, 2005), microarray hybridization (Yin et al, 

2008), and small RNA-Seq (Hafner et al, 2008), all of which face unique challenges 

compared to their use in miRNA profiling. However, RNA-Seq offers competitive 

advantages, such as enabling discovery of new sequences variants and new sequences 

(Willenbrock et al, 2009). Consequently, we performed small RNA-Seq to obtain an 

exhaustive analysis of the miRNome of these five CNS structures and we found a total of 

90 novel miRNAs. The number of novel miRNAs discovered by small RNA-Seq 

experiments is hard to predict since it depends on many parameters like the nature of 

samples (culture, tissues, fluids), the sequencing depth, the quality of the library, and finally 

the bioinformatic tools to predict novel miRNA and the efficiently discard false-positive 

novel miRNAs. In this regards, our results are in accordance with the literature. Indeed, 

using miRDeep2 as miRNA-prediction algorithm, recent studies found from 71 novel 

miRNAs in the mouse brain after an infection with Japanese encephalitis viruses (Li et al, 

2016), up to 171 novel miRNAs in the rat brain comparing different ages (Yin et al, 2015). 

Unfortunately, the novel miRNAs discovered in Yin’s study were not implemented in 
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miRBase. However, we aligned the sequences of their novel miRNAs against ours, and 

found matches for five miRNAs. Thus, Yin’s novel-miR-16, novel-miR-18, novel-miR-20, 

novel-miR-32 and novel-miR-33 match with ours novel-miR-79-3p, novel-miR-64-5p, 

novel-miR-38-5p, novel-miR-87-5p and novel-miR-67-5p, respectively. 

 

All the computational tools developed for identifying miRNAs from small RNA-Seq 

datasets suffer from high false positive and false negative rates, and also lack of consistency 

across species (Li et al, 2012; Williamson et al, 2013; Kang & Friedländer, 2015). Thus, we 

initially obtained more than 8000 novel miRNAs from our samples with the miRPro 

algorithm (based on miRDeep2) and we reduced this number to less than an hundred by 

applying filters such as the number of reads (>1cpm of total reads), and the presence in at 

least 2 independent samples. 

 

In comparison with the miRNA database (miRBase) of mouse (mus musculus) (1915 mature 

miRNAs and 1193 precursors) and human (homo sapiens) (2558 mature miRNAs and 1881 

precursors), the content of the rat miRNA database is low (rattus norvegicus) (765 mature 

miRNAs and 495 precursors). Even if we implement our novel miRNAs in miRBase, the 

rat dataset is still more than half less referenced than the mouse one and three times less 

referenced than the human one. This may be due to the fact that we focused our study only 

on the CNS. Nevertheless, our work significantly increases the knowledge on rat miRNA 

expression. 

 

We searched orthologous sequences from our novel miRNAs in the mouse and human 

genomes since miRNAs that are well conserved across species often play crucial roles. 

Among the 90 novel miRNAs discovered, 12 have orthologous sequences in mouse and/or 

human organisms (we determined orthologs by a minimum of 95% of similarities between 
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the sequences). For example, both novel-miR-7-5p and novel-miR-8-3p are orthologs of the 

mouse miR-344-5p and miR-344h-3p, respectively. Interestingly, a work showed by RT-

qPCR and in situ hybridization that miR-344-3p is detected in cortical regions surrounding 

the ventricular system, choroid plexus, glomerular layer of the olfactory bulb, and granular 

cell layer of the cerebellar cortex (Liu et al, 2014). They showed that miR-344-3p is neural-

specific during mouse embryonic development, and that it may play an important role in 

CNS morphogenesis. In our analysis, we found that novel-miR-7-5p and novel-miR-8-5p 

are specifically underexpressed in the spinal cord, but expressed in all the other structures, 

roughly at the same level. It should be interesting to define more specifically the spatial and 

temporal distribution of these novel-miRNAs to compare with mouse miR-344 expression 

and function. 

 

In addition, we found that the novel-miR-14-3p is significantly more expressed in the spinal 

cord compared to the other structures, and its sequence is orthologous with the miR-330-5p 

both in the mouse and the human. Even if no study on the miR-330 has been performed in 

the spinal cord, it seems to play an oncogenic role in glioblastoma disease by regulating 

SH3GL2 gene, (endophilin-1) (Qu et al, 2012; Yao et al, 2014). In a physiological context, 

the regulation of mRNA stability during a synaptic plasticity protocol in rat hippocampal 

neurons in culture, shows that the destabilized transcripts present an enrichment in 

sequence motifs corresponding to miRNAs, and among them miR-330-5p (Cohen et al, 

2014). It would be particularly interesting to study the role of the novel-miR-14-3p in the 

spinal cord. 

 

Finally, novel-miR-72-3p, significantly more expressed in the olfactory bulb compared to 

all the other structures, has orthologous sequences both with miR-16-1-3p in the mouse and 

in the human. In human tissue, miR-16 seems to be enriched in the brain tissue, and in 
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particular in neurons compared to glial cells (Wang et al, 2014).  Moreover, miR-16 may 

play a pivotal role in the local regulation of axonal  protein synthesis (Natera-Naranjo et al, 

2010), and in neuronal differentiation in mouse, rat and human (Aranha et al, 2010). In 

addition, miR-16 is known to target the serotonin transporter, and could contribute to the 

therapeutic action of antidepressants in monoaminergic neurons (Baudry et al, 2010; 

Launay et al, 2011). Thus, it would be very interesting to study the predictive mRNA 

targets of novel-miR-72-3p and decipher its role in the olfactory bulb. 

 

Furthermore, among the 90 novel miRNAs discovered, we found 23 miRNAs that we 

called “functional orthologs”, meaning that they share the same seed region with other 

miRNAs. However, it cannot be assumed that they are functionally equivalent, hence 

further reporter-gene assays have to be performed to confirm their targets. 

 

The increasing amount of small RNA-Seq data provides a more complete view of the 

miRNome, with the discovery of novel canonical miRNAs, and many other miRNA-like 

small RNAs that originate from non canonical miRNA genes. In addition, the increasing 

number of novel miRNAs discovered across the literature, sometimes repeatedly such as 

Yin’s work and ours, increases the complexity of miRNA indexation. These arguments 

enforce to revise miRNA’s nomenclature conventions to ease the comparison of miRNA 

research across species (Desvignes et al, 2015). 

 

Characterization of 5’-end sequence of miRNAs is important because this so-called seed 

region of miRNAs is critical in miRNA-target mRNA binding (Engels & Hutvagner, 2006). 

We found that U is the most representative nucleotide in the 5’ position of the novel 

miRNA sequences, followed by C and A. More particularly, analysis of nucleotide 

sequences in eukaryotic miRNAs showed a clear bias for U or A at the 5’ position (Frank et 
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al, 2010). Results from others studies of other organisms are consistent (Zhou et al, 2009; 

Wei et al, 2011; Ji et al, 2012; Pacholewska et al, 2016). This result reinforces the biological 

pertinence of our novel miRNAs. 

 

It is well described that tissue and cell-specific expression patterns of miRNAs are 

responsible for their particular biological function within a specific system. For example, 

the most famous brain-enriched miRNA, miR-124, defines brain-specific gene expression 

in human cells (Lim et al, 2005). 

 

Our study reveals that some miRNAs are specifically enriched or depleted in five different 

structures of the CNS. We found 17 enriched miRNAs in the olfactory bulb, and among 

them the expression of all the members of the well-described miR-183 and miR-200 

families. miR-183 family (Dambal et al, 2015) is composed of miR-182, miR-183 and miR-

96, and miR-200 family (Senfter et al, 2016) is composed of miR-200a, b, c and miR-429. 

The members of the miR-183 family are known to be involved in sensory specific functions, 

such as the cochlear inner or outer hair cells (Kuhn et al, 2011; Weston et al, 2011; Zhu et al, 

2011; Xu et al, 2007). Concerning the miR-200 family, some studies demonstrate that they 

have an important role for the regulation of the proliferation and the differentiation of 

neuronal cells (Beclin et al, 2016; Pandey et al, 2015). More interestingly, a work 

incriminates the miR-200 family in the regulation of the olfactory neurogenesis (Choi et al, 

2008), which is in accordance with our results showing an over-representation of all of the 

members of this family of miRNAs in the olfactory bulb compared to the other structures. 

Furthermore, these miRNAs, as well as miR-26a that we also found over-expressed in the 

olfactory bulb, have already been found over-represented in this structure in the mouse 

brain (Bak et al, 2008). Hence, these miRNAs seem to be crucial for the olfactory bulb. 
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Moreover, even if in the mouse brain the miR-128 has been found enriched in the cortex, 

the hippocampus, and the olfactory bulb (Bak et al, 2008), in our study miR-128 was only 

enriched in the cortex. MiR-128 was also found enriched in the young and adult rat cortex 

(Yao et al, 2012). These conflicting results may be the result of the different technologies 

used for miRNA quantification, microarray for Bak and Yao and small RNA-Seq for us. It 

may also reflect the heterogeneity of the cortex that should be dissected in multiple regions 

before the analysis. 

 

In the same manner, we found 13 miRNAs specifically over-expressed in the spinal cord 

compared to the other cerebral regions. Two families are represented : miR-196 family, 

represented by miR-196a and b (Chen et al, 2011), and miR-10 family, represented by miR-

10a and b (Tehler et al, 2011). Interestingly, some paper demonstrate the role of the miR-

196 in the regulation of the motor neuron programs (Asli & Kessel, 2010).  Furthermore, 

the majority of our results are in accordance with the literature: miR-451, miR-34a, miR-

338, miR-219, miR-1, miR-10a, miR-10b, that are specifically expressed in the spinal cord 

in our study, are also found specific of this region in the mouse (Bak et al, 2008). An other 

interesting fact concerns miRNAs that are specifically under-expressed in the spinal cord 

compared to the other structures. Among the five under-expressed miRNAs, two novel 

miRNAs, the novel-miR-7 and the novel-miR-8, are orthologous sequences with the known 

miR-344. More interestingly, another member of this family, the miR-344g, is also 

specifically under-represented in the spinal cord. This miRNA is known to play a role in 

the specification of neural program during the mouse embryonic development (Liu et al, 

2014). The specificity of spinal cord morphology and function compared to the brain 

regions may be, in part,  the result of a characteristic miRNome. 
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We went further in the analysis, and correlated the expression of miRNAs with their 

predictive mRNA targets by RT-qPCR. In the spinal cord, we correlated the specific over-

expression of miR-10a with the specific under-expression of the mRNA target GABR2, one 

of the receptors of the inhibitory neurotransmitter GABA. This result has not been 

described before but the role of inhibitory controls in the spinal cord is well known and its 

implication in neuropathic pain mechanisms highlighted (Laffray et al, 2012). Finally, in 

the olfactory bulb, the novel-miR-42-5p was specifically depleted while two of its predictive 

targets, ETV1 and OLR1584 were over-expressed. Such results have not been yet reported, 

however, the expression of ETV1, a transcription factor, has been revealed in the medial 

habenula, the periventricular thalamic nucleus, and the medulla oblongata region of the 

mouse brain (Tan & Scotting, 2015), considered as regions of brain-cell progenitors. In 

addition, ETV1 has been shown to promote the developmental expression of dendritic and 

synaptic genes in cerebellar granule neurones (Ding et al, 2016). More particularly, ETV1 

transcription factor controls coordinately, but in opposite directions, the expression of 

maturation genes and immaturation genes and specifies the identity of maturing cerebellar 

granule cells (Okazawa et al, 2016). These results could be relevant because the olfactory 

bulb is a brain region with a high rate of cellular renewal, and consequently with many 

brain cell progenitors. Even if these results have to be confirmed by other techniques, they 

suggest that miRNAs may play an important role in the specification and the function of 

the specific structures of the rat CNS, and will help further studies in dissecting biological 

functions of miRNAs in the CNS. 
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Material and methods 

Animals 

Three male Wistar rats aged of 12 weeks were dissected to collect central nervous system 

tissues.  All experimental procedures followed the ethical guidelines of the University of 

Bordeaux's ethics committee. Animals were anesthetized with an intraperitoneal injection 

of pentobarbital, and then perfused with aCSF (NaCl 130,5 mM ; KCl 2,4 mM, MgSO4 1,3 

mM ; KH2PO4 1,2 mM ; HEPES 1,25 mM ; CaCl2 2,4 mM ; Glucose 10 mM ; NaHCO3 

19,5 mM) in order to wash out blood from the nervous tissue and avoid contaminations 

with blood cells RNA. 

 

Sample collection and RNA extraction 

From each rat, 5 structures of the central nervous system were dissected : the olfactory 

bulb, a part of the cortex, the hippocampus, the striatum and the dorsal spinal cord, and 

immediately placed into a 1,5 mL tube containing 700 uL of TriZol reagent (Qiagen), on 

ice. Samples were crushed with the Fast Prep 24 instrument (MP Biomedicals). Total RNA 

was extracted following the manufacturer’s instructions, allowing an enrichment of the 

small RNAs (miRNeasy Micro Kit, Qiagen). The quality and the quantity of the RNA 

samples were determined with a spectrophotometer Nanodrop-one (Ozyme), and with an 

RNA chips (Agilent RNA 600 Nano kit)  into the BioAnalyzer 2100 (Agilent). 

 

Small-RNA libraries preparation and sequencing 

The libraries were synthesized from 1 ug of RNA for each sample, following the 

manufacturer’s instructions (NEXTflex Illumina Small RNA Seq Prep, BiooScientific). 

Briefly, 3’ adenylated adaptaters, followed by 5’ adaptaters were sequentially added to 

RNA strands. Then RNA samples were reverse transcribed using the 3’ adaptaters as the 

template for the RT primer. Finally cDNA were amplified by PCR. Then, the quality and 
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the quantity of cDNA were analyzed with a DNA chip (Agilent), at Pierroton, INRA, 

France. 

 

A size selection of the cDNA libraries (150 pb) was performed with a pippinprep (Sage 

science). All the samples were pooled in an equimolar manner, and purified on column 

(MinElute PCR Purification kit, Qiagen). Finally, cDNA quality and quantity were 

checked with a DNA chip (Agilent) before sequencing. The samples were sent to the 

functional genomic platform of Nice-Sophia Antipolis, France (https://www.france-

genomique.org/spip/spip.php?article35&lang=fr). The next generation single-read 

sequencing was performed using the sequencer NextSeq 500, Illumina, with a deepth of 8 

millions of reads. The preliminary results are the followings : 

Total reads : 454577868 

Filtered too short reads (size <15b) : 1150734 (0,3% of total) 

Not filtered reads : 

1) reads ready to be mapped with Bowtie2 : 453427134 (99,7% of total) 

2) unmapped reads, with low quality mm>2 or contamination reads: 17632800 (3,9 % of 

unfiltered reads) 

3) mapped reads 

- ready to be annotated : 435794334 (96,1 % of unfiltered reads) 

- not annotated reads, aligned in unannotated regions : 72073770 (16,5 % of mapped reads) 

- annotated reads : 363720564 (83,5 % of mapped reads) 

-miRNA reads : 363720564 (100 % of annotated) 

 The row data are available here : (link).  

The sequences quality were assessed with FastQC software 

(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). 
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Identification of conserved and novel microRNAs by bioinformatic analysis 

To obtain clean reads, the adaptator sequences (from the libraries preparation), and the 4 

nucleotids inserted between the adaptor sequence and the sequence of the microRNAs 

were removed, using Cutadapt tool. The rattus norgevicus genome reference was 

downloaded from UCS Genome Browser assembly ID:m6. All the bioinformatic analysis 

were performed using the program miRPro (Shi et al, 2015b), which uses the main 

algorithm of the software miRDeep2  (Friedländer et al, 2012). The main advantage of 

miRPro compared to miRDeep2 is that it proposes consistent and unified names for novel 

precursors and their mature miRNAs in all libraries of the samples. The reads issued from 

the sequencing are aligned against the genome of reference by using Novoalign (Li & 

Homer, 2010).  

 

Sequences matching known rat small RNAs such as rRNA, scRNA, snoRNA, snRNA and 

tRNA or degradation fragments of mRNAs were excuded in further analysis, and 

sequences that perfectly matched the rat genome along their entire lenght and recognized as 

miRNAs were subjected to subsequent analysis. 

 

The small cleaned RNAs aligned against the miRNA database, that cannot be annotated to 

any previous category, were subjected to novel miRNA prediction software miRPro (Shi et 

al, 2015b). Briefly, after the matching of the reads with the genome of reference, the 

genome is scanned from 5’ to 3’, to excise potential precursor sequences. Then, the 

software creates an index of potential precursors. After, the reads are aligned with the 

potential precursors. Finally, the predictive structures are performed by the software 

RNAfold. 
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Selection of microRNAs 

In order to avoid false positive miRNAs, we kept miRNAs found at least in two samples of 

each structure. Then, we kept miRNAs obtained more that 1 count per million of 

sequences, in at least 2 samples per structure. 

 

Orthologs among new microRNAs discovered 

Sequences of new miRNAs were aligned against mouse and human sequences (obtained 

from miRBase (http://www.mirbase.org/)) (Kozomara & Griffiths-Jones, 2014, 2011) 

using Blast software (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Ortholog sequences were 

determined from a sequence homology more than 95 % of identity between the two 

sequences. Moreover, functional orthologs were determined with a perfect homology into 

the seed region. 

 

Characterization of novel microRNA nucleotidic sequence 

We used the software suite MEME (http://meme-suite.org) to statistically analyse the 

nucleotidic composition of novel miRNA sequences. 

 

Identification of differentially expressed microRNAs and specific microRNAs 

We compared the miRNA expression profiles between the nervous system structures, using 

DESeq2  (Love et al, 2014) under the software R. We considered miRNAs as differentially 

expressed between structures when the p-value <0.05. We considered a miRNA as specific 

of a structure when it was mainly overexpressed or underexpressed in one structure 

compared to all the others, following these criteria : log2-fold change >2 or < -2 and p-

value <0,05. 
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microRNAs target prediction 

To understand the function of selected known miRNAs, based on their abundance, and/or 

their ability to be differentially expressed, we used the algorithm of the database Targetscan 

7.1 (http://www.targetscan.org/vert_71/) (Shin et al, 2010; Agarwal et al, 2015). For novel 

miRNAs, we used miRDB (http://www.mirdb.org/). We selected mRNA targets that 

have particular known functions in the nervous system. 

The signaling pathway of mRNA targets were analyzed using Gene Ontology Enrichment 

analysis (http://www.geneontology.org/). 

 

Validation of the sequencing data, and expression analysis of microRNA target genes by 

qPCR 

To confirm the expression of some miRNAs revealed by RNA-Seq, 12 conserved miRNAs 

and 3 novel miRNAs were selected for validation by RT qPCR. Moreover, 25 mRNA 

targets of miRNAs were also quantified. 

 

An amount of 1 ug of total RNA from each sample was reverse transcribed into cDNA 

following the manufacturer’s instructions using miScript II RT kit (Qiagen) using HiFlex 

buffer in a thermocycler (Eppendorf). An amount of 5 ng of cDNA per well was used to 

perform the qPCR, using miRNA-specific primers in combination with an universal 

primer. U6 RNA was used as the internal control. For mRNAs, 2 specific primers were 

used and DSHA was used as the internal control. QPCR was performed in triplicate, using 

the manufacturer’s instructions (SYBR Premix Ex Taq, Tli RnaseH plus, Takara), on a 

Light Cycler 480 II, Roche, following these steps : the pre-incubation :1 cycle, 95°C, 30s, 

the amplification : 55 cycles : first 95°C, 5s, then 60°C, 30s, the melting curve : 95°C, 5s, 

60°C, 60s, and the cooling : from 95°C to 40°C. The DCp method was used for analysis. 
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Statistical analysis 

To evaluate the differential expression of miRNAs in the five structures, we used the 

DESeq2 algorithm in the R software. Shapiro-Wilk’s test was realized with R on the 

sequence counts results to evaluate the normal distribution of the sample. Then, in regard 

to the distribution of the sample, we performed either a Kruskal-Wallis test followed by a 

Dunn’s multiple comparison test, or a one-way analysis of variance, followed by a 

Bonferroni post-hoc test. The significance level was set at p<0,05. 

 

To analyse the RT-qPCR results, Shapiro-Wilk’s test was realized with R on the DCp 

values to evaluate the normal distribution of the sample. Then, in regard to the distribution 

of the sample, we performed either a Kruskal-Wallis test followed by a Dunn’s multiple 

comparison test, or a one-way analysis of variance, followed by a Bonferroni post-hoc test. 

The significance level was set at p<0,05. 

 

Table of qPCR primers 

Name Sequence 

Rno-miR-3065-3p GCGTCAACAAAATCACTGATGCT 

Rno-miR-3065-5p GCACCAGGATATTGTTGGGGA 

Rno-novel-miR-44 GCGATCATCATCATCATTATCATCA 

Rno-novel-miR-28 CCCTGGCTCTGCTGGATC 

Rno-novel-miR-49 TGCCCCGCAGACTCTGAGCT 

AQP4-F GTCACCACGGTTCATGGA 

AQP4-R GAAAGTGATTATTAGCTCCACCCAG 

CAMK1D-F CGCCTATATCCTGCTCTGTG 

CAMK1D-R TCATATTCTGCCTTGAGGATCTG 

OLR1584-F AGGGAACTTGTTCATCATTGTC 

OLR1584-R GTGCTGACATACCAGATTTCC 

ETV1-F CAATGTCAGTGCCTATGATCAG 

ETV1-R AGTGCTGGATGGTGTTGG 
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KCNH5-F GTGGCTATCTTAGGGAAAGGT 

KCNH5-R CAGGTCACAGTAAGTCAGGG 

NMU-F ATGTTGTGTCGTCTGTCGT 

NMU-R GACCTCTTCCCATTGCGT 

GRIN2B-F TGCCTTCTTAGAGCCATTCAG 

GRIN2B-R CATCACAAACATCATCACCCAC 

CIB4-F AGATTCTGTGCATCCACGA 

CIB4-R ATGCGGTCTCTGAAAGGG 

CNIH1-F CCCTGAATCCTCTTGTGCT 

CNIH1-R CGCTCATCACTGGTCTACTC 

GABRB2-F CTCCACAGGTTCTTATCCCAG 

GABRB2-R GCAGAAGCATCATAGTTGATCC 

NCS1-F GGCTACATCACCAGAAACGA 

NCS1-R TTCCCATCAGCGTTCTTATCC 

TPPP-F CAGCAAGATCAAAGGGAAGTC 

TPPP-R TTCCTCGCTGCTCTTATCC 

PCDH9-F CTTTCCAATCCCATCAGCCA 

PCDH9-R GTTTCCACGATATCCAGTCCA 

FZD3-F GTCCGTACCAGGTTACTCAG 

FZD3-R GAATCCCAACTATGAGAGCCA 

PALM-F TACCTGAAGTCCAAGGCAC 

PALM-R GCTTCCTCATGTCCTCGT 

ELAVL3-F AAGAATGGTCACTCAGATACTGG 

ELAVL3-R GGTAGTTGACGATGAGGTTGG 

EPN1-F GCCCTTAGTTTGAGCCGA 

EPN1-R ATCCATAAGAGATGACTCCTCCT 

KLF12-F GATGATGACCTGCCAAATGTG 

KLF12-R GATGGATGGACCTCTTGTACTG 

CFL1-F AAACTGACAGGAATCAAGCAC 

CFL1-R CTTGACCTCCTCGTAGCAG 

PALLD-F GTGTCCGCCAAGAACGA 
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PALLD-R GATGCCACTGGGTGTAGAC 

CTTN-F CCTCCCAGAAAGACTACTCCA 

CTTN-R ACGGTCAGCTTGCACTC 

HTR2A-F TCATCATGGCAGTGTCCC 

HTR2A-R ACCGGTACCCATACAGGA 

CLCN3-F CATACTATTGACTGGGTGCGA 

CLCN3-R TTTACTGTTGATCCGTCTGTG 

KCNK10-F GGAAACTCCTCCAACAGCA 

KCNK10-R ATATTCCCATACCCTATGGTCGT 

OR51E2-F CACAATTTCCAGGCTGTTCC 

OR51E2-R TGAGCTTCCTCCAGTCCT 

CAMK2N1-F GACACCAACAACTTCTTCGG 

CAMK2N1-R CAATAACAACGCGCTTGCT 

SLC1A1-F CATCACGATCAGCATCACAG 

SLC1A1-R GGCACTCAACACGATCAC 

rno-miR-183  GGT-ATG-GCA-CTG-GTA-GAA-TTC-ACT 

rno-miR-182 TTTGGCAATGGTAGAACTCACACCG 

rno-miR-141-3p TAA-CAC-TGT-CTG-GTA-AAG-ATG-G 

rno-miR-141-5p CAT-CTT-CCA-GTG-CAG-TGT-TGG-A 

rno-miR-200a CAT-CTT-ACC-GGA-CAG-TGC-TGG-A 

rno-miR-200b CAT-CTT-ACT-GGG-CAG-CAT-TGG-A 

rno-miR-200c GTC-TTA-CCC-AGC-AGT-GTT-TGG 

rno-miR-196a CGG-CAA-CAA-GAA-ACT-GCC-TGA 

rno-miR-196b TAG-GTA-GTT-TCC-TGT-TGT-TGG-G 

rno-miR-10a GCC-AAA-TTC-GTA-TCT-AGG-GGA-ATA 

rno-miR-10b GCA-GAT-TCG-ATT-CTA-GGG-GAA-TA 

rno-miR-96 TTTGGCACTAGCACATTTTTGCT 

Universal primer GAATCGAGCACCAGTTACGCATG 
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Figure 1 : miRNAs expressed in the CNS structures as revealed by RNA-Seq. 
A : Pie-chart of miRBase-referenced miRNAs. Most of them are expressed in the CNS. B : Predictive structures of 
novel-miRNAs. It has been performed with RNAfold program. Colors represent the probability of matching 
between the bases. The predictive structures of novel-miRNAs are similar to those of known miRNAs. C : 

Histogram of the number of known and novel precursors of miRNAs expressed in each structure. D, E, F : Venn 
diagramm of the repartition of miRNAs in the CNS structures considering miRBase-referenced miRNAs, novel 
miRNAs and referenced and novel miRNAs combined, respectively. 
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Figure 2 : Chromosomic repartition of miRNAs. 

A : Histogram of the repartition of pre-miRNAs per DNA strand. There are more novel-miRNAs on the positive 

strand than for miRBase-referenced miRNAs, Fisher’s exact test, p-value<0,05. B, C, D : Histogram of the 

repartition of miRNAs per chromosome. There are 22 chromosomes in the rattus norvegicus species. B : miRBase-

referenced miRNAs, C : novel miRNAs, D : referenced and novel miRNAs combined. E, F, G : Correlative 

analysis of the number of miRNAs in function of the length of the chromosome. E : miRBase-referenced 

miRNAs, F : novel miRNAs, G : referenced and novel miRNAs combined. Statistical analysis : Linear regression 

test, E : R2=0,3295, p-value= 0,0052 ; F : R2=0,2473, p-value=0,0185 ; G : R2=0,3814, p-value=0,0022.	 	
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Figure 3 : Analysis of the nucleotidic composition of novel miRNAs. 

The nucleotidic composition of all novel-miRNAs was compiled and the probability of each nucleotide at each 
position is plotted. 	  
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Figure 4 : Hierarchical clustering of the miRNome of the different CNS structures. 

A, B, C : Heatmap representing the expression of each miRNA from all the studied structures. miRNAs are 

represented at the bottom. Sample structures are represented on the right, and statistical dendrogramm of 
clusterization of the samples on the left. Colors represent the level of miRNA expression; red : high expression ; 
green : low expression. A : miRBase-referenced miRNAs ; B : novel miRNAs ; C : referenced and novel miRNAs 
combined. Black arrowheads indicate miRNAs those expression is structure-specific.  
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Figure 5 : Differentially-expressed miRNAs between the structures. 
All the depicted miRNAs are statistically dis-regulated in the structure considered compared to all other structures 
as assessed with DESeq2 algorithm. The log2 of the fold change of over- (green) and down-regulated (red) 
miRNAs is indicated. miRNAs written in bold correspond to novel miRNAs. A: olfactory bulb ; B : cortex ; C : 

hippocampus ; D : striatum ; E : spinal cord. 
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Figure 6 : Enrichment/depletion of miRNAs in specific structures. 

Enriched miRNAs correspond to those with a fold-change > 4, and depleted miRNAs to a fold-change <-4. 
miRNAs written in bold correspond to novel miRNAs. 
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Figure 7 : Circos plot representing the predictive mRNA targets of enriched/depleted miRNAs in the 
olfactory bulb, and their associated GO terms. 

Target predictions were performed with Targetscan and GO terms analysis was done on the top 50 predictive 
mRNA targets with the Metascape software. The colors correspond to the following : red : miRNAs, blue : 
predictive target genes ; orange : GO terms, purple : link between miRNAs and predictive target genes ; green : 
link between genes and their associated GO terms.	  
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Figure 8 : Circos plot representing the predictive mRNA targets of enriched/depleted miRNAs in the cortex, 
and their associated GO terms. 
Target predictions were performed with Targetscan and GO terms analysis was done on the top 50 predictive 
mRNA targets with the Metascape software. The colors correspond to the following : red : miRNAs, blue : 
predictive target genes ; orange : GO terms, purple : link between miRNAs and predictive target genes ; green : 
link between genes and their associated GO terms.	  
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Figure 9 : Circos plot representing the predictive mRNA targets of enriched/depleted miRNAs in the 
hippocampus, and their associated GO terms. 
Target predictions were performed with Targetscan and GO terms analysis was done on the top 50 
predictive mRNA targets with the Metascape software. The colors correspond to the following : red : 
miRNAs, blue : predictive target genes ; orange : GO terms, purple : link between miRNAs and predictive 
target genes ; green : link between genes and their associated GO terms. 
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Figure 10 : Circos plot representing the predictive mRNA targets of enriched/depleted miRNAs in the 
striatum, and their associated GO terms. 

Target predictions were performed with Targetscan and GO terms analysis was done on the top 50 predictive 
mRNA targets with the Metascape software. The colors correspond to the following : red : miRNAs, blue : 
predictive target genes ; orange : GO terms, purple : link between miRNAs and predictive target genes ; green : 
link between genes and their associated GO terms. 
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Figure 11 : Circos plot representing the predictive mRNA targets of enriched/depleted miRNAs in the spinal 
cord, and their associated GO terms. 
Target predictions were performed with Targetscan and GO terms analysis was done on the top 50 predictive 
mRNA targets with the Metascape software. The colors correspond to the following : red : miRNAs, blue : 
predictive target genes ; orange : GO terms, purple : link between miRNAs and predictive target genes ; green : 
link between genes and their associated GO terms. 
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Figure 12 : Analysis of the expression of specific miRNAs and their putative mRNA targets by RT-qPCR. 

A : Expression of miR-10a and its putative target GABR2 per structure. miR-10a is specifically enriched in the 
spinal cord and one of its putative targets, GABR2, is significantly down-regulated in the spinal cord. Expression 
is normalized by the olfactory bulb’s one. B : Expression of novel-miR-42-5p and its putative targets OLR1584 
and ETV1 per structure. miR-novel-42-5p is specifically depleted in the olfactory bulb and two of its targets 
OLR1584 and ETV1 are significantly over-expressed. Expression is normalized by the spinal cord’s one. Anova 
and post-hoc bonferroni test had been performed, p-value<0.005. 
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Supplemental figures 
 
 

 
Supplemental Figure 1: Predictive structure of rno-miR-124-1. 
It has been performed with RNAfold program. Colors represent the probability of matching between the bases. 
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Tables 
	

 
Table 1: Chromosomic organization of the novel miRNAs. 
Duplicated miRNAs are localized either on the same chromosome or on different chromosomes 
 
 
 
 

 
Table 2: Some novel miRNAs have orthologous sequences in human and/or mouse genomes.  
Novel-miRNAs with their corresponding orthologous sequences in mouse and/or human. We defined as ortholog 
a miRNA sequence with a minimum of 95 % similarities with a miRNA from another species. 

 
 

 
Table 3: novel-miRNAs with their corresponding functional orthologous sequences in mouse and/or human. 
Functional orthologous sequences were determined with a perfect homology into the seed region. Sequences 
highlighted in orange are seed regions. 
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3. Discussion et perpectives. 
 
 Notre travail a consisté à étudier le miRnome de 5 structures importantes du SNC : 

le cortex, l’hippocampe, le striatum, le bulbe olfactif et la moelle épinière, en utilisant la 

technologie de RNA-Seq. Cette technologie nous a permis : 1) de découvrir l’expression de 

nouvelles espèces de miARNs et 2) de révéler l’existence d’un patron d’expression des 

miARNs spécifiques de chacune des structures. Ces résultats laissent supposer que les 

miARNs sont à la base de la particularité transcriptomique qui fait la spécificité des ces 

structures du SNC. 

3.1. Le RNA-Seq permet la découverte de nouvelles espèces de miARNs. 
 
 Nous avons choisi d’étudier le miRnome du SNC par RNA-Seq, pour bénéficier de 

l’avantage de cette technologie qui permet de découvrir de nouvelles espèces de miARNs. 

Pour cela, nous avons utilisé l’algorithme miRPro (Shi et al., 2015), qui s’appuie largement 

sur l’algorithme cœur de miRDeep2 (Friedländer et al., 2012). La grande différence entre 

ces deux programmes est que miRPro : 1) a amélioré la spécificité des paramètres de 

découverte des nouveaux miARNs, 2) il permet une annotation homogène des nouveaux 

miARNs dans l’ensemble des échantillons étudiés. 

 

 Malgré les améliorations apportées au programme miRPro dans la détection de 

nouveaux miARNs, la quantité de faux-positifs reste conséquente. En effet, miRPro a 

initialement proposé 8500 séquences de nouveaux miARNs. Nous avons réduit ce nombre 

à moins d’une centaine de séquences en appliquant des filtres supplémentaires : 1) un 

nombre de lectures supérieur à 1 cpm (count per million of sequences), 2) la présence du 

miARN dans au moins deux réplicats biologiques d’une même structure. Cela prouve qu’il 

reste un travail important à faire dans le développement de nouveaux outils 

bioinformatiques dédiés à l’analyse des échantillons de RNA-Seq, et à la prédiction des 

nouveaux miARNs. A ce propos, un nouvel outil a été développé cette année : miRCat2 

(Paicu et al., 2017). Ce dernier est annoncé comme étant plus précis que miRDeep2 dans la 

prédiction des nouveaux miARNs, dans des échantillons issus à la fois des plantes et des 

animaux. Il serait intéressant de prendre le temps de tester ce programme sur nos 

échantillons et de le comparer à miRPro. 
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 D’autre part, la prédiction des nouveaux miARNs par miRPro se base sur la 

biogénèse des miARNs. Plus spécifiquement elle repose sur la reconnaissance de la taille et 

de la structure du pre-miARN, et de la dernière étape de maturation réalisée par l’enzyme 

Dicer. Néanmoins, de plus en plus de démonstrations proposent l’existence de voies de 

biogénèse des miARNs non canoniques. Ces voies de biogénèse outre-passent un ou 

plusieurs acteurs clés de la voie canonique, comme le microprocesseur ou bien DICER. En 

particulier, les nouveaux miARNs qui utilisent des voies de biogénèse indépendantes de la 

maturation par l’enzyme DICER, comme les simtrons (Havens et al., 2012) ou les agotrons 

(Hansen et al., 2016) posent de réels problèmes de prédiction par les programmes 

bioinformatiques, qui mettent au centre les caractéristiques dues à l’étape de maturation 

par DICER. Par conséquent, ces miARNs sont classés dans la catégorie des faux positifs 

par les algorithmes. Cela signifie que nous passons sûrement à côté de la découverte de 

certains nouveaux miARNs pertinents. 

 

 Par ailleurs, la prédiction de nouveaux miARNs issus des analyses 

bioinformatiques d’échantillons de RNA-Seq ne suffit pas à prouver leur existence réelle. 

Pour cela, nous avons, dans un premier temps, tenté d’amplifier par PCR certains 

nouveaux pre-miARNs à partir des échantillons initiaux. Nous avons ensuite fait migré les 

amplifiats sur gel d’agarose dans le but de révéler leur présence. Le séquençage de ces 

produits de PCR n’a pas bien fonctionné, certainement car les nouveaux pre-miARNs sont 

présents en faible quantité. Dans un second temps, nous avons cloné les amplifiats de PCR 

(pour les précurseurs) et de RT qPCR (pour les séquences matures) dans le plasmide pjet, 

afin de les séquencer. Le séquençage est en cours de réalisation. 

 

 Nous avons essayé d’analyser la présence d’isomiRs dans nos échantillons. Les 

résultats de ces analyses ne sont pas concluants, car nous ne sommes pas en mesure de 

savoir si l’isomiR proposé en est réellement un, ou bien si la modification est due à une 

erreur de séquençage. Toutefois, il serait intéressant de poursuivre les analyses, par 

exemple en utilisant un algorithme spécialisé dans cette analyse. 

3.2. Les miARNs, la signature de la spécificité du transcriptome des 
structures du SNC. 
 
 Notre travail montre une différence significative de l’expression de certains 

miARNs entre les différentes structures du SNC étudiées. De manière intéressante, dans le 

bulbe olfactif et dans la moelle épinière, nos résultats sont en concordance avec la 
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littérature (Figure 20). Cela renforce l’hypothèse selon laquelle les miARNs sont 

importants pour la détermination de la physiologie des régions cérébrales. D’autre part, 

notre étude met en exergue l’enrichissement de deux nouveaux miARNs : le novel-miR-47-

5p dans le bulbe olfactif, et le novel-miR-26-3p dans le striatum. Nous avons déjà identifié 

deux gènes cibles de ces miARNs par prédiction bioinformatique, et corrélation 

d’expression par RT qPCR. Il serait intéressant de confirmer ces résultats et de rechercher 

d’autres cibles afin de déterminer leur rôle physiologique. 

 

 
Figure 20 : Comparaison des miARNs enrichis avec la littérature. 

A : Synthèse de la littérature. Récapitulatif des miARNs qui sont trouvés enrichis dans les structures 
d’intérêt chez les rongeurs.  B : Résultats expérimentaux de notre étude. Récapitulatif des miARNs que 
l’on trouve enrichis (4 fois plus exprimés, et p-value <0,05) dans les structures. Les miARNs notés en 
gras sont ceux que notre étude confirme par rapport à la littérature existante. 

 

 Nos résultats nous laissent penser que les miARNs jouent un rôle crucial dans la 

détermination de la spécificité transcriptomique des structures du SNC. Pour le vérifier, 

nous souhaitons dans un premier temps réaliser une analyse de RNA-Seq sur les ARNm à 
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partir des échantillons de départ. Cela nous permettra de réaliser une corrélation entre 

l’expression des miARNs et des ARNm pour chacune des structures. Ensuite, nous 

souhaitons valider cette corrélation en réalisant une étude de protéomique (spectométrie de 

masse et western blot). Nous pensons que l’ensemble de l’analyse nous permettra de 

conclure sur l’importance des miARNs dans la détermination de la particularité 

transcriptomique des structures du SNC.  

 

 Ensuite, il nous semble indispensable de vérifier l’interaction effective entre les 

miARNs et les ARNm. Pour cela, nous proposons de vérifier les corrélations issues des 

analyses de RNA-Seq des miARNs et des ARNm, en utilisant la méthode de CLIP-Seq 

(cross-linking and immunoprecipitation followed by next-generation sequencing), souvent utilisée 

pour compléter les résultats de RNA-Seq (Hafner et al., 2010; Licatalosi et al., 2008; 

Spitzer et al., 2014). Cette méthode consiste à attacher de manière permanente les ARNs et 

les protéines qui interagissent entre eux. Ensuite, le complexe est purifié à l’aide d’une 

immunopurification dirigée contre la molécule d’intérêt. Dans ce cas là ce sera contre l’une 

des protéines AGO, protéine clé du complexe RISC. Enfin, les séquences d’ARN seront 

lues par séquençage. Cette technique nous permettra de valider l’interaction prédicitive 

entre les miARNs et les ARNm. Finalement, nous validerons la régulation transcriptionelle 

par les miARNs à l’aide d’un test rapporteur luciférase. 

 

 Enfin, il serait intéressant d’évaluer l’importance d’un miARN ou d’un groupe de 

miARNs sur la physiologie d’une structure. Pour cela, nous pouvons envisager d’exprimer 

dans une structure des miARNs qui sont basalement non exprimés, ou au contraire 

d’inhiber ou de supprimer l’expression de miARNs très représentés. Nous pouvons 

imaginer d’évaluer l’effet de ces paramètres sur la morphologie, le transcriptome, et la 

physiologie de la structure d’intérêt. Cela permettrait de valider l’importance jouée par les 

miARNs sur la détermination et la physiologie des structures du SNC. 

3.3. Comment expliquer la différence d’expression des miARNs entre les 
structures du SNC ? 
 

Suite à notre étude, la question que l’on peut se poser est de savoir comment est 

régulée l’expression des miARNs entre les différentes structures du SNC. Nous proposons 

3 hypothèses pour y répondre.  
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Une première hypothèse est que la régulation s’effectue au niveau de la 

transcription du miARN. Il se peut que selon la région d’intérêt, le gène du miARN soit 

accessible ou non par les facteurs de transcription et les ARNs polymérases. Nous 

proposons de le vérifier en réalisant des expériences de CHIP (chromatin 

immunoprecipitation) pour comparer l’état de la chromatine des gènes de miARNs qui sont 

différentiellement exprimés entre les structures. 

 

Une seconde hypothèse est que la stabilité des miARNs matures est variable selon 

les structures. Cela peut s’expliquer par la présence particulière d’enzymes de dégradation, 

ou bien d’enzymes qui modifient la séquence du miARN mature, le rendant très stable, 

comme l’uridylation et l’adénylation. L’ajout de ces molécules doit pouvoir s’analyser à 

partir des fichiers de RNA-Seq que nous avons, et il serait intéressant de le faire. 

 

Une troisième hypothèse est que les miARNs peuvent être séquestrés par les ARNs 

circulaires (ciARNs), limitant leur action régulatrice sur les ARNm cibles. Il serait donc 

intéressant d’évaluer la corrélation d’expression entre les miARNs et les ciARNs à travers 

les différentes structures du SNC. Néanmoins, dans le cas où cette hypothèse est vérifiée, 

cela ne fait que reporter la question sur comment les ciARNs sont différentiellement 

exprimés entre les régions du SNC. 

 

En conclusion, notre travail apporte une vision globale de l’expression des 

miARNs, connus et nouveaux, dans 5 structures fondamentales du SNC : le cortex, 

l’hippocampe, le bulbe olfactif, le striatum et la moelle épinière. Il montre aussi que les 

miARNs sont différentiellement exprimés entre les structures. Ainsi, ce travail permet de 

s’interroger sur la place que tiennent les miARNs quant à la spécification des structures du 

SNC. 
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CHAPITRE 3 

Les microARNs sont échangés entre les 

cellules du système nerveux via les 

vésicules extracellulaires, et sont impliqués 

dans les mécanismes de régulation de la 

plasticité neuronale. 
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Chapitre 3 : Les miRNAs sont échangés entre 
les cellules du système nerveux via les vésicules 
extracellulaires, et sont impliqués dans les 
mécanismes de régulation de la plasticité 
neuronale. 

1. Introduction 

1.1. Les vésicules extracellulaires. 

1.1.1. L’histoire de la découverte des vésicules extracellulaires. 
  

La présence de vésicules extracellulaires (EVs) délimitées par une membrane close 

a été rapportée depuis les années 1970 dans les fluides biologiques, comme par exemple 

dans le sang (Crawford, 1971). Leur libération était considérée comme se réalisant 

uniquement par le bourgeonnement de la membrane plasmique (Colombo et al., 2014). 

Cependant, dans les années 1980, une voie de libération plus complexe a été décrite par 

deux équipes indépendantes, qui s’intéressaient à la maturation des réticulocytes. Celle-ci 

concerne la fusion du corps multivésiculaire (MVB pour multivesicular body), qui contient 

des petites vésicules internes dans sa lumière, avec la membrane plasmique (Harding et al., 

1983; Pan and Johnstone, 1983). Ces vésicules d’origine endosomale, et libérées dans le 

milieu extracellulaire, ont par la suite été nommées exosomes (Johnstone et al., 1987). 

L’existence de cette voie de biogénèse et de libération des exosomes a été confirmée dans 

d’autres types cellulaires, comme les cellules immunitaires (Raposo et al., 1996; Zitvogel et 

al., 1998), les cellules épithéliales (van Niel et al., 2001), les cellules musculaires (Forterre 

et al., 2014) ou encore les cellules tumorales (Wolfers et al., 2001). Aujourd’hui, la 

communauté scientifique pense que tous les types de cellules des métazoaires libèrent des 

exosomes, et que ce processus existe aussi chez les plantes (Robinson et al., 2016) et les 

bactéries (Beer and Wehman, 2017). 

 

Les vésicules extracelluaires (EVs) ont longtemps été considérées comme un moyen 

pour la cellule de se débarrasser facilement de molécules. Cependant, de nombreux 

résultats montrent maintenant qu’elles permettent aux cellules de communiquer entre elles 

et d’échanger des molécules, et ceci a donné naissance à un nouveau paradigme : les 
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vésicules extracellulaires, une nouvelle voie de communication intercellulaire  (Colombo et 

al., 2014; Tkach and Théry, 2016; Valadi et al., 2007). 

 
1.1.2. Les différents types de vésicules extracellulaires. 
 

Plusieurs sous-types d’EVs ont été caractérisés, dont certains sont associés à l’état 

pathologique de la cellule, comme les corps apoptotiques chez les cellules qui meurent et 

les oncosomes chez les cellules tumorales (Maas et al., 2017). 

 

Classiquement, les EVs sont divisées en deux grandes catégories:  

• Les exosomes, qui ont une taille comprise entre 40 et 150 nm, et qui sont 

libérés par la fusion du corps multivésiculaire avec la membrane plasmique ; 

 

• Les microvésicules (encore appelées ectosomes), qui ont une taille de 200 à 

500 nm et qui proviennent du bourgeonnement de la membrane plasmique. 

 

Dans ce travail, les différents termes seront employés : EVs, exosomes et 

microvésicules. Le terme EVs sera utilisé pour désigner l’ensemble des deux catégories, et 

les termes exosomes et microvésicules désigneront respectivement la sous-catégorie de 

vésicules spécifique lorsque celle-ci aura été ouvertement caractérisée ou nommée dans le 

travail décrit. 

 
Comme évoqué, la distinction majeure entre les exosomes et les microvésicules 

s’effectue par leur voie de biogénèse. Ainsi, leurs voies de synthèse respectives vont être 

décrites en détail. 

1.2. La biogénèse des vésicules extracellulaires. 
 

Les mécanismes moléculaires impliqués dans la biogénèse des exosomes et des 

microvésicules sont distincts, cependant ils impliquent tous les deux une courbure de la 

membrane lipidique, de l’endosome tardif pour les exosomes ou de la membrane 

plasmique pour les microvésicules. 

1.2.1. La biogénèse des exosomes. 
 

La biogénèse des exosomes s’intègre dans la voie endosomale, qui permet de 

recycler et dégrader les molécules situées à la membrane plasmique. Les molécules à 
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recycler sont redirigées vers la membrane plasmique dans les endosomes de recyclage 

(Grant and Donaldson, 2009; Morelli et al., 2004), alors que les molécules à éliminer sont 

sélectivement envoyées vers la voie de dégradation qui conduit au lysosome (Stoorvogel et 

al., 1991). Dans cette voie, l’endosome précoce mature, puis sa membrane s’invagine vers 

l’intérieur, libérant des vésicules intraluminales, et créant le corps multivésiculaire (MVB). 

A ce stade, soit le MVB se dirige vers la voie de dégradation et fusionne avec le lysosome, 

soit il se dirige vers la voie de sécrétion et fusionne avec la membrane plasmique, libérant 

les vésicules intraluminales (ILVs) dans le milieu extérieur, qui sont alors nommées 

exosomes (Grant and Donaldson, 2009) (Figure 21). 

 

Plusieurs mécanismes sont décrits pour la biogénèse des exosomes, et le plus 

caractérisé est celui qui implique le recrutement du complexe ESCRT (endosomal sorting 

complex required transport). Celui-ci intervient lors de la création des vésicules intraluminales 

du MVB. 

 
Figure 21: Représentation schématique de la biogénèse des exosomes et des microvésicules, avec 
les principaux acteurs moléculaires. 

La biogénèse des exosomes dépend de la voie endosomale. Les exosomes sont libérés dans le milieu 
extracellulaire par la fusion du MVB avec la membrane plasmique. Les microvésicules résultent du 
bourgeonnement de la membrane plasmique. Cette figure est largement inspirée de : (Kowal et al., 
2014). 
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1.2.1.1. La création du MVB via la machinerie ESCRT. 
 

La formation des vésicules intraluminales du MVB est le point de départ de la 

biogénèse des exosomes (Abels and Breakefield, 2016). Dans un premier temps, la 

membrane de l’endosome tardif est réorganisée et présente des régions très riches en 

tétraspanines, et en particulier CD9 et CD63 (Pols and Klumperman, 2009). Ensuite, le 

complexe ESCRT est recruté sur les sites de formation des ILVs (Colombo et al., 2013; 

Wollert and Hurley, 2010), et provoque l’invagination de la membrane vers la lumière, et 

la scission de la vésicule.  

 

Le système ESCRT est composé de 5 complexes de protéines : ESCRT 0, I, II, III, 

et Vps4 ainsi que de protéines accessoires (Tableau 5). Les complexes s’assemblent 

séquentiellement dans le but de créer les ILVs dans le MVB (Henne et al., 2011)  (Figure 

22) en reconnaissant des protéines cargos ubiquitinylées. 

 

Tableau 5: Présentation des sous-unités de la machinerie ESCRT et leurs fonctions associées. 

Activité ESCRT Protéines chez les métazoaires Rôle biochimique 
ESCRT-0   

Regroupement des cargos à 
internaliser 

HRS (HGS) 
 
 
 

STAM1, STAM2 

Interaction avec la 
phosphatidyl inositol 3-P, 
ESCRT-I l’ubiquitine et la 
clathrine. 
 
Interaction avec l’ubiquitine. 

ESCRT-I   
Bourgeonnement de la 

membrane (avec ESCRT-II) 
VPS23 (TSG101) 

 
 

VPS28 
 

VPS37A, B, C et D 
 

MVB12A, MVBB 

Interaction avec l’ubiquitine et 
ESCRT-0. 
 
Interaction avec ESCRT-II. 
 
Interaction avec les 
membranes. 
 
Stabilisation des oligomères 
d’ESCRT-I et interaction avec 
l’ubiquitine. 

ESCRT-II   
Bourgeonnement de la 

membrane (avec ESCRT-I) 
VPS22 (EAP30) 

 
VPS25 (EAP20) 

 
 

VPS36 (EAP45) 

Interaction avec les 
membranes. 
 
Recrutement de ESCRT-III via 
l’interaction avec VSP20. 
 
Interaction avec les 
membranes, l’ubiquitine et 
ESCRT-I. 
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ESCRT-III   
Scission de la membrane VPS20 (CHMP6) 

 
 

SNF7A (CHMP4A) 
SNFB (CHMP4B) 

 
 

VPS24 (CHMP3) 
 
 

VPS2A (CHMP2A) 
VPS2B (CHMP2B) 

Initiation de l’assemblage de 
ESCRT-III et de la scission. 
 
Acteur principal de la scission 
membranaire, interaction avec 
Alix. 
 
Terminaison de la scission 
membranaire. 
 
Recrutement de Vsp4 et 
initiation de la dissociation de 
ESCRT-III. 

Vps4-Vta1   
Désassemblage de ESCRT-III ALIX (AIP1)  

Ce tableau est adapté de : (Hurley and Hanson, 2010). 

 

 

 
Figure 22: Mode d'action du complexe ESCRT dans la création des ILVs du MVB. 

Le haut du schéma représente le point de perspective de la membrane de l’endosome tardif lors de la 
création des vésicules intraluminales. Séquentiellement, la membrane s’invagine, la vésicule se créée 
et mature, le cou de la vésicule est comprimé, puis la vésicule est libérée. Le milieu du schéma 
représente les étapes d’intervention du complexe ESCRT. ESCRT-0 reconnaît le site de formation 
en particulier grâce à l’enrichissement de la membrane en protéines ubiquitinylées, et engage le 
recrutement d’ESCRT-I et ESCRT-II. Ensuite, ESCRT-II permet l’assemblage de ESCRT-III, qui 
entraîne l’invagination de la membrane. Ce dernier est désassemblé par le complexe Vsp4-Vta1. Le 
bas du schéma représente le point de perspective des cargos chargés dans les ILVs. Le complexe 
ESCRT-0 reconnaît les ubiquitines des cargos. Les complexes ESCRT-0, -I et -II réunissent les 
cargos et les regroupent. ESCRT-III recrute la machinerie de dé-ubiquitinylation et empaquète les 
cargos au cœur de la vésicule. Ces derniers seront finalement transportés à l’intérieur de la vésicule. 
Source : (Henne et al., 2011). 
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1.2.1.2. Les autres acteurs de la formation des MVBs. 
 

Alors que l’implication de la machinerie ESCRT a été largement étudiée dans la 

création du MVB, une étude réalisée dans des cellules de mammifères démontre que la 

déplétion des composants cœur de  ESCRT  altère la morphologie des composants de la 

voie endosomale, mais n’entraîne pas de diminution de la libération des exosomes. Ce 

travail propose que plusieurs mécanismes, dépendants et indépendants de ESCRT, co-

existent (Stuffers et al., 2009) dans la formation des MVBs et donc des exosomes. Plus 

particulièrement, avec l’inactivation des composants de la machinerie ESCRT, les MVBs 

qui contiennent la tétraspanine CD63 continuent d’être créés (Stuffers et al., 2009), ce qui 

suggère que cette dernière pourrait jouer un rôle dans la biogénèse des MVBs, dans un 

mécanisme indépendant du recrutement de la machinerie ESCRT. A ce propos, le travail 

de Van Niel et de ses collaborateurs démontre, dans une lignée de cellules de mélanocytes 

humaines, que la tétraspanine CD63 est un facteur essentiel qui participe à la création des 

ILVs du MVB. Cela permet finalement d’initier la création des fibrilles amyloides dans les 

processus de mélanogénèse (van Niel et al., 2011). 

 

Une autre étude montre que le LBPA (acide lysobisphosphatidique) est capable 

d’induire l’invagination de la membrane de liposomes conduisant à la création de vésicules 

à l’intérieur de ces derniers. De façon très intéressante, le LBPA n’a été détecté que dans la 

membrane des endosomes tardifs, ce qui laisse envisager la possibilité qu’ils puissent 

déformer leur membrane et créer des vésicules intraluminales (Matsuo et al., 2004), et ainsi 

participer à la biogénèse des exosomes. D’autre part, cette même étude montre que la 

protéine ALIX interagit avec le LBPA, et régule la formation des vésicules, suggérant 

l’importance d’Alix dans la formation des exosomes.  

 

Par ailleurs, le travail de Baietti et de ses collaborateurs montre que la protéine 

ALIX, dans une lignée cellulaire cancéreuse, est un régulateur important de la formation 

des ILVs à travers son interaction avec le complexe syndécane-synténine (Baietti et al., 

2012). La protéine ALIX a également comme partenaire le complexe ESCRT-III (Tableau 

5), l’un des acteurs majeurs dans la formation des ILVs dans le MVB. Les auteurs 

proposent donc que le mécanisme est en partie dépendant du recrutement des composants 

du complexe ESCRT via ALIX au sein du complexe ALIX-SYNDECANE-SYNTENINE. 

Le complexe ALIX-SYNDECANE-SYNTENINE est lui-même contrôlé par ARF6, une 
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GTPase, et son partenaire PLD2 (la phospholipase D2), qui régulent la synténine, et ainsi 

contrôlent la formation des ILVs (Ghossoub et al., 2014). 

 

Un mécanisme alternatif, étudié dans une lignée de cellules d’oligodendrocytes de 

souris,  montre qu’un autre lipide, la céramide, est capable d’induire la courbure de la 

membrane de l’endosome tardif, et le détachement de vésicules. La céramide est issue du 

clivage d’une sphingomyéline en phosphatidylcholine et céramide, par l’action d’une 

sphingomyélinase (SMase). Les auteurs montrent que l’inhibition de la SMase diminue la 

sécrétion de la protéine PLP (proteolipid protein) associée à la surface des exosomes des 

oligodendrocytes. En revanche, la sécrétion de la protéine PLP associée à la surface des 

exosomes n’est pas perturbée par l’inhibition de l’expression des composants de la 

machinerie ESCRT (Trajkovic et al., 2008), ce qui suggère que ce mécanisme est 

indépendant de la voie ESCRT.  

 

Actuellement, la communauté scientifique n’a pas encore déterminé si les multiples 

mécanismes de biogénèse présentés se déroulent simultanément dans un seul MVB, si 

plusieurs populations de MVBs peuvent co-exister dans une cellule, ou alors si le 

mécanisme est dépendant du type cellulaire (Kowal et al., 2014).  

1.2.1.3. La fusion du MVB avec la membrane plasmique. 
 

La libération des exosomes dans le milieu extracellulaire nécessite le transport du 

MVB et sa fusion à la membrane plasmique. La fusion du MVB à la membrane plasmique 

mobilise des protéines de la famille Rab, qui sont de petites GTPases qui contrôlent 

différentes étapes du trafic intracellulaire de vésicules (Stenmark, 2009). Elles sont 

impliquées dans l’amarrage du MVB à la membrane plasmique. Le premier membre de la 

famille à avoir été révélé est RAB11, il contrôle la libération des exosomes dans la lignée 

cellulaire K562 (Savina et al., 2005). Par la suite, deux études ont mis en exergue le rôle de 

différents membres de la famille RAB en déployant des techniques de criblage : la première 

a été mise en œuvre dans des oligodendrocytes (Hsu et al., 2010), alors que la seconde a 

utilisé une lignée de cellules cancéreuses (Ostrowski et al., 2010). Les résultats montrent 

que l’inhibition de Rab35 affecte la libération des exosomes dans une lignée 

d’oligodendrocytes (Hsu et al., 2010), tout comme dans des cultures primaires 

d’oligodendrocytes (Frühbeis et al., 2013). D’autre part, dans la lignée humaine RPE1, 

l’expression de soit Rab11 soit Rab35 est indispensable pour la libération des exosomes. Ce 

mécanisme a été décelé en étudiant la libération de la toxine ANTHRAX, qui est protégée 
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de la dégradation cellulaire grâce à son empaquetage dans les exosomes (Abrami et al., 

2013). 

 

Le second criblage a mis en évidence que la déplétion de Rab5a, Rab9a, Rab2b, 

Rab27a et Rab27b diminue la sécrétion des exosomes, l’impact de Rab27a et Rab27b étant 

plus fort (Ostrowski et al., 2010). D’ailleurs, l’implication de Rab27a dans la libération des 

exosomes a été confirmée dans divers modèles de cancers (Bobrie et al., 2012; Hoshino et 

al., 2013; Peinado et al., 2012), montrant son rôle crucial dans la libération des exosomes. 

 

Par ailleurs, le rôle d’une autre famille de GTPase, la famille Ral, contribue 

également à la fusion du MVB avec la membrane plasmique, et la démonstration a été 

réalisée chez C. elegans et dans des lignées de cultures cancéreuses (Hyenne et al., 2015). 

 

Après l’amarrage du MVB à la membrane plasmique, l’intervention d’autres acteurs 

est nécessaire pour permettre la réalisation de la fusion des deux membranes. 

L’intervention de la protéine VAMP-7, qui appartient à la famille SNARE, a été démontrée 

comme étant essentielle dans la libération des exosomes dans la lignée cellulaire K562 

(Fader et al., 2009). En revanche, l’inhibition de VAMP-7 dans les cellules de la lignée 

MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) déstabilise la sécrétion des lysosomes, mais pas la 

libération des exosomes (Proux-Gillardeaux et al., 2007). Plus récemment, un travail 

démontre que la protéine YKT6, appartenant à la famille R-SNARE, est requise pour la 

libération des exosomes dans les cellules HEK 293 (Gross et al., 2012). 

 

La biogénèse des exosomes semble être gouvernée par divers mécanismes, qui sont 

peut-être dépendants du type cellulaire (Figure 23).  

 

1.2.2. La biogénèse des microvésicules. 
 

Les mécanismes de la biogénèse des microvésicules, qui naissent par 

bourgeonnement de la membrane plasmique, sont encore moins élucidés et caractérisés que 

ceux des exosomes (Maas et al., 2017) (Figure 23). 

 

L’un des mécanismes mis en œuvre consiste, tout comme pour les exosomes, au 

recrutement de la machinerie ESCRT, dans laquelle le complexe ESCRT-III induit une 

courbure de la membrane plasmique (Christ et al., 2017). La machinerie ESCRT peut être 
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recrutée par l’intermédiaire de la voie de signalisation déclenchée par le domaine arrestine 

(ARRDC1), qui est ancré à la membrane plasmique (Lefkowitz and Shenoy, 2005). En 

effet, les protéines arrestines s’associent avec des récepteurs couplés aux protéines G qui 

régulent leur signalisation (Lefkowitz and Shenoy, 2005). D’autre part, elles interagissent 

directement avec les protéines TSG101 et ALIX, ainsi qu’avec plusieurs ubiquitines ligases 

(Lin et al., 2008; Malik and Marchese, 2010; Nabhan et al., 2012; Rauch and Martin-

Serrano, 2011), ce qui leur permet de recruter la machinerie ESCRT aisément. Au niveau 

de la synapse immunitaire, il a été montré que les récepteurs T sont sécrétés dans les 

microvésicules qui bourgeonnent à partir du centre de la synapse grâce à un processus qui 

nécessite TSG101 et VPS4 (Choudhuri et al., 2014). Ce mécanisme engendre un 

engagement transcellulaire de la part des cellules T du système immunitaire envers les 

cellules voisines qui présentent les antigènes. 

 

La création ou l’altération de l’asymétrie de la membrane plasmique peut 

également provoquer la formation de vésicules (Clark, 2011). Cela peut inclure les 

altérations dues à des activités enzymatiques qui transfèrent les lipides d’une surface de la 

membrane plasmique à une autre, comme les flippases, les floppases ou les scramblases 

(Tuck, 2011). Pour donner un exemple concret, chez l’embryon de Caenorhabditis elegans, 

l’inhibition d’une flippase qui transfère la phosphatidylétholamine de la surface extérieure 

vers la surface intérieure de la membrane plasmique favorise le bourgeonnement de 

vésicules (Wehman et al., 2011). 

 

D’autre part, des altérations dans la composition en céramide dues à l’activation de 

sphingomyélinases peut aussi induire une courbure de la membrane plasmique et entraîner 

la libération de microvésicules (Awojoodu et al., 2014; Hoehn et al., 2016), et ce 

mécanisme a notamment été démontré chez les astrocytes (Bianco et al., 2009). 
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1.3. La libération des vésicules extracellulaires dans le milieu extérieur : 
un mécanisme constitutif ou inductible ? 
 
 

 
Figure 23: Représentation des stimuli favorisant la libération des exosomes et des microvésicules. 

La libération des exosomes est un phénomène constitutif, qui peut être stimulé par divers signaux 
selon la nature de la cellule. La libération des microvésicules, en revanche, semble être dépendante 
d’un stimulus qui déclenche le bourgeonnement de la membrane. 
 

Les EVs sont observées dans le milieu extracellulaire, tout comme dans les fluides 

corporels des organismes. Elles sont relativement stables, et protègent donc leur contenu 

des dégradations extérieures. Leur stabilité est en partie due à leur composition en lipides 

enrichie en cholestérol, sphingomyéline, annexine, phosphatidylserine et 

glycosphingolipides en comparaison avec la membrane plasmique. 

 

La sécrétion des exosomes semble être un mécanisme constitutif, et l’analyse des 

exosomes se réalise généralement à l’état de repos des cellules, c’est à dire sans stimulation 

(Colombo et al., 2014). 
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 En revanche, certains facteurs favorisent leur libération (Colombo et al., 2014), et 

c’est notamment la cas de la concentration intracellulaire en calcium. En effet, l’application 

de calcium augmente la libération des exosomes dans la lignée cellulaire K562 (Savina et 

al., 2003), dans les oligodendrocytes (Krämer-Albers et al., 2007), chez les cellules 

mastocytaires (Raposo et al., 1997) ainsi que dans les cellules dendritiques (Montecalvo et 

al., 2012). Par ailleurs, d’autres stimulations, spécifiques à un type cellulaire particulier ont 

été mises en lumière. C’est le cas de l’interaction de l’antigène CD4 du lymphocyte T avec 

les cellules dendritiques murines (Buschow et al., 2009). D’autre part, et cette information 

est intéressante pour ce travail de thèse, la sécrétion des exosomes par les cultures primaires 

de neurones de cortex est stimulée par la dépolarisation des cellules (Fauré et al., 2006) ou 

bien par les neurotransmetteurs, comme le glutamate (Lachenal et al., 2011). Ce dernier 

stimule aussi la libération des exosomes dans les oligodendrocytes (Frühbeis et al., 2013) 

(Figure 23). 

 

Alors que la libération des exosomes semble constitutive et peut être régulée par un 

stimulus, celle des microvésicules est communément induite par un stimulus, qui provoque 

une augmentation de calcium intracellulaire et un remodelage du cytosquelette (Pasquet et 

al., 1996). Ainsi, l’ajout de calcium entraîne la libération des microvésicules, tout comme 

l’application d’autres stimuli comme le formyl-Met-Leu-Phe sur des neutrophiles (Hess et 

al., 1999), ou encore la liaison de l’ATP sur les récepteurs P2X7 des cellules myéloïdes 

(Figure 23).  

 

1.4. La recapture des vésicules extracellulaires par les cellules receveuses. 
 

Le concept des EVs qui agissent comme des messagers dans la communication 

intercellulaire implique que les EVs puissent interagir avec les cellules receveuses et induire 

des changements de leur physiologie. L’étude des mécanismes de recapture connaît une 

limitation importante, due à la difficulté de visualiser les vésicules (en particulier les 

exosomes) par microscopie optique, dont la résolution limite est de 200 nm. Cependant, 

quelques mécanismes ont tout de même pu être élucidés. 

 

D’abord, la recapture des EVs semble dépendre de mécanismes qui nécessitent de 

l’énergie, car elle est supprimée à basse température (4°C) (Christianson et al., 2013; 

Escrevente et al., 2011; Morelli et al., 2004). 
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Comme présenté précédemment, les EVs se présentent sous la forme d’un 

compartiment délimité par une membrane lipidique, dans laquelle des récepteurs et des 

ligands sont insérés et positionnés vers l’extérieur, et qui enferment en leur lumen des 

protéines, et des ARNs (Maas et al., 2017). De ce fait, les EVs peuvent communiquer avec 

les cellules par différents moyens : 1) par une interaction récepteur-ligand, 2) par la fusion 

des deux membranes et la délivrance des molécules dans le cytoplasme de la cellule 

receveuse, 3) ou encore par internalisation par endocytose (Figure 24).  

 

 
Figure 24: Mécanismes principaux de recapture des EVs par les cellules receveuses. 

Il existe plusieurs mécanismes de recapture des EVs par les cellules receveuses : une interaction 
ligand-récepteur, la fusion de l’EV avec la membrane plasmique, ou encore l’endocytose des EVs. 
La recapture des EVs est suivie de l’activation de voies de signalisation intracellulaires, qui vont 
entraîner la modification de la physiologie de la cellule receveuse. 
 

1.4.1. L’interaction ligand-récepteur entre les EVs et la membrane plasmique de la 
cellule receveuse. 
 
 Des interactions de type ligand-récepteur entre les EVs et les cellules receveuses ont 

été très largement observées et décrites, et ce particulièrement chez les cellules 

immunitaires. Par exemple, le rôle de LFA-1 localisé sur la membrane des cellules 



Chapitre 3- miARNs et vésicules extracellulaires dans le SNC- INTRODUCTION 

173 

 

immunitaires de type T permet de capturer les exosomes libérés par des cellules 

dendritiques, qui présentent à leur surface ICAM-1 (Segura et al., 2005). De plus, l’ajout 

d’anticorps dirigés contre LFA-1, et ICAM-1, provoque une inhibition partielle de la 

recapture des vésicules dendritiques, laissant penser que ces acteurs interviennent dans les 

mécanismes de recapture. Cette étude a aussi montré que les intégrines β3 et les 

tétraspanines CD9 et CD81 sont aussi impliquées (Morelli et al., 2004).  

 

 D’autres interactions de ce type ont été rapportées. D’abord la liaison des EVs 

dérivées des cellules tumorales avec EGFRvIII a été observée (Al-Nedawi et al., 2008). 

Ensuite, les EVs issues d’une lignée cellulaire modélisant la sclérose tubéreuse se lient à  

NOTCH et RHEB  (Patel et al., 2016). Enfin, les EVs de cellules souches neuronales 

activent la voie de signalisation IFN-γ/STAT1, possiblement par l’interaction entre 

IFNGR1 à la surface des EVs et IFNGR1 à la membrane plasmique (Cossetti et al., 2014). 

 

 Alors que dans certains cas la liaison des EVs à la surface suffit pour induire un 

changement de la physiologie de la cellule receveuse par l’induction de voies de 

signalisation intracellulaires, dans d’autres cas l’internalisation des molécules empaquetées 

dans les EVs est nécessaire, et cela nécessite la fusion de la membrane des EVs avec la 

membrane plasmique de la cellule receveuse. 

1.4.2. La fusion des EVs avec la membrane plasmique. 
 
 La fusion des EVs avec la membrane plasmique des cellules receveuses a également 

été mise en évidence. Une sonde fluorescente lipidique, la rhodamine B octadécyle (R18), a 

été incorporée dans la membrane des EVs. Cette sonde a la caractéristique de n’émettre de 

la fluorescence que lorsqu’elle est présente en faible concentration. Deux études ont 

incorporé la sonde R18 à forte concentration dans la membrane des EVs, qui ne sont donc 

pas fluorescentes. Après l’incubation des exosomes marqués avec les cellules, de la 

fluorescence est révélée au niveau de la membrane plasmique des cellules, indiquant que les 

exosomes ont fusionné avec les cellules (Montecalvo et al., 2012; Parolini et al., 2009). La 

fluorescence est possible car la sonde est diluée dans la membrane plasmique. 

 

 Les mécanismes moléculaires sous-jacents qui sont mis en œuvre dans la fusion des 

membranes ne sont pas encore entièrement élucidés. Cependant, il semblerait que ce soient 

des mécanismes actifs, car la recapture est abrogée à 4°C et en présence d’EDTA 

extracellulaire, un chélateur du calcium (Montecalvo et al., 2012), et qu’ils mettent en 
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œuvre l’action de protéines de surface (Parolini et al., 2009). D’autre part, ce mécanisme de 

recapture semble plus probable pour les microvésicules que pour les exosomes. En effet, la 

composition lipidique et la taille de ces derniers semblent peu compatibles. 

 

Après fusion des membranes, les molécules transportées dans le lumen des 

vésicules peuvent alors être déversées dans le cytoplasme de la cellule, et activer des voies 

de signalisation intracellulaires pour modifier la physiologie de la cellule (Figure 24). 

1.4.3. L’internalisation des EVs par endocytose. 
 

 Enfin, la dernière possibilité de recapture des EVs est leur internalisation par 

endocytose, qui requiert un repliement de la membrane plasmique vers l’intérieur de la 

cellule (Niedergang et al., 2017). Il existe plusieurs mécanismes d’endocytose, qui peuvent 

en partie se distinguer par la taille de la particule internalisée : les endocytoses à grande 

échelle et les endocytoses à petite échelle. Les endocytoses de grande échelle regroupent la 

phagocytose et la macropinocytose, alors que les endocytoses de petite échelle regroupent 

les mécanismes dépendants soit de la clathrine, soit de la cavéoline, et des mécanismes 

indépendants à la fois de la clathrine et de la cavéoline (Kumari et al., 2010). Ainsi, la taille 

de la vésicule qui se présente à la cellule receveuse peut influencer le mécanisme 

d’endocytose : les microvésicules, ou les agrégats d’exosomes sont susceptibles d’induire de 

la phagocytose ou de la macropinocytose, alors que les exosomes sont favorables à un 

mécanisme d’endocytose de petite échelle (Colombo et al., 2014) (Figure 25). 
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Figure 25: Représentation des différentes voies d'endocytose. 

Il existe différentes voies d’endocytose, qui sont principalement déterminées par la taille de la 
particule. Si la particule est grande, un mécanisme de phagocytose sera privilégié (pour les cellules 
compétentes à la phagocytose). Si la particule est de taille moyenne, ou petite, les mécanismes de 
macropinocytose, ou d’endocytose dépendante ou indépendante de la clathrine et de la cavéoline 
seront mis en œuvre. Ce schéma est largement inspiré de : (Mayor and Pagano, 2007). 

 

 Les différentes voies d’endocytose ont été mises en évidence en combinant plusieurs 

méthodologies. Les EVs sont tracées à l’aide de sondes fluorescentes ou de billes d’or, 

combiné à une visualisation par microscopie optique et/ou électronique. Des inhibiteurs 

pharmacologiques sont utilisés pour révéler l’implication du cytosquelette, dont sa 

polymérisation est nécessaire pour les mécanismes d’endocytose à grande échelle. D’autres 

inhibiteurs pharmacologiques ont aussi été utilisés pour inhiber des composants connus 

pour intervenir dans une voie spécifique d’endocytose. Aussi, les auteurs ont utilisé des 

marqueurs spécifiques de compartiments cellulaires, pour identifier la localisation sub-

cellulaire des EVs, par exemple dans l’endosome, le lysosome ou encore dans le 

phagosome (Figure 25). 

 

 Chez les macrophages, l’internalisation des EVs a été montrée comme étant 

dépendante de la dynamine, c’est à dire certainement par un mécanisme d’endocytose par 

le manteau de clathrine (Barrès et al., 2010), et par phagocytose (Feng et al., 2010). 
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 Dans les cellules dendritiques, le mécanisme d’endocytose suite à l’interaction de 

l’exosome avec un récepteur de la membrane plasmique de la cellule receveuse a été 

rapporté (Morelli et al., 2004). 

 

 Un étude montre que les exosomes libérés par la lignée cellulaire PC12 peuvent être 

endocytés soit par macropinocytose, soit par le manteau de clathrine (Tian et al., 2014). 

 

 Dans le SNC, la micropinocytose intervient dans la recapture des EVs 

d’oligodendrocytes par les cellules microgliales (Fitzner et al., 2011), alors que pour les 

neurones, deux mécanismes sont décrits : la phagocytose d’une part, et l’internalisation par 

le manteau de clathrine d’autre part (Frühbeis et al., 2013). Par ailleurs, les exosomes issus 

de cellules de glioblastomes sont endocytés par un mécanisme dépendant des radeaux 

lipidiques associés à la cavéoline 1 (Svensson et al., 2013). 

1.4.4. Le transport intracellulaire des EVs dans les cellules receveuses. 
 

 Après l’internalisation des EVs par endocytose, le trafic intracellulaire des EVs se 

réalise par transport le long des filaments du cytosquelette, et semble les diriger vers le 

lysosome, en d’autres terme vers la voie de dégradation (Tian et al., 2013). Cependant, 

pour que les EVs effectuent leur fonction de communication, il faut que leur contenu puisse 

être déversé dans le cytoplasme de la cellule. Les mécanismes d’endocytose, qui semblent 

être très fréquents, posent donc le problème de la réalisation effective de communication et 

d’échange de molécules. 

 

 Une étude peut partiellement répondre à la question précédente. Il est montré que 

les EVs, et en particulier les exosomes, sont capables de fusionner avec la membrane 

d’autres organelles. L’étude démontre que la toxine anthrax est empaquetée dans les 

vésicules intraluminales (ILVs) du MVB, dans lesquelles est elle protégée de la dégradation. 

Par ailleurs, les auteurs ont observé que les ILVs étaient capables de fusionner avec la 

membrane du MVB et de libérer leur contenu dans le cytoplasme de la cellule hôte, ou 

alors d’être libérées sous forme d’exosomes pour être propagées aux cellules avoisinantes 

(Abrami et al., 2013). Ainsi, ces résultats suggèrent que les EVs endocytées peuvent 

éventuellement fusionner avec la membrane des endosomes (phénomène de back fusion), et 

ainsi libérer leur contenu dans le cytoplasme de la cellule receveuse. 
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 Les mécanismes de recapture des EVs sont divers, et il est possible qu’ils soient 

dépendants du type cellulaire, et de l’environnement. De plus, le mode d’entrée 

conditionne la nature du message physiologique : une interaction ligand-récepteur va 

activer des voies de signalisation intracellulaires, alors que la fusion à la membrane permet 

en plus la régulation locale de la cellule receveuse par les molécules déversées. 

1.5. La composition des vésicules extracellulaires. 
  

Le rôle communicatif suggéré pour les EVs repose sur les molécules qu’elles 

transportent à leur surface et dans leur lumière, et qu’elles transmettent aux cellules 

receveuses. Ainsi, les EVs sont délimitées par une membrane lipidique, et contiennent des 

protéines, et des ARNs (Figure 26). 

 

 
Figure 26: Représentation schématique de la composition des vésicules extracellulaires. 

Ce schéma propose une vision synthétique de la composition des EVs, c’est à dire à la fois des 
exosomes et des microvésicules confondus. Ainsi, cela signifie que la composition individuelle 
diffère un peu selon que l’on s’intéresse aux exosomes ou aux microvésicules. Les abréviations sont 
les suivantes : ARF : ADP ribosylation factor ; ESCRT : endosomal sorting complex required for transport ; 
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LAMP : lysosome-asociated membrane protein ; MHC : major histocompatibility complex ; MFGE8 : milk 
fat globule-epidermal growth factor-factor VIII ; RAB : Ras-related proteins in brain ; TfR : transferrin 
receptor. Source : (Colombo et al., 2014). 
 

1.5.1. La composition des EVs en lipides. 
 
 Quelques études ont comparé la composition en lipides des exosomes par rapport 

aux membranes de la cellule (Laulagnier et al., 2004; Llorente et al., 2013; Trajkovic et al., 

2008; Wubbolts et al., 2003), et observent un enrichissement de la membrane des exosomes 

en acides gras saturés, et particulièrement en sphingomyléine, phosphatidylsérine et 

cholestérol. De plus, sont retrouvés fortement exprimés le ganglioside GM3 (Llorente et 

al., 2013; Wubbolts et al., 2003), et les céramides ou leurs dérivés (Laulagnier et al., 2005; 

Llorente et al., 2013; Trajkovic et al., 2008). Cette composition lipidique rend les EVs 

protectrices, elles limitent donc la dégradation de leurs cargos. 

  

1.5.2. La composition des EVs en protéines. 
 

En comparaison avec l’étude lipidique, la composition des EVs en protéines a été 

largement étudiée. Les travaux révèlent que les exosomes contiennent des protéines issues 

de la membrane plasmique, du cytosol et de la voie endocytaire. En revanche, 

contrairement aux microvésicules, les exosomes ne contiennent pas de protéines qui 

proviennent de compartiments cellulaires et d’organelles, comme des protéines nucléaires, 

mitochondriales, de l’appareil de golgi ou du réticulum endoplasmique (Colombo et al., 

2014; Kowal et al., 2016). 

 

En 2009, Clotilde Théry a combiné les résultats de 15 études sur la composition en 

protéines des exosomes, et a établi une composition type, qui s’établit comme suit (Théry et 

al., 2009): 

• Des protéines du cytosquelette, comme l’actine, la tubuline, et la cofiline 1 ; 

• Des protéines impliquées dans le trafic membranaire : la famille Rab, les 

annexines ; 

• Des protéines chaperonnes : HSP70 et HSP90 ; 

• Des protéines associées aux radeaux lipidiques, et en particulier la 

flotilline1 ; 

• Des protéines d’adhésion, comme les tétraspanines (CD63, CD9 et CD81) 

et les intégrines ; 
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• Des protéines impliquées dans la formation du MVB et associées à la 

machinerie ESCRT, et en particulier la clathrine, ALIX et TSG101 ; 

• Le complexe majeur d’histocompatibilité de classe 1 et 2 ; 

• Des protéines du métabolisme, et principalement GADPH ; 

• Des protéines associées à la synthèse protéique, comme des facteurs 

d’élongation ; 

• Des protéines de signalisation intracellulaire : la synténine, des protéines 

G, 14-3-3. 

 

Plus récemment, une nouvelle étude extensive d’analyse comparative de la 

composition des EVs a été réalisée, également par l’équipe de Clotilde Théry (Kowal et al., 

2016). Il est montré que, de manière générale, l’ensemble des protéines citées ci-dessus 

comme composant les exosomes, sont également retrouvées dans les microvésicules. En 

particulier, les tétraspanines CD63, CD9 et CD81, qui étaient jusqu’à présent usuellement 

utilisées comme marqueurs spécifiques des exosomes, sont aussi trouvées dans les 

microvésicules, et ne permettent donc pas de faire une réelle distinction entre les exosomes 

et les microvésicules (Crescitelli et al., 2013; Kowal et al., 2016). En revanche, le travail de 

Kowal et de ses collaborateurs révèle que 5 protéines sont spécifiquement enrichies dans les 

exosomes comparé aux microvésicules: le TSG101, la synténine 1, EHD4, ADAM10 et 

l’annexine XI, et cela est en concordance avec d’autres études pour les protéines TSG101 et 

synténine 1 (Baietti et al., 2012; Tosar et al., 2015). D’autre part, les protéines actinine 4 et 

mitofiline sont préférentiellement plus exprimées dans les vésicules larges de type 

microvésicules (Kowal et al., 2016). 

 

Les protéines sont trouvées à la fois à la surface et à l’intérieur des EVs, suggérant 

une communication de nature combinatoire, et complexe (Maas et al., 2017). Cela 

concorde avec les démonstrations des différents mécanismes de recapture des EVs que nous 

avons évoqués: interaction ligand-récepteur, fusion, et endocytose, qui mettent en jeu des 

protéines de surface.  

1.5.3. La composition des EVs en acides nucléiques. 
 
 La présence d’acides nucléiques dans les EVs a largement été mise en exergue par 

la communauté scientifique (Colombo et al., 2014). Plus particulièrement, alors que peu 

d’études rapportent la présence d’ADN, un grand nombre démontre la présence d’ARNm, 

et d’ARN non codants (Kim et al., 2017). En revanche,  les ARNr 18S et 28S ne sont pas 
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détectables, ou alors présents en faible quantité (Colombo et al., 2014). Récemment, le 

profil en ARN a été finement étudié et comparé entre les exosomes et les microvésicules 

issues de 3 lignées cellulaires distinctes, et montre que les microvésicules contiennent très 

peu d’ARN, alors que les exosomes sont riches en petits ARNs (Crescitelli et al., 2013). 

 

 La présence de miARNs (mais aussi d’ARNm) dans les exosomes a en premier lieu 

été décrite dans l’étude réalisée par Valadi et ses collaborateurs (Valadi et al., 2007). Depuis 

sa publication, les études sur le rôle des miARNs vésiculaires se sont intensifiées, et 

démontrent leur capacité à réguler l’expression de leurs cibles dans les cellules receveuses 

(Ismail et al., 2013; Montecalvo et al., 2012; Pegtel et al., 2010; Valadi et al., 2007). 

 

 Les études récentes de RNA-Seq sur les EVs témoignent de la présence d’autres 

espèces de petits ARNs non codants : des ARNt, des vault ARNs, des Y-ARNs, et des 

piwiARNs (van Balkom et al., 2015; Huang et al., 2013; Lunavat et al., 2015; Nolte-’t 

Hoen et al., 2012). 

 

1.5.4. Des bases de données dédiées à l’étude des EVs. 
 
 Les avancées sur la caractérisation biochimique des vésicules extracellulaires sont 

répertoriées dans des bases de données spécifiques : 

• ExoCarta (Keerthikumar et al., 2016; Mathivanan and Simpson, 2009) est 

spécialisée dans le répertoire des molécules qui composent les exosomes (ARN, 

lipides et protéines), pour les espèces suivantes : l’Homme, le rat, la souris, la 

drosophile, le taureau, le cheval, la chèvre, le lapin et le cochon d’inde. 

 

• EVpedia (Kim et al., 2013, 2015a) s’intéresse à l’ensemble des catégories de 

vésicules, chez les espèces allant des bactéries aux métazoaires. 

 

• Vesiclepedia (Kalra et al., 2012) présente les mêmes fonctions que EVpedia. En 

revanche, Vesiclepedia regroupe la communauté de chercheurs qui travaille sur la 

thématique des vésicules extracellulaires, qui ont la responsabilité de la mise à jour 

de la base de données. La base de donnée ExoCarta a été intégrée à Vesiclepedia. 

 

De manière générale, les études concernant la caractérisation biochimique de chacun 

des types d’EVs restent d’actualité, pour d’une part tenter d’identifier des marqueurs 
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spécifiques et d’autre part mieux appréhender les mécanismes de recapture et de 

communication. Cette thématique de recherche est d’autant plus indispensable que la 

composition biochimique des EVs semble largement dépendre de la nature et de l’état 

physiologique des cellules qui les libèrent (Colombo et al., 2014). 

 

1.6. La sélection des cargos des EVs. 
 

L’une des caractéristiques intéressantes des EVs est que le profil de leur contenu 

n’est pas réciproque à celui de la cellule, et qu’il évolue avec l’état physio-pathologique de 

la cellule (Abels and Breakefield, 2016).  

 

Dans un premier temps, il semblerait que certains cargos protéiques soient 

spécifiquement chargés dans les exosomes selon que la voie de biogénèse implique les 

céramides ou la machinerie ESCRT (Kajimoto et al., 2013; Trajkovic et al., 2008). 

 

Alors que la machinerie ESCRT privilégie la sélection des protéines ubiquitinylées 

qu’elle reconnaît, plusieurs études démontrent que la modification post-traductionnelle par 

l’ajout d’un oligo SUMO (small ubiquitin like modifier) permet l’empaquetage sélectif de 

cargos dans les EVs. Il est montré que l’intégration de la protéine α-synucléine dans les EVs 

est dépendante de sa SUMOylation. Plus particulièrement, la machinerie ESCRT est 

capable de reconnaître les protéines SUMOylées, et d’initier le recrutement de l’ensemble 

de ses complexes via l’interaction avec les phosphoinositols (Kunadt et al., 2015). 

 

L’incorporation spécifique de certains ARNs dans les EVs peut s’expliquer par leur 

affinité différentielle avec les radeaux lipidiques à la surface de l’endosome ou de la 

membrane plasmique (Batagov and Kurochkin, 2013; Janas et al., 2006; Khvorova et al., 

1999). Ces ARNs sont chargés dans les EVs au moment de leur formation. 

  

Concernant les miARNs, le motif GGAG, reconnu par la ribonucléoprotéine 

hnRNPA2B1 SUMOylée, favorise l’empaquetage des miARNs dans les exosomes, chez les 

cellules immunitaires humaines (Villarroya-Beltri et al., 2013). Plus récemment, une étude 

met en évidence que le miR-223-3p, qui est spécifiquement enrichi dans les EVs CD63 

positives comparé au contenu cellulaire, est empaqueté dans les EVs grâce à la protéine Y-

box1, une protéine de la famille des RNA-binding protein (Shurtleff et al., 2016). Ces études 
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mettent en évidence la possible présence de motifs d’incorporation des miARNs dans les 

exosomes (EXOmotifs). 

 

L’empaquetage spécifique des miARNs dans les exosomes semble aussi dépendre 

de modifications post-transcriptionnelles qui se localisent sur l’extrémité 3’, car les 

miARNs adénylés en 3’ sont plus souvent retrouvés dans la cellule, alors que ceux uridylés 

en 3’ sont majoritairement retrouvés dans les exosomes (Koppers-Lalic et al., 2014). De 

plus, il est démontré que la sur-expression de l’enzyme nSMase2 augmente la quantité de 

miARNs libérés dans les vésicules extracellulaires. Cependant, cette enzyme est impliquée 

dans la biogénèse des exosomes, donc la possibilité selon laquelle l’augmentation du niveau 

de miARNs est due à l’augmentation de la production d’exosomes n’est pas à exclure 

(Kosaka et al., 2010).  

 

Le rôle de la protéine AGO2 dans l’empaquetage des miARNs dans les EVs est 

controversé. En premier lieu, sa présence  co-localise avec les MVBs (Gibbings et al., 2009; 

Lee et al., 2009), et une étude montre sa présence dans les microvésicles (Li et al., 2012a). 

Ensuite, l’extinction de l’expression de la protéine AGO2 est associée avec la diminution 

de miARNs dans les EVs, qui étaient en condition contrôle trouvés enrichis dans cette 

fraction (Abels and Breakefield, 2016). Ces résultats sont donc en faveur de l’hypothèse de 

l’implication de la protéine AGO2 dans l’empaquetage sélectif des miARNs dans les EVs. 

Cependant, d’autres études ne retrouvent pas la protéine AGO dans les EVs (Shurtleff et 

al., 2016), et démontrent que les miARNs qui sont co-purifiés avec la protéine AGO dans 

le milieu extracellulaire sont majoritairement hors des vésicules (Arroyo et al., 2011; 

Koppers-Lalic et al., 2014; Turchinovich et al., 2011). Ces résultats contradictoires peuvent 

s’expliquer par la différence du type cellulaire d’étude. 

 

Enfin, la sélection spécifique des ARNm dans les EVs semble également possible. 

Une première étude s’est attachée à comparer les séquences d’ARNs fortement enrichies 

dans les exosomes dans le but de trouver un éventuel caractère commun ou motif de 

reconnaissance.  Les résultats mettent en évidence que les ARNs enrichis dans les 

exosomes ont une demi-vie plus courte que les ARNs intracellulaires, et qu’il existe une 

combinaison de motifs qui présentent une structure secondaire similaire, qui peut servir de 

reconnaissance à des RNA-binding protein (Batagov et al., 2011). De manière intéressante, 

beaucoup des motifs retrouvés dans l’étude, font également partie des séquences de liaison 
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des ARNs aux radeaux lipidiques, ce qui peut favoriser leur incorporation au moment de la 

formation des ILVs (Janas et al., 2006, 2015). 

 

 De plus, un motif, qui consiste en l’enchaînement de ces 5 bases : CUGCC, a été 

retrouvé dans la partie 3’UTR des ARNm, et a été défini comme favorisant l’empaquetage 

des séquences qui le comportent dans les microvésicules. Ce motif cœur se présente dans 

une structure en tige-boucle, et comporte un site de liaison pour le miR-1289. L’interaction 

du motif avec ce miRNA favoriserait l’empaquetage des ARNm qui possèdent ce motif 

(Bolukbasi et al., 2012). 

 

Encore une fois, divers mécanismes de sélection spécifique des cargos dans les EVs 

ont été décelés, et leur réalisation semble dépendante de la nature de la cellule. 

1.7. Les vésicules extracellulaires dans le SNC. 

1.7.1. Le SNC : la co-existence de divers types cellulaires. 
 

Le SNC se compose de plusieurs types de cellules qui agissent en étroite 

collaboration pour permettre la réalisation de ses fonctions. De manière sommaire, les 

différents types cellulaires peuvent se décomposer en deux grandes catégories : les 

neurones, et les cellules gliales, et cette dernière comporte principalement les astrocytes, les 

microglies et les oligodendrocytes. De nos jours, il est estimé que le rapport entre les 

neurones et les cellules gliales dans le cerveau est de un pour un en moyenne, avec des 

variations en fonction de la région cérébrale d’intérêt (Azevedo et al., 2009). Ceci témoigne 

de l’importance jouée par les cellules gliales dans la maintenance et la réalisation des 

fonctions cérébrales. Dans le but de mieux appréhender l’impact que propose la 

communication par les EVs dans le SNC, il me semble important de présenter brièvement 

tous ces acteurs. 

1.7.1.1. Les neurones. 
 

Les neurones représentent en moyenne 86 milliards de cellules dans le cerveau 

humain adulte (Azevedo et al., 2009). Ils sont composés d’un corps cellulaire, duquel 

l’axone et les dendrites prennent naissance. L’axone est le prolongement dans lequel se 

localisent les éléments pré-synaptiques du neurone, qui permettent au neurone d’intérêt de 

transmettre ses signaux aux autres neurones. Au contraire, les dendrites contiennent les 

épines dendritiques, c’est à dire les éléments-post-synaptiques des synapses chimiques. 

C’est donc le lieu de réception de la communication synaptique avec le réseau de neurones 
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avec lesquelles il est connecté. Les neurones sont à la base de la réalisation des fonctions 

cérébrales, grâce à la communication qu’ils établissent entre eux via les synapses chimiques 

et électriques (cf Chapitre 1, paragraphe 1.9.1.2). 

1.7.1.2. Les oligodendrocytes. 
 
 Les oligodendrocytes sont des cellules importantes dans la fonctionnalité des 

neurones, car ils sont responsables de la formation de la gaine de myéline autour des 

axones, pour augmenter la vitesse de conduction de l’influx nerveux (Bradl and Lassmann, 

2010). 

1.7.1.3. Les astrocytes. 
   

Les astrocytes sont nombreux dans le cerveau, et représenterait 30% du total des 

cellules (Herculano-Houzel et al., 2014). Ils interagissent avec les neurones et les vaisseaux 

sanguins pour approvisionner les neurones en métabolites (Pellerin et al., 2007). Aussi, ils 

éliminent et recyclent les neurotransmetteurs de la fente synaptique, et libèrent différents 

facteurs qui contrôlent la formation de la synapse et sa fonction (Fields et al., 2015; 

Zuchero and Barres, 2015). Ils sont donc cruciaux dans la fonctionnalité de la synapse et 

donc pour la communication neuronale. A ce propos, de nombreux travaux mettent en 

évidence qu’ils participent également activement à la transmission synaptique, donnant 

naissance au paradigme de la synapse tripartite (Araque et al., 1999a; Perea et al., 2009). 

La synapse tripartite sera évoquée plus en détails dans le chapitre 4. 

1.7.1.3. Les microglies. 
 
 Les microglies sont les cellules immunitaires du SNC. Elles jouent le rôle de 

sentinelle, et passent de leur état inactivé de repos, à activé lorsqu’une perturbation se 

réalise dans le SNC (Wu et al., 2015), et combattent la perturbation pour maintenir le SNC 

dans un état physiologique. En condition physiologique, les microglies non activées sont 

très mobiles, et surveillent leur environnement. De plus, elles établissent des contacts 

transitoires avec les synapses (Nimmerjahn et al., 2005; Pfeiffer et al., 2016), et semblent 

capables de communiquer avec les neurones et les astrocytes, et de moduler la transmission 

synaptique (Hristovska and Pascual, 2015; Panatier and Robitaille, 2012). Ces nouvelles 

découvertes ont donné naissance au paradigme de synapse quadri-partite (Schafer et al., 

2013), qui sera expliquée dans le chapitre 4. 

 



Chapitre 3- miARNs et vésicules extracellulaires dans le SNC- INTRODUCTION 

185 

 

1.7.2. Les EVs sont libérées par tous les types cellulaires du SNC. 
 

Tous les types cellulaires du SNC sont capables de libérer des EVs en culture : les 

neurones (Fauré et al., 2006; Frühbeis et al., 2013; Lachenal et al., 2011; Morel et al., 

2013), les astrocytes (Bianco et al., 2009; Frühbeis et al., 2013; Guescini et al., 2010; Taylor 

et al., 2007), les oligodendrocytes (Bakhti et al., 2011; Fitzner et al., 2011; Krämer-Albers 

et al., 2007), et les microglies (Bianco et al., 2005; Potolicchio et al., 2005). 

 

D’autre part, des EVs, dont l’origine provient certainement d’un mélange de 

l’ensemble des cellules du SNC, sont détectées dans le liquide céphalorachidien humain et 

murin (Chiasserini et al., 2014; Marzesco et al., 2005; Perez-Gonzalez et al., 2012; 

Verderio et al., 2012). Ainsi, l’ensemble de ces données laisse penser que toutes les cellules 

du SNC libèrent des EVs in vitro et in vivo. 

1.7.3. Le rôle des EVs dans le SNC en condition physiologique. 

1.7.3.1. Le rôle des EVs dans la communication neuronale. 
 

L’équipe de Rémy Sadoul est pionnière dans la démonstration de l’implication des 

exosomes dans la communication neuronale en condition physiologique. Elle a été la 

première à montrer que les cultures primaires de neurones de cortex libèrent des exosomes 

(Fauré et al., 2006). Cette même étude met en évidence, à l’aide d’un protocole de 

dépolarisation, que la libération des exosomes serait dépendante du niveau de l’activité 

neuronale. Aussi, les exosomes issus des neurones de cortex possèdent la molécule 

d’adhésion L1, et les sous-unités 2 et 3 des récepteurs AMPA. L’ensemble de ces résultats 

suggère que les exosomes peuvent jouer un rôle dans la régulation de la physiologie du 

neurone. 

 

Par la suite, cette même équipe a affiné les résultats et montré que les exosomes 

sont préférentiellement libérés du corps cellulaire et des dendrites des neurones, comparé 

aux axones (Lachenal et al., 2011). D’autre part, l’équipe démontre que la libération des 

exosomes est modulée par l’activité synaptique glutamatergique (Chivet et al., 2014; 

Lachenal et al., 2011), et propose que les exosomes libérés sous l’influx glutamatergique 

sont recapturés spécifiquement par des neurones en comparaison aux cellules gliales 

(Chivet et al., 2014). 
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D’autres travaux également réalisés in vitro rapportent que la libération des EVs par 

des lignées cellulaires différenciées en neurones, est dépendante de la dépolarisation 

neuronale. Plus spécifiquement, la dépolarisation pendant 3h avec 25 mM de KCl de la 

lignée PC12 différenciée en cellules neuronales, augmente leur libération en exosomes 

(Bahrini et al., 2015). Aussi, un protocole de dépolarisation qui consiste à incuber plusieurs 

fois les cellules avec une solution de HBS à 100 mM KCl, augmente la libération des 

exosomes de la part de la lignée humaine de neuroblastes Sh-SY5Y (Goldie et al., 2014). 

 

Une autre étude montre l’implication des exosomes dans le guidage axonal des 

neurones, par l’activation de la voie de signalisation ephrin-Eph (ephrin étant le ligand, 

Eph le récepteur) (Gong et al., 2016). Dans cette voie de signalisation, les ligands peuvent 

interagir avec les récepteurs (ephrin :Eph), ou alors les récepteurs peuvent aussi agir comme 

des ligands (Eph :ephrin), et ce phénomène est appelé signalisation réverse (Klein and 

Kania, 2014). Le récepteur à la tyrosine kinase Eph et ses ligands ephrin sont impliqués 

dans divers processus neuronaux comme le développement, le guidage des axones, ou 

encore la plasticité neuronale. Ces mécanismes se réalisent via une interaction qui implique 

un contact direct entre les cellules. L’étude de Gong et de ses collaborateurs montre pour la 

première fois que cette voie de signalisation peut agir à distance, via le transport du 

récepteur  EphB2 dans les exosomes. Ce dernier agit avec ephrin B1 et provoque une 

répulsion des axones, contrôlant ainsi le guidage axonal (Gong et al., 2016). 

1.7.3.2. Les EVs dans la jonction neuromusculaire de la drosophile. 
 

Les études suivantes relatent de l’échange des EVs entre un motoneurone et la fibre 

musculaire, dans le cadre de la jonction neuromusculaire chez la drosophile. 

 

Une première étude élucide le rôle des exosomes dans le transport de Wnt. En effet, 

Wnt  est un ligand qui peut être libéré par les synapses, et qui active un grand nombre de 

voies de signalisation qui agissent pour réguler le développement de la synapse et la 

plasticité synaptique. Par ailleurs, les protéines Wnt sont très hydrophobes, ce qui signifie 

que leur diffusion dans le milieu extracellulaire est compliquée, et nécessite l’association à 

d’autres acteurs. Deux études de l’équipe de Budnik agissent de concert et mettent en 

exergue l’implication des exosomes libérés par les motoneurones dans le transport de Wnt, 

grâce à leur enrichissement en la protéine Evi qui agit comme un cargo de Wnt. Le 

mécanisme de la libération de Wnt via les exosomes est dépendant de l’action de la 

syntaxine-1a et de Rab11 (Koles et al., 2012; Korkut et al., 2009).  
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Un autre travail montre que les exosomes jouent un rôle important dans la 

régulation de la signalisation rétrograde des éléments post-synaptiques vers les éléments 

pré-synaptiques. Cette signalisation a pour objectif de maintenir les fonctions synaptiques, 

et intervient pendant le développement et dans la plasticité synaptique. Le travail de 

Korkut et de ses collaborateurs montre que le transport de la synaptotagmin-4, un signal 

rétrograde bien caractérisé dans la jonction neuromusculaire de la drosophile (Yoshihara et 

al., 2005), dépend de la libération des exosomes de la part des boutons pré-synaptiques. 

Plus particulièrement, l’activité du muscle localisé en post-synaptique, et induite par 

l’activation des récepteurs au glutamate, produit une robuste augmentation de l’activité de 

la part de l’élément pré-synaptique. La synaptogamin-4 sert de senseur calcique en post-

synaptique (c’est à dire dans le muscle), et son activation entraîne la libération de signaux 

rétrogrades, qui en retour stimulent la fonction pré-synaptique via l’activation du cAMP 

(Yoshihara et al., 2005). Ainsi, l’étude de Korkut et de ses collaborateurs montre que Syt4 

est transporté aux muscles situés en position post-synaptique à travers les exosomes, qui 

sont libérés par le neurone pré-synaptique suite à une augmentation de l’activité (Korkut et 

al., 2013).  

1.7.3.3. Le rôle des EVs dans la communication neurone-glie. 
 
 L’équipe de Claudia Verderio s’intéresse à la communication intercellulaire via les 

EVs entre les microglies et les autres types cellulaires du SNC. Un premier travail suggère 

l’implication des microvésicules libérées par les microglies dans la régulation de la 

transmission synaptique en influençant la probabilité de libération des neurotransmetteurs. 

Les microvésicules libérées par les microglies modulent positivement la libération des 

neurotransmetteurs de manière dose-dépendante, en activant la voie de biogénèse de la 

sphingosine dans les neurones pré-synaptiques (Antonucci et al., 2012). En effet, le lipide 

sphingosine et son métabolite sphingosine-1P facilitent la libération des neurotransmetteurs 

de la part des terminaisons synaptiques (Darios et al., 2009; Kanno et al., 2010; Norman et 

al., 2010; Okada et al., 2009). 

 

 Une seconde étude propose que les EVs issues des microglies sont capables 

d’inhiber la libération des neuroransmetteurs de la part des neurones GABAergiques, en 

activant le récepteur cannabinoide de type 1 grâce au ligand N-arachidonoyléthamique 

qu’elles transportent (Gabrielli et al., 2015). 
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 Par ailleurs, il est démontré que la libération des exosomes de la part des microglies 

peut être sous le contrôle de l’activité neuronale, et en particulier sous le contrôle de la 

libération du neurotransmetteur sérotonine. En effet, cette étude dévoile la présence de 

récepteurs à la sérotonine à la surface des cellules microgliales : les récepteurs 5-HTa, b et 

5-HT4. D’autre part, l’activation de ces récepteurs module la libération des exosomes de la 

part des microglies, et cette dernière est dépendante de la voie de signalisation calcique 

(Glebov et al., 2015). 

 

 Un autre travail propose que les exosomes interviennent dans l’élimination des 

synapses inactives par les microglies, un phénomène commun qui se déroule au cours du 

développement et en cas de pathologie. L’étude a été réalisée à partir de cultures d’une 

lignée différenciée en neurones (PC12), et d’une lignée de microglies de souris (MG6). Il 

est proposé que les synapses actives des neurones libèrent des exosomes, qui, lorsqu’ils sont 

mis en contact avec la culture de microglies, entraînent une augmentation de l’expression 

de la protéine C3 chez ses dernières. La protéine C3 est connue pour activer des voies de 

signalisation qui augmentent les mécanismes d’élimination de synapses inactives de la part 

des microglies. Ainsi, ce travail suggère que le transfert d’exosomes entre les neurones et les 

microglies intervient dans la régulation des mécanismes d’élimination des synapses 

(Bahrini et al., 2015). 

 

 Les astrocytes contrôlent également la libération des EVs de la part des microglies. 

Plus particulièrement, les astrocytes sont capables d’activer la libération de la cytokine IL1-

β à travers la sécrétion d’EVs de la part des microglies. Pour cela, les astrocytes libèrent de 

l’ATP, qui active le récepteur P2X7 situé à la surface des microglies (Bianco et al., 2005). 

 

 La communication bidirectionnelle entre les neurones et les oligodendrocytes par 

l’échange d’EVs a également été démontrée. En particulier, il est montré que la libération 

neuronale de glutamate favorise la sécrétion d’exosomes de la part des oligodendrocytes 

grâce à l’activation des récepteurs au glutamate localisés à la surface des oligodendrocytes. 

En retour, les exosomes libérés par les oligodendrocytes sont recapturés par les neurones, et 

régulent le transcriptome et l’activité du réseau neuronal (Fröhlich et al., 2014; Frühbeis et 

al., 2013).  

 

 Les oligodendrocytes sont également capables de transférer des EVs spécifiquement 

aux microglies, dans le but de faire dégrader les auto-anticorps contre la gaine de myéline 
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qu’ils produisent. Ainsi, les exosomes produits par les oligodendrocytes sont 

spécifiquement internalisés par les microglies, par un mécanisme de macropinocytose. La 

recapture des exosomes n’entraîne pas de réponse inflammatoire de la part des microglies, 

et se réalise préférentiellement par une sous-catégorie de microglies qui expriment peu 

MHC II (Major histocompatibiliy complex II). Ces résultats suggèrent que les microglies vont 

dégrader le contenu des exosomes (Fitzner et al., 2011). 

 

L’ensemble de ces résultats est synthétisé dans la Figure 27. 

 

 
Figure 27: Représentation des rôles principaux des EVs dans le SNC. 

Les neurones sont représentés en bleu, les oligodendrocytes en mauve, les microglies en rouge et les 
astrocytes en vert. Ce schéma synthétise les principaux rôles attribués aux EVs dans le SNC. 
Source : (Krämer-Albers and Hill, 2016; Zappulli et al., 2016). 

 

1.7.3.4. Les EVs dans la communication avec la périphérie. 
 

De manière très intéressante, plusieurs travaux évoquent la capacité des EVs à 

traverser les barrières entre les tissus, et en particulier la barrière hémato-encéphalique 

(Chen et al., 2016; García-Romero et al., 2017; Skog et al., 2008). En revanche, les 

mécanismes n’ont pas encore été mis en lumière (Krämer-Albers and Hill, 2016; Rufino-
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Ramos et al., 2017). La barrière hémato-encéphalique procure au cerveau une protection 

physiologique contre l’exposition aux toxines et aux pathogènes. Elle est particulière, car 

elle est capable de modifier sa perméabilité. La perméabilité de cette dernière peut être 

atteinte et modifiée lors de pathologies (Patel and Patel, 2017). La capacité des EVs à 

traverser la barrière hémato-encéphalique ouvre des perspectives intéressantes pour la 

thérapeutique du SNC. En effet, d’une part les EVs peuvent renfermer des biomarqueurs, 

accessibles aisément pour les cliniciens, et intéressant pour la détection de pathologies. 

D’autre part, les EVs peuvent être chargées en molécules thérapeutiques, et servir de 

vecteurs thérapeutiques (Patel and Patel, 2017; Rufino-Ramos et al., 2017; Zappulli et al., 

2016). 

 

1.8. Le rôle des EVs dans les maladies neurodégénératives et les tumeurs 
cérébrales. 
 

 Plusieurs maladies neurodégénératives sont associées à la propagation de protéines 

mal repliées ou d’isoformes infectieuses, comme la maladie à prions, Alzheimer avec les 

plaques β-amyloïdes et Parkinson avec les fibrilles α-synucléine. Les mécanismes de la 

propagation de ces agents pathologiques d’une cellule à l’autre via les EVs sont largement 

étudiés. La pathologie ne faisant pas l’objet de ce travail de cette thèse, je renvoie aux 

revues suivantes : (Howitt and Hill, 2016; Lim and Lee, 2017; Liu et al., 2017). 

 

 Par ailleurs, les EVs sont également mises en cause dans la progression et la 

propagation des cellules tumorales cérébrales (D’Asti et al., 2016; Mondal et al., 2017; van 

der Vos et al., 2011). Dans le cas du glioblastome, une étude montre que le contenu des 

EVs en protéines et ARN, et particulièrement en miARNs, permet la croissance et la 

propagation des cellules tumorales (Skog et al., 2008).  

1.9. La communication dans le SNC par le transfert de miARNs contenus 
dans les vésicules extracellulaires. 
 

 Récemment, le séquençage de miARNs exosomaux réalisé à partir d’échantillons 

de liquide céphalorachidien (LCR) de patients sains a été réalisé. L’analyse révèle que les 

miARNs qui sont trouvés dans le LCR des patients sont très majoritairement associés à la 

fraction exosomale, et peu retrouvés libres. Par ailleurs, beaucoup de miARNs exprimés 

dans le LCR, sont des miARNs connus pour être enrichis dans le SNC, ce qui signifie que 

la signature de miARNs exosomaux dans le LCR peut refléter celle du SNC, et témoigner 
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de son état physio-pathologique (Yagi et al., 2017). Ce travail valide l’hypothèse selon 

laquelle les exosomes libérés par les cellules du SNC contiennent des miARNs, cependant 

leur transfert et leur pouvoir régulateurs restent à démontrer. 

La première étude qui a mis en évidence le transfert de miARNs entre les cellules 

via les exosomes, et leur pouvoir régulateur dans les cellules receveuses, a été réalisée par 

Valadi et ses collaborateurs il y a maintenant 10 ans (Valadi et al., 2007). Cette étude a été 

réalisée dans des cellules immunitaires. Elle a ouvert une nouvelle ère de recherche visant à 

décrypter les mécanismes d’empaquetage des miARNs dans les EVs, et surtout leurs rôles 

dans la régulation cellulaire, dans divers modèles cellulaires, et ceci en condition 

physiologique et pathologique. 

 

Dans le SNC, un travail démontre que le contenu de neuroblastes en miARNs est 

modulé en fonction de l’activité neuronale. En particulier, la dépolarisation de la lignée de 

neuroblastes humaine est associée à une diminution de l’expression des miARNs dans les 

prolongements, mais pas dans les corps cellulaires. De manière très intéressante, une partie 

des miARNs est retrouvée libérée dans le milieu extracellulaire, protégée et empaquetée 

dans des exosomes. La moitié des miARNs qui sont identifiés dans les exosomes après la 

dépolarisation était initialement enrichie dans les neurites en comparaison avec le corps 

cellulaire. Par ailleurs, les exosomes sont également enrichis en protéine MAP1b 

(microtubule-associated protein1b). Cette dernière est largement impliquée dans la régulation 

de la plasticité synaptique et contrôle le remodelage du cytosquelette. Cette étude très 

intéressante propose que les exosomes libérés par les neuroblastes après des traitements 

dépolarisants peuvent participer à la régulation de la plasticité neuronale, en partie grâce à 

leur contenu en miARNs (Goldie et al., 2014). 

 

D’autre part, les miARNs transportés dans les exosomes neuronaux peuvent 

également moduler le transcriptome des cellules gliales, et en particulier des astrocytes. Les 

astrocytes périsynaptiques expriment des transporteurs au glutamate qui permettent de 

contrôler le niveau de glutamate dans la fente synaptique et donc in fine de réguler l’activité 

synaptique. Une étude, réalisée à partir de cultures primaires de neurones et d’astrocytes de 

souris, montre que l’ajout d’exosomes dans le milieu de culture des astrocytes, qui sont 

libérés par les neurones et qui contiennent miR-124a, entraîne une régulation indirecte 

positive de l’expression du transporteur au glutamate GLT1 chez les astrocytes (Morel et 

al., 2013). Ce mécanisme pourrait constituer un point de contrôle additionnel pour 

l’élimination de l’excès de glutamate de la fente synaptique par les astrocytes. 
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Les astrocytes sont également capables de libérer des EVs. Une étude récente 

publiée dans le célèbre journal Nature démontre le rôle de PTEN, un important gène 

suppresseur de tumeurs, dans la protection contre le mécanisme métastatique des cancers 

cérébraux. Les auteurs ont injecté des cellules tumorales issues de l’Homme et de la souris,  

qui expriment PTEN dans plusieurs régions de l’organisme. Ces dernières perdent 

l’expression de PTEN uniquement lorsqu’elles sont injectées dans le cerveau, et pas dans 

les autres organes. La perte de l’expression de PTEN favorise le pouvoir métastatique des 

tumeurs cérébrales. La régulation induite par l’environnement propre au SNC dépend de la 

libération par les astrocytes d’exosomes qui contiennent des miARNs qui ciblent PTEN 

(Zhang et al., 2015a). Cette étude renforce l’importance de l’échange des miARNs 

exosomaux issus des astrocytes. 

 

Dans le but de mieux appréhender le pouvoir régulateur des miARNs exosomaux 

des astrocytes en condition physiologique, Joviciv et ses collaborateurs ont caractérisé leur 

miRNome. Cette étude s’est réalisée à partir de cultures primaires d’astrocytes de souris en 

comparaison avec leur miRNome intracellulaire (Jovičić and Gitler, 2017). Ils démontrent 

que le profil en miARNs dans les exosomes est distinct de celui des astrocytes, et qu’un 

groupe de miARNs est largement enrichi dans les exosomes. Cette étude soutient 

l’hypothèse selon laquelle les miARNs exosomaux exercent un pouvoir régulateur 

d’importance dans le SNC. 

 

La protéine synapsine I est exprimée dans le système nerveux des vertébrés et des 

invertébrés (Candiani et al., 2010; Kao et al., 1999), elle est spécifique des neurones, elle est 

associée aux vésicules synaptiques et joue un rôle dans le développement neuronal 

(Fornasiero et al., 2010) et la transmission synaptique (Cesca et al., 2010). Cependant, sa 

présence est étonnamment décelée dans les cultures d’astrocytes (Maienschein et al., 1999). 

Par ailleurs, une étude démontre que les cultures d’astrocytes sont capables de libérer la 

protéine synapsine I via les exosomes, dans des conditions particulières telles qu’une 

activité neuronale intense, ou un stress oxidatif. La protéine synapsine I ainsi transportée 

par les exosomes peut moduler la croissance des neurones et leur interaction avec les 

cellules gliales (Wang et al., 2011). 

 

Pusic et ses collaborateurs mettent en lumière le rôle neuroprotecteur des miARNs 

exosomaux. Plus précisément, les exosomes issus du plasma de rats naïfs, ou élevés dans 
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un milieu enrichi (qui consiste à augmenter l’activité physique, intellectuelle et sociale des 

rats) ont été isolés. Ensuite ils ont soit été ajoutés sur des tranches d’hippocampe, ou 

injectés par voie intranasale dans des rats naïfs. Les exosomes issus des rats élevés en 

condition enrichie augmente significativement la myélinisation des neurones, et diminue le 

stress oxydatif, améliorant ainsi le microenvironnement neuronal. De manière très 

intéressante, le miR-129 est trouvé sur-représenté dans les exosomes qui proviennent des 

rats des milieux enrichis, et ce miARN est nécessaire et suffisant pour induire la 

différenciation des précurseurs des oligodendrocytes en oligodendrocytes matures capables 

de créer la gaine de myéline (Pusic et al., 2016). 

 

Ainsi, l’ensemble de ces démonstrations suggère que l’échange de miARNs via les 

EVs entre les différents types cellulaires participe à la physiologie du SNC. Cependant, ce 

mode de communication reste peu étudié dans le SNC. 

 

1.10. La problématique de l’étude : le transfert de miARNs dans les EVs 
participe-t’il à la régulation de la plasticité neuronale ? 
 

Les vésicules extracellulaires sont considérées comme étant une nouvelle voie de 

communication inter-cellulaire. Ce mode de communication semble être utilisé par tous les 

types cellulaires des métazoaires.  

 

 Plusieurs études suggèrent que dans le SNC, l’échange des EVs entre les neurones 

et les cellules gliales intervient dans la modulation de divers processus, importants pour sa 

physiologie : la transmission synaptique, la myélinisation, l’inflammation, la protection des 

neurones, ou encore l’arborisation dendritique. En revanche, le rôle des miARNs contenus 

dans les EVs est peu caractérisé dans le SNC, en condition physiologique. Nous nous 

sommes demandés si les miARNs transportés par les EVs peuvent participer à la 

régulation de la plasticité neuronale.  
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2. Manuscrit 3 : Extracellular vesicles released by 
hippocampal cultures contain a miRNA repertoire regulated 
by neuronal activity which induces transcriptomic 
regulations in recipient cells. 
 
 L’objet de cette étude est d’étudier la pertinence de l’échange des miARNs 

vésiculaires dans les mécanismes de la régulation de la plasticité neuronale. Pour cela, nous 

avons mis en œuvre des techniques de biologie cellulaire, moléculaire, et de séquençage 

haut- débit. 

 

 Notre étude confirme que les cellules du SNC libèrent des EVs, et montre que les 

EVs contiennent des miARNs. Nous démontrons pour la première fois que le contenu en 

miARNs des EVs varie en fonction de l’activité neuronale. De plus, nous montrons que 

l’incorporation des miARNs dans les EVs semble être un mécanisme actif et sélectif. Dans 

un second temps, nous montrons que l’ajout d’EVs issues de cultures dont l’activité 

neuronale a été augmentée, entraîne une régulation chez les cellules receveuses de 

l’expression de gènes intervenant dans la plasticité neuronale.  

 

 Ainsi, nos résultats suggèrent que l’échange de miARNs vésiculaires est un 

nouveau moyen de communication entre les cellules du SNC. De plus, notre étude soulève 

l’hypothèse de la pertinence de ce mode de communication dans la régulation de la 

plasticité neuronale. 

 
 

Dans ce travail, j’ai participé à l’élaboration des stratégies expérimentales mises en 

œuvre, et j’ai réalisé l’essentiel du travail expérimental (en dehors de l’électrophysiologie, 

de la microscopie électronique et de la spectrométrie de masse). J’ai également analysé les 

résultats, réalisé les figures, et participé activement à l’écriture du manuscrit. 
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Extracellular vesicles released by hippocampal cultures contain a 

miRNA repertoire regulated by neuronal activity which induces 

transcriptomic regulations in recipient cells. 
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Abstract 

Inter-cellular communication is an essential process in living organisms and extracellular 

vesicles (EVs), such as microvesicles and exosomes, were recently proposed as a new way of 

cell to cell communication in the nervous system. The signalization operated by EVs is in part 

mediated through their protein and RNA content. In this study, we focused on the microRNA 

(miRNA) cargo of EVs released by hippocampal cells. We showed that the miRNA repertoire 

of EVs depends on the neuronal activity level. In particular, several miRNAs are specifically 

enriched in EVs in response to neuronal activity increase. Furthermore, we studied the impact 

of these activity-dependent miRNAs on the gene expression in the recipient cells. Indeed, 

incubation of hippocampal cells with EVs coming from activated cultures induced a regulation 

of the transcriptome of recipient cells. Among the genes regulated by EV-miRNAs, many were 

involved in the mechanisms of neuronal plasticity strongly suggesting the key role of EVs in 

nervous system functions. 
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Introduction 

Inter-cellular communication is an essential process in living organisms, and can occur by 

different means, such as soluble mediators or direct membrane contacts. Recent evidences 

suggest that extracellular vesicles, mainly composed by microvesicles and exosomes, are a new 

way of cell to cell communication (Tkach & Théry, 2016; Lopez-Verrilli & Court, 2013). 

 

Microvesicles and exosomes can be distinguished by their size and their biogenesis (Colombo 

et al, 2014). Microvesicles (50-2000 nm) arise through direct outward budding and fission of 

the plasma membrane (Hugel et al, 2005; Muralidharan-Chari et al, 2009). Exosomes (30-150 

nm) come from the endocytic pathway, in which early endosomes are matured in late 

endosomes (Stoorvogel et al, 1991), and during this process, they accumulate intraluminal 

vesicles by inward budding of the endosomal membrane, creating the multi-vesicular body 

(MVB). The MVB can fuse with the plasma membrane, and release outside the cell 

intraluminal vesicles that are then called exosomes (Pan & Johnstone, 1983; Harding et al, 

1983). 

 

Extracellular vesicles (EVs) play a key role in inter-cellular communication, as it has been 

demonstrated in dendritic cells. Indeed, binding and recapture of exosomes secreted by  

activated dendritic cells turned naive dendritic cells into immuno-competent cells (Morelli et al, 

2004; Théry et al, 2002). The signalization operated by EVs is mediated via their content, 

which is composed of proteins, lipids and RNAs like mRNA or microRNAs (miRNAs) 

(Chaput & Théry, 2011). For example, exosomes released by mast cells were reported to 

contain RNAs including miRNAs and mRNAs, which modulate the protein expression of 

recipient cells (Skog et al, 2008; Valadi et al, 2007). In addition, this content varies depending 
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on the cell origin and the physiological or pathological conditions (Abels & Breakefield, 2016; 

Colombo et al, 2014). 

 

 

The nervous system is the organ responsible for important physiological functions such as the 

locomotion, the vision, the memory and the learning. The function of the nervous system is 

critically dependent on proper inter-neuronal communication. Signal transduction mediated by 

neurotransmitters release at synapses is the main form of neuronal communication (Regehr et 

al, 2009). However, neuronal cells are not the only critical cells for brain functions, glial cells, 

such as microglia, astrocytes and oligodendrocytes are also key players. Indeed, many 

evidences proved the critical importance of the interplay between neurons and glia in the 

formation and the remodeling of synapses and circuits (Stogsdill & Eroglu, 2017). 

 

EVs have been proposed as a novel way for inter-cellular communication in the nervous 

system, involved both in physiological conditions and in the transmission of pathogenic 

proteins (Zhang & Yang, 2017; Krämer-Albers & Hill, 2016; Budnik et al, 2016). Several 

reports have already described the release of EVs by the different cell-types composing the  

central nervous system: neurons (Korkut et al, 2009; Fauré et al, 2006), astrocytes (Taylor et al, 

2007; Gosselin et al, 2013), microglial cells (Potolicchio et al, 2005; van der Vos et al, 2016) and 

oligodendrocytes (Krämer-Albers et al, 2007; Bakhti et al, 2011). 

 

More particularly, some reports suggest that EVs could be involved in the regulation of 

neuronal plasticity (Fauré et al, 2006; Lachenal et al, 2011), a phenomenon characterized by an 

adaptation of the size and the strength of synapses upon activity changes, through post-
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translational modifications and changes in gene expression (Cotman & Nieto-Sampedro, 1984; 

Caroni et al, 2012). Indeed, it has been demonstrated that EVs released upon neuronal 

activation from both neuronal and glial cells, seem to selectively bind to neurons (Chivet et al, 

2014). This result suggests that EVs in the brain are in part responsible for the regulation of 

neuronal plasticity. 

 

The involvement of miRNAs, which are small endogenous non-coding RNAs operating a 

negative translational regulation of mRNAs (Bartel, 2004) has been largely demonstrated in 

neuronal plasticity mechanisms (Aksoy-Aksel et al, 2014). For instance, the overexpression of 

miR-134 in rat hippocampal neurons reduced the size of dendritic spines, which form the post-

synaptic compartments of most excitatory synapses (Schratt et al, 2006). Another work 

confirmed the role for miR-134 in the regulation of synaptic plasticity in vivo. Indeed, virus-

mediated overexpression of miR-134 on the CA1 region of the hippocampus in mice abrogates 

long-term potentiation, a form of synaptic plasticity increasing the strength of a synapse in 

response to synaptic activity (Gao et al, 2010). 

 

miRNAs play also a pivotal role in homeostatic plasticity, a form of neuronal plasticity where 

the strength of synapses adjust to compensate changes in network activity. For example, we 

previously showed that miR-92a regulates GluA1 translation during activity blockade in 

hippocampal neurons, and is necessary for the synaptic scaling associated with the 

incorporation of new GluA1 receptors at the membrane (Letellier et al, 2014). More recently, 

during homeostatic downscaling by picrotoxin treatment, it has been shown that miR-129-5p, 

which regulates Rbfox1 gene, coordinates the repression of synaptic genes (Rajman et al, 2017). 

The aim of this work is to study the transfer of miRNAs contained in EVs during neuronal 
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activity modulation, in order to evaluate their role in the mechanisms of neuronal plasticity. 

To explore this question, we first confirmed the presence of MVBs in hippocampal primary 

cultures by electron microscopy, and then the release of EVs by these cells. Then, we 

demonstrated that EVs from hippocampal primary cultures contain miRNAs, and that the 

miRNA signature of EVs depends on the neuronal activity level. Furthermore, we studied the 

impact of these activity-dependent miRNAs on the gene expression of recipient cells. Indeed, 

we incubated cells with EVs coming from either non-activated or activated cultures. Then, we 

analyzed the transcriptomic profile of the recipient cells by RNA-Seq and showed that gene 

expression is correlated with the miRNAs enriched in EVs. This study demonstrates, for the 

first time, that the content of miRNAs in EVs is modulated by neuronal activity, and that the 

miRNAs transported by EVs could regulate, in recipient cells, genes involved in the 

mechanisms of neuronal plasticity. 
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Results 

Multi-vesicular bodies are present in the hippocampus 

In order to better understand the role of EVs communication in the regulation of neuronal 

plasticity, we worked on rat primary hippocampus cultures, an interesting model to analyze 

plasticity properties in vitro and in which we can easily manipulate neuronal activity (Constals 

et al, 2015). First, we wanted to confirm that MVBs which are the organelles responsible for 

exosomes formation and release in the extracellular space by fusion with plasma membrane, 

are physiologically present in the rat hippocampus. We showed, by electron microscopy, the 

presence of organelles that have the characteristics of MVBs: they are surrounded by an 

external membrane, and they contain intraluminal vesicles (ILV), with a mean size of 100nm 

(Figure 1A). Our observation, in line with another report (Cooney et al, 2002), strongly 

suggests that hippocampal cells could release EVs in vivo. Since our work was performed on in 

vitro preparation of hippocampal cells, we confirmed by electron microscopy that MVBs are 

also present in rat primary hippocampal cultures (Figure 1B). 

 

Primary hippocampal cells in culture release exosome-like vesicles 

To confirm that the ILVs observed in the MVB of primary hippocampal cultures are EVs, we 

performed an immunolabelling at the electron microscope level against CD63, an enriched-

protein at the membrane of EVs (Pols & Klumperman, 2009; Kowal et al, 2016). We used the 

Tokuyashu method, where contrast is inverted and membranes appear in white. Figure 1C 

shows that some ILVs were positively labeled for CD63, and had the expected size of EVs 

(100nm in average). Thus, rat primary hippocampal cultures contained MVBs, and their 

presence was not an artifact of primary culture preparation because they were also present in 

vivo. 
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Then, we wanted to study the distribution of MVBs along the neuronal arborization. To 

answer this question, cultures were electroporated with a plasmid encoding for a CD63-GFP 

fusion protein. Then, we performed an immunolabeling against GFP showing that MVBs were 

present in the soma of hippocampal neurons and all along the dendrites (Figure 1D). Thus, 

hippocampal neurons in cultures should be able to release EVs from the soma and the 

dendrites. 

 

Finally, we wanted to confirm that hippocampal cells in culture were able to release EVs. We 

electroporated these cultures with a plasmid encoding for a CD63-GFP fusion protein, and 

purified EVs from the medium culture with the ExoQuick solution (SBI), a well established 

purification method for EVs (Lobb et al, 2015). Then, we performed an immunolabeling 

against GFP by electron microscopy, and showed the presence in the culture medium of 

100nm diameter vesicles, positively labeled for GFP and thus CD63-positive (Figure 1 E). 

These vesicles have the expected size and morphology of EVs. 

 

To confirm the nature of the purified vesicles, we performed a proteomic analysis. Vesicles 

were purified from the culture medium or from filtered PBS as a negative control, then proteins 

were purified and analyzed by mass spectrometry. Figure 1F clearly shows that the samples 

corresponding to EV purification from culture medium contained significantly more  exosomal 

proteins (190) than control samples (13), Fisher’s test, p < 0.001. 

 

In addition, to compare EVs purification procedures, we performed a western-blotting analysis 

of EVs purified either by ultracentrifugation or with ExoQuick solution. Ultracentrifugation is 

the most well-established method for EV purification and we used a protocol adapted to 
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neuronal primary cultures (Laulagnier et al, 2017). Well-known exosomal markers (CD63; Tsg-

101; Lamp2 and syntenin-1) were detected in both EVs prepared with the ultracentrifugation 

protocol or with the ExoQuick solution (Figure 1G). 

 

Altogether, these results clearly show for the first time that rat primary hippocampal cultures 

release EVs in the culture medium. 

 

EVs released by hippocampal cultures contain miRNAs 

Our hypothesis is that neuronal cells could communicate by exchanging miRNAs loaded in 

EVs. To validate this hypothesis, we have studied the miRNA content of EVs. We first wanted 

to confirm that miRNAs were present in EV from primary hippocampal cultures. Thus, we 

quantified 748 miRNAs referenced in miRBase in EVs and in the hippocampal cells by qRT-

PCR from purified EVs, and studied. Statistical analysis of miRNA expression in hippocampal 

cells and EVs shows that 21 miRNAs were enriched in the EVs (Table 1). 

 

Physiological neuron activation protocol 

Our hypothesis was that vesicular miRNAs could be involved in the regulation of neuronal 

plasticity. If so, vesicular miRNA expression would have to be regulated in brain cells and EVs 

in response to neuronal activity changes.  

 

In order to increase the activity of hippocampal primary cultures, two concentrations of 

potassium were tested. While superfusion of cultures with high potassium (25mM) aCSF 

induced a huge increase of cell membrane potential together with a complete blockade of 

spiking and synaptic activity (Supp. Figure 1), superfusion of cells with moderately increased 
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potassium concentrations (8mM) induced a durable reversible increase in cell spiking 

frequency (Figure 2A, one way repeated measure ANOVA followed by Dunnett’s multiple 

comparison test, n=14). This increase in activity was maintained for at least 30 minutes (Figure 

2B). Altogether, our data indicate that a moderate increase in extracellular K+ concentration is 

a sustainable and reliable way to increase cultured hippocampal neurons activity. Thus, all 

experiments involving neuronal activation were performed with a switch from a basal 

concentration of 5mM of extracellular KCl to a concentration of 8mM extracellular KCl 

during four hours. 

 

Then, because intracellular calcium is the main second messenger in neurons and because 

intracellular calcium concentration is strongly correlated to neuronal activity, we performed 

intracellular calcium imaging experiment. Figure 2C clearly shows that there was three times 

more intracellular calcium in cells at 8mM KCl than at 5 mM KCl. To confirm that this 

protocol had an impact on neuronal activation we quantified the transcriptomic activity of 

neurons by mesuring c-Fos levels. C-fos is a transcription factor mainly used to reveal neuronal 

activity (Kaczmarek & Nikołajew, 1990; Moore et al, 1996). Thus, we performed an 

immunocytochemistry against c-fos on cells treated with 5 or 8 mM KCl. Figure 2D shows 

that there was 3.5 times more cells expressing c-fos at 8 mM KCl than at 5mM KCl, 

confirming that this KCl treatment induced an increase in transcriptional activity. Altogether, 

these results confirmed that a 8mM KCl treatment for four hours was efficient to activate rat 

primary hippocampal cultures. Nevertheless, it has been shown that apoptosis increases 

exosomes release in the extracellular space. In order to verify that this KCl treatment did not 

induce apoptosis on primary brain cultures, we performed a Tunel assay. As a positive control 

we used cells treated with Dnase I, an enzyme that breaks DNA strands, mimicking apoptosis 
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signaling. Figure 2E shows that there was significantly more apoptotic cells in the positive 

control than at 5 mM or 8 mM KCl. More interestingly, there was no difference between 5mM 

and 8 mM KCl, meaning that this KCl treatment did not induce apoptosis in our hippocampal 

cultures. 

 

miRNAs contained in EVs are regulated in response to neuronal activity 

To assess if miRNAs expression were regulated by neuronal activity in cells and EVs, we 

treated hippocampal cultures with 5 mM or 8 mM KCl, purified EVs, and quantified miRNAs 

expression in the cells and in the EVs. Figure 3A shows an upregulation of 31 miRNAs and a 

downregulation of 11 miRNAs in cells after KCl treatment. In the same conditions 18 

miRNAs were upregulated and 4 miRNAs downregulated in EVs (Figure 3B). To assess if the 

miRNAs contained in the EVs and released by cells were regulated in the same way as cellular 

miRNAs, we tried to correlate the expression of miRNAs in neurons and EVs. Figure 3C 

represents, for each miRNA, the fold change in response to neuronal activity increase both in 

cells (on the x-axis) and in the EVs (on the y-axis). Thus, in the upper right corner, are 

miRNAs whose expression was increased both in neurons and EVs in response to activity 

changes. As well, in the lower left corner, are miRNAs whose expression decreased both in 

cells and EVs in response to activity increase. Interestingly, in the upper left and the lower right 

corner, are miRNAs whose expression was oppositely regulated in cells and EVs. More 

precisely, in the upper left corner, in response to neuronal activity increase, the expression of a 

given miRNA was decreased in the cells but increased in the EVs. On contrary, in the lower 

right corner, the expression of miRNAs was increased in the cells and decreased in EVs. These 

results strongly suggest that there is an active packaging of specific miRNAs in EVs depending 

of neuronal activity. 
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Sequence-specific loading of miRNAs has already been described and should have a 

physiologic role for cell communication (Janas et al, 2015). Two studies found nucleotidic 

motifs specifically enriched in the miRNAs loaded in EVs, the so-called EXOmotifs 

(Villarroya-Beltri et al, 2013; Shurtleff et al, 2016). Thus, we performed a motif enrichment 

analysis on two different datasets, miRNAs enriched in EVs in basal conditions and miRNAs 

enriched in EVs after neuronal activation. We used the MEME software suite (Bailey et al, 

2009) and searched already known EXOmotifs as well as de novo motifs. In basal conditions, 

each of the EXOmotifs GGAG, UGCA and ACCC were only found one time out of 21 

miRNAs enriched in the EVs, which is not statistically significant. In activated neuron 

conditions, the GGAG and UGCA motifs were found once, while the ACCC motif was found 

twice in a total of 14 sequences, an enrichment still not statistically significant. Then, we 

searched for de novo motifs, unfortunately, we were not able to discover any new EXOmotif 

significantly enriched in these two datasets. 

 

miRNA-containing EVs participate to inter-cellular communication in response to neuronal 

activity changes 

Finally, we designed an experiment to evaluate the potential of miRNA-containing EVs in the 

inter-cellular communication in response to neuronal activity changes. Thus, we treated 

hippocampal neurons at either 5mM or 8 mM KCl, then purified secreted EVs, and added 

these EVs in the medium of non-activated hippocampal cultures (i.e 5mM KCl). Twenty-four 

hours after addition of the EVs, we extracted total RNA from the recipient cells, and 

sequenced total mRNAs by NGS (Figure 4A). We were able to measure the expression of 30 

436 genes by NGS sequencing (Supp Table 1). Figure 4B is a representation of the statistical 

analysis of mRNA expression in hippocampal cultures treated with EVs coming from resting 
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or activated cells. This volcano plot shows that while the majority of genes were not affected 

by the treatment (black circles), a large number of genes were significantly down- or up-

regulated (green and red circles, respectively). In particular, 194 and 337 genes were 

respectively down- and up-regulated in response to the treatment with EVs secreted by 

activated hippocampal cultures (Figure 4C). The log2 of the fold change induced by EVs 

ranged from -3.93 to +3,98, suggesting an impact of EV-loaded miRNAs on recipient cells.  

 

miRNA-containing EV regulate genes involved in neuronal physiology 

To evaluate the role of miRNAs in the impact of EVs on gene expression in the recipient 

genes, we performed a correlative analysis of the EV-enriched miRNAs and the regulated 

genes. Thus, we predicted all mRNA targets of the miRNAs that were enriched in the EVs 

secreted by the activated hippocampal cultures with the Targetscan algorithm (Agarwal et al, 

2015). Then, we did a correlation with the genes that were actually regulated after treatment 

with EVs from activated cells. Finally, we did Gene Ontology term analysis to highlight the 

biological processes potentially regulated by these EV-enriched miRNAs. To perform this 

analysis, we used the Metascape software (http://metascape.org) and we represented the data 

in Circos plots (Krzywinski et al, 2009). This analysis shows that among the genes that were 

regulated by EVs secreted by activated neurons, many are the targets of EV-enriched miRNAs 

(Figure 5). Interestingly, some mRNA were targeted by multiple miRNAs, for example 

Shank1, an adapter protein in the postsynaptic density of excitatory synapses, was targeted by 

miR-337-3p and miR-346. Globally, many of the regulated genes were related to biological 

processes involved in neuronal physiology. For instance, terms like “cell morphogenesis 

involved in neuron differentiation” and “dendritic spine development” were statistically 

enriched (Figure 5).  
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Discussion 

Our work addressed the role of the miRNA-containing EVs as a new way of inter-cellular 

communication in the nervous system. 

 

First, this study confirms the presence of miRNAs in EVs from primary hippocampal cultures. 

The study of the inter-cellular transfer of miRNAs by EVs is a hot topic, in particular in the 

immune system (van der Grein and Nolte-’t Hoen, 2014), cancers progression and metastasis 

mechanisms (Takahashi et al., 2017). In the nervous system, the presence of miRNAs in EVs 

was already mentioned, in EVs from glial cell cultures (Jovičić and Gitler, 2017), or from 

tumoral cells (Skog et al., 2008; van der Vos et al., 2016; Zhang et al., 2015). Our study 

demonstrates, rigorously for the first time, that hippocampal primary cultures release EVs 

containing miRNAs. 

 

Our work demonstrates a different miRNA-content between cells and EVs, which was 

previously observed in other cell types (Guduric-Fuchs et al., 2012; Jenjaroenpun et al., 2013; 

Pigati et al., 2010; Skog et al., 2008), but never in primary hippocampal neurons. Among 

miRNAs specifically enriched in EVs compared to cells, 3 miRNAs were miR-30 family 

members : miR-30b, miR-30c and miR-30d. Interestingly, miR-30c is involved in axon 

guidance mechanisms in the murine olfactory bulb (Sun et al., 2014), and in adult murine 

neurogenesis (Sun et al., 2016). Moreover, miR-30b promotes axon outgrowth by inhibiting 

semaphorin A3 receptor (Han et al., 2015). So, our results suggest that EV-enriched miRNAs 

could be involved in axon guidance regulation. In addition, the brain-specific miR-134 is also 

enriched in EVs. This miRNA is well known for its capability to regulate dentritic spine size by 

inhibiting the expression of Limk1 (Schratt et al., 2006). Thus, it suggests that the exchange of 
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vesicular miRNAs could participate to the dendritic spine control, an important mechanism of 

synaptic plasticity. Another interesting EV-enriched miRNA is the miR-129 that was 

demonstrated to play a pivotal role in homeostatic plasticity at excitatory synapses (Rajman et 

al, 2017). 

 

Interestingly, our work reveals for the first time that the miRNA-content of EVs is modified 

upon high neuronal activity. Indeed, even if this observation was already done upon 

depolarization of PC12 cells differentiated into neuronal cells (Goldie et al., 2014), this is the 

first time that this result was obtained from primary neuronal cultures. This result, obtained in 

this more physiological model, reinforce the hypothesis of the exchange of vesicular miRNAs 

in the CNS as a new means of inter-cellular communication (Zappulli et al., 2016). 

 

Moreover, we optimized a physiological protocol to enhance neuronal activity in primary 

hippocampal cultures, and verified its efficiency and the viability of cells by a combination of 

electrophysiological recording, calcium imaging, and immunocytochemistry. Our protocol, 

consisted in increasing the extracellular concentration of the culture medium from 5 mM to 8 

mM KCl. This treatment induced a durable, reversible, increase in cell spiking frequency, an 

intracellular calcium level increase, and did not induce cell death. This protocol is different 

from those already performed, which applied a higher extracellular concentration of KCl 

(Bahrini et al., 2015; Fauré et al., 2006; Goldie et al., 2014), which, in our hands, induced a 

complete blockade of spiking and synaptic activity. 

 

In addition, our results suggest that the incorporation of miRNAs in EVs is an active and 

selective process, which appears to be modulated by neuronal activity. Some studies proposed 
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the presence of a specific motif, called EXOmotif, involved in the loading of  specific miRNAs 

in EVs (Shurtleff et al., 2016; Villarroya-Beltri et al., 2013). However, these motifs appear to be 

cell-type specific and we were not able to confirm this observation in our model. Based on our 

EV-enriched miRNAs we tried to find a de novo EXOmotif but no sequence reached the 

statistical significance to be considered as an EXOmotif. This result could be due to the low 

number of miRNAs that we found enriched in EVs. Future studies using small RNA-Seq 

instead of RT-qPCR to analyze the miRNA content of neuronal EVs may discover new 

miRNAs enriched in neuronal EVs and maybe a neuronal EXOmotif. 

 

Finally, the addition of EVs from activated hippocampal cultures to the culture medium of 

control cultures leaded to a transcriptomic regulation of recipient cells. In particular, 

bioinformatic predictions and correlations suggest that miRNAs over-expressed in EVs upon 

high neuronal activity, regulate expression of genes involved in neuronal plasticity 

mechanisms. To our knowledge, this is the first demonstration of the role of miRNA-

containing EVs in neuronal communication. To go further, it will be required to confirm, at 

the molecular level, the interaction and the regulation exerted by EV-enriched miRNAs on 

their predictive target genes. Finally, it would be very interesting to investigate this new way of 

communication in vivo. 
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Material and Methods 

Cell culture and electroporation 

All experimental procedures were approved by the local ethics committee. Hippocampal 

neuron cultures were prepared from E18 Sprague-Dawley rats following a previously described 

« banker » method (Goslin & Banker, 1989). Moreover, mixed cultures of hippocampal 

neurons, which consist in a mix of glial cells en neurons, were prepared from E18 Sprague-

Dawley rats. 

 

Time-mated animals were provided by a commercial provider and sacrificed by beheaded after 

anesthesia. Cells for « banker » method were plated at a density of 200.103 cells/ml on 1 

mg/mL poly-L-lysine (Sigma) pre-coated coverslips, and cells for mixed cultures were plated at 

a density of 800*103 cells/wells in 6 wells plates, 150.103 cells/wells in 12 wells plates, and 

1*104 in 18mm petri disches. Cells were kept in serum free Neurobasal medium (Gibco) 

supplemented by 2 % Neurocult SM1 neuronal supplement (STEMCELLS technologies) and 

2mM L-glutamine (Gibco), 8 uM AraC (Sigma) at 37°C in 5% CO2 for 15 days in vitro (DIV). 

During this period a third of the medium was renewed weekly. 

 

Electroporation 

An amount of 1ug per 1 000 000 cells of plasmid encoding a CD63 tagged by GFP was 

introducing by electroporation using an Amaxa Nucleofector device (Lonza) following the 

manufacturer’s suggested protocol. The program is CU-133 optimized for high cell viability. 

 

EVs isolation 

EVs were isolated from culture supernatants by centrifugation with ExoQuick solution (SBI), 
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following the manufacturer's protocol. EV pellets were washed by PBS, and immediately used 

for experiments. 

 

In order to compare ExoQuick’s purification with a classical method of purification, we 

purified vesicles from the culture supernatants by following instructions from optimized 

protocol (Laulagnier et al, 2017). 

 

Electron microscopy 

First, 5µl of purified exosomes are dropped off on carbon grid during 20min. The excess of 

solution is then absorbed on a wattman paper. Then, the grids were washed 5 times in PBS for 

2 min each, then incubated 2 times 3 min in PBS buffer containing 1% BSA as a blocking step. 

Sections were floated for 1 h on a drop of primary antibody, anti-CD63 (R-13) : sc-31231 (Ste 

Santa Cruz Biotechnology) with a 1/10 and 1/40 dilution in PBS containing 1% BSA. After 

washing with 1% BSA in PBS, the samples were incubated with 15 nm colloidal gold-

conjugated secondary antibodies donkey anti-goat (Aurion) diluted at 1/40 in 1% BSA/PBS. 

The ultra-thin cryo-sections were then fixed in 1% glutaraldehyde in PBS for 10 min to further 

stabilize them, followed by ten washes in distilled water, 1 min each. Finally, the cryo-sections 

were embedded in a thin film of methylcellulose containing 0.3% uranyl acetate and air-dried. 

 

Tokuyasu method 

Cells are cultivated in petri dishes, electroporated with a plasmid encoding CD63-GFP and 

chemically fixed with 4% PFA - 0.1%Ga in PB 0.1M pH 7.4 warm at 37°C for 1h at RT. Cells 

are then scrapped in glycine 50mM in PBS and centrifugated 10000 rpm for 5min. After 

several rinses, cells are re-suspension in 10% gelatin in PBS and centrifugation (10000 rpm for 
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5 min) followed by cooling to 4°C to form a pellet held in a gelatin matrix. 1mm3 blocks are 

then cutted and plunge in 2.3M sucrose on a wheel, at 4°C. 

 

Sucrose infiltrated cells blocks are mounted on aluminium pins, plunged into liquid nitrogen 

and stored until further processing. 

 

For cryo-sectioning, pins with frozen cells blocks were mounted in a cryo-ultramicrotome 

(Ultracut UC7/FC7, Leica Microsystems, Vienna, Austria). Cells blocks were trimmed at -

90°C with a cryotrim diamond knife (Diatome, Biel, Switzerland) and ultrathin cryo-sections, 

70 nm thick, were cut at -120°C with an immuno diamond knife (Diatome). 

 

Sections were picked up with a drop containing an equal mixture of 2% methylcellulose and 

2.3 M sucrose, warmed up to room temperature, and transferred onto a Formvar film-coated, 

200 mesh copper finder grid (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA). 

 

The temporary slide preparations were disassembled and immunogold labelling was performed 

to detect the GFP. First, the grids were washed 5 times in PBS for 2 min each, then incubated 

10 min in PBS buffer containing 1% BSA as a blocking step. Sections were floated for 1 h on a 

drop of primary antibody, anti-CD63 (BD Pharmingen) diluted 1:20, 1:50 and 1:100 in 1% 

BSA in PBS. After washing with 1% BSA in PBS, the samples were incubated for 1 h with 6 

nm colloidal gold-conjugated secondary antibodies, goat anti-mouse (Aurion) diluted 1:40 in 

1% BSA/PBS. The ultra-thin cryo-sections were then fixed in 1% glutaraldehyde in PBS for 10 

min to further stabilise them, followed by ten washes in distilled water, 1 min each. Finally, the 

cryo-sections were embedded in a thin film of methylcellulose containing 0.3% uranyl acetate 
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and air-dried. 

 

Progressive Lowering of Temperature 

Glass strip are fixed for 1 hr in 4% paraformaldehyde - 0.1% glutaraldehyde in PBS. They were 

gradually dehydrated in ethanol (30-50 (30min each)-70-95-100-100 (1h each)) during the 

decrease of the temperature (form 0°C to -35°C) and gradually embedded in Lowicryl HM2O 

(2:1, 1:1, 1:2 1h30 each) at – 35°C. After a 24h in pure resin, polymerization under UV lamp 

occur at -35°C for 48h. 

 

Blocks were mounted in a cryo-ultramicrotome (Ultracut UC7/FC7, Leica Microsystems, 

Vienna, Austria) and sectioned with a diamond knife (Diatome, Biel, Switzerland) and 

ultrathin cryo-sections 70 nm thick were collected on Formvar film-coated, 200 mesh nickel 

finder grid (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA). 

 

The grids were washed 5 times in PBS for 2 min each, then incubated 10 min in PBS buffer 

containing 1% BSA as a blocking step. Sections were floated for 1 h on a drop of primary 

antibody, anti-CD63 (BD Pharmingen) and anti-HA (Covance) diluted 1:20, and 1:40 in 1% BSA in 

PBS. After washing with 1% BSA in PBS, the samples were incubated for 1 h with 10 nm 

colloidal gold-conjugated secondary antibodies, goat anti-mouse (Aurion) diluted 1:40 in 1% 

BSA/PBS. The ultra-thin cryo-sections were then fixed in 1% glutaraldehyde in PBS for 10 

min to further stabilize them, followed by ten washes in distilled water, 1 min each and finally 

air-dried. 

 

Grids have been observed with the TEM Hitachi H7650, at 80kV, with the GATAN Orius 
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camera. 

 

Mass spectrometry 

Sample preparation 

EVs were purified from culture media with ExoQuick solution (SBI), following the 

manufacturer's protocol. EV pellets were washed with PBS filtered at 0.22 µm and resuspended 

in 10 µL of PBS + 10 µL of Laemmli buffer 2X (Sigma). Samples were heated at 99°C for 10 

min before migration on SDS-Page gel. Samples were loaded on a 10% acrylamide SDS-

PAGE gel. Migration was stopped when samples were entered the resolving gel and proteins 

were visualized by Colloidal Blue staining. Each SDS-PAGE band was cut into 1 mm x 1 mm 

gel pieces. Gel pieces were destained in 25 mM ammonium bicarbonate (NH4HCO3), 50% 

Acetonitrile (ACN) and shrunk in ACN for 10 min. After ACN removal, gel pieces were dried 

at room temperature. Proteins were first reduced in 10 mM dithiothreitol, 100 mM NH4HCO3 

for 30 min at 56°C then alkylated in 100 mM iodoacetamide, 100 mM NH4HCO3 for 30 min at 

room temperature and shrunken in ACN for 10 min. After ACN removal, gel pieces were 

rehydrated with 100 mM NH4HCO3 for 10 min at room temperature. Before protein digestion, 

gel pieces were shrunken in ACN for 10 min and dried at room temperature. Proteins were 

digested by incubating each gel slice with 10 ng/µL of trypsin (T6567, Sigma-Aldrich) in 40 

mM NH4HCO3, 10% ACN, rehydrated at 4°C for 10 min, and finally incubated overnight at 

37°C. The resulting peptides were extracted from the gel by three steps: a first incubation in 40 

mM NH4HCO3, 10% ACN for 15 min at room temperature and two incubations in 47.5 % 

ACN, 5% formic acid for 15 min at room temperature. The three collected extractions were 

pooled with the initial digestion supernatant, dried in a SpeedVac, and resuspended with 25 µL 

of 0.1% formic acid before nanoLC-MS/MS analysis. 
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nanoLC-MS/MS analysis 

Online nanoLC-MS/MS analyses were performed using an Ultimate 3000 RSLC Nano-

UPHLC system (Thermo Scientific, USA) coupled to a nanospray Q-Exactive hybrid 

quadruplole-Orbitrap mass spectrometer (Thermo Scientific, USA). Ten microliters of each 

peptide extract were loaded on a 300 µm ID x 5 mm PepMap C18 precolumn (Thermo 

Scientific, USA) at a flow rate of 20 µL/min. After 5 min desalting, peptides were online 

separated on a 75 µm ID x 25 cm C18 Acclaim PepMap® RSLC column (Thermo Scientific, 

USA) with a 4-40% linear gradient of solvent B (0.1% formic acid in 80% ACN) in 108 min. 

The separation flow rate was set at 300 nL/min. The mass spectrometer operated in positive 

ion mode at a 1.8 kV needle voltage. Data were acquired using Xcalibur 2.2 software in a data-

dependent mode. MS scans (m/z 300-2000) were recorded at a resolution of R = 70000 (@ 

m/z 200) and an AGC target of 1 x 106 ions collected within 100 ms. Dynamic exclusion was 

set to 30 s and top 15 ions were selected from fragmentation in HCD mode. MS/MS scans 

with a target value of 1 x 105 ions were collected with a maximum fill time of 120 ms and a 

resolution of R = 35000. Additionally, only +2 and +3 charged ions were selected for 

fragmentation. Others settings were as follows: no sheath and no auxiliary gas flow, heated 

capillary temperature, 200°C; normalized HCD collision energy of 25% and an isolation width 

of 3 m/z. 

 

Database search and results processing 

Mascot, MS Amanda and Sequest algorithms through Proteome Discoverer 1.4 Software 

(Thermo Fisher Scientific Inc.) were used for protein identification in batch mode by searching 

against the UniProt Rattus norvegicus database (http://www.uniprot.org/ ; 29 581 entries, 

release 2015_07) from http://tritrypdb.org/ website. Two missed enzyme cleavages were 
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allowed. Mass tolerances in MS and MS/MS were set to 10 ppm and 0.02 Da. Oxidation of 

methionine, acetylation of lysine and deamidation of asparagine and glutamine were searched 

as dynamic modifications. Carbamidomethylation on cysteine was searched as static 

modification. Peptide validation was performed using Percolator algorithm (Käll et al, 2007) 

and only “high confidence” peptides were retained corresponding to a 1% False Positive Rate 

at peptide level. The mass spectrometry proteomics data have been deposited to the 

ProteomeXchange Consortium (http://proteomecentral.proteomexchange.org) via the PRIDE 

partner repository with the dataset identifier PXD000000. 

 

The presence of exosomal proteins was determined using Exocarta (Mathivanan & Simpson, 

2009) and Expasy databases. 

 

RNA extraction 

Total RNA was isolated from all samples using the miRNeasy Kit (Qiagen) according to the 

manufacturer’s protocol, and then quantified using Nanophotometer pearl (Implen). An 

amount of 25 fmole per sample of cel-miR-39-3p Caenorhabditis elegans oligo-ribonucleotide was 

added at the same time into the Trizol reagent as a spike-in reference for further RT qPCR. 

 

Next Generation Sequencing 

3 dishes of mix cells were treated either with 5mM KCl, or with 8mM KCl aCSF for 4 hours to 

increase neuronal activity. EVs were purified and added on 3 wells of mix cells at 800 000 cells 

/well for 48h. Then, total RNA was extracted from in total 6 wells: 3 control conditions and 3 

activated conditions. 

 



 
 

Chapitre 3- miARNs et vésicules extracellulaires dans le SNC- MANUSCRIT 

 

218 

RNA quality was analyzed using Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies), and RNA 

concentration was determined by spectrophotometry using Nanophotometer Pearl (Implen). 

RNA-Seq libraries from 1ug of RNA were created using SMARTer Stranded Total RNA 

Sample Prep kit (Clontech), following the manufacturer's procedure. Briefly, ribosomal RNA 

have been depleted from the samples. Then, RNA have been reverse transcribed in cDNA, the 

first-strand cDNA have been purified and amplified by PCR from adaptators. 

 

cDNA libraries quality and concentration were determined using Agilent 2100 Bioanalyzer 

and the High Sensitivity DNA Chip from Agilent’s High Sensitivity DNA Kit. Sequencing was 

performed by the Eurofins company (Ebersberg, Germany) on Illumina's HiSeq sequencer. 

 

Bioinformatic analysis of NGS 

The quality of RNA-Seq data was evaluated by FastQC software 

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Clean data were obtained by 

removing adaptaters with Cutadapt tool, and low-quality reads from the raw data. Furthers 

analysis have been performed with Cufflinks suite tool (Trapnell et al, 2010). Briefly, the reads 

from the 2 conditions were mapped against the rattus norgevicus genome reference downloaded 

from UCS Genome Browser assembly ID: m6, using TopHat program. Then the transcripts 

were assembled with Cufflinks program, and a final transcriptome is realized using Cuffmerge. 

The mapped reads are quantified with Cuffquant against the previous transcriptome. Finally, 

Cuffdiff (Trapnell et al, 2012) allows to evaluate the differential expression between the 2 

conditions. 
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Quantitative real time PCR 

 50 ng of cDNA were synthesized using Ncode VILO miRNA cDNA Synthesis Kit 

(Invitrogen) according to manufacturer’s instructions. qRT-PCR was performed with 1 ng 

cDNA per well, using the Lightcycler LC480 II system (Roche), specific 768 rat known 

miRNA primer set (Forward : specific miRNA primer and Reverse : Universal primer, Qiagen) 

and SYBR Premix Ex Taq (Tli Rnase H Plus), Bulk, Takara (Clontech) according to 

manufacturer’s instructions. The following conditions, 95°C for 5 s, followed by 35 cycles at 

95°C for 10 s, 60°C for 20 s, 72°C for 20 s were used for the qRT-PCR. At least two biological 

replicates were used. A dissociation curve was generated at the end to verify that a single 

product was amplified. The Cp value of each miRNA was normalized against that of cel-miR-

39-3p. The relative level of expression was calculated using the comparative 2(-DDCp) method 

(Livak & Schmittgen, 2001). 

 

Cellular activity-induced protocol 

At 15 DIV, total medium culture was removed and replaced by sterile aCSF 5mM KCl (NaCl 

130,5 mM ; KCl 5 mM, MgSO4 1,3 mM ; KH2PO4 1,2 mM ; HEPES 1,25 mM ; CaCl2 2,4 

mM ; Glucose 10 mM ; NaHCO3 19,5 mM) . After one hour of cell recovery, cells were 

treated by 5mM KCl (basal condition) or 8mM KCl for 4 hours (KCl, VWR). 

 

Electrophysiology 

Electrophysiological measurements of cutured neurons (10-15j) were performed under the 

control of an Olympus BX51 microscope using a multiclamp 2B (Molecular devices). Patch 

pipettes (typically 7-11 Ω) were filled with appropriate pipette solution (in mM: KGluconate 

120; KCl 20; CaCl2 0.1;MgCl2 1.3; EGTA 1; HEPES 10; GTP 0.1; cAMP 0.2; Leupeptin 0.1; 
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Na2ATP 3; D-Manitol77; pH 7.3). Neurons were bathed in Artificial Cerebro Spinal Fluid 

(ACSF, in mM: NaCl 130.5; KCl 3.8 or 6.8 or 48.8;CaCl2 2.4; NaHCO3 19.5; MgSO4 

1.3;KH2PO4 1.2; HEPES 1.25; glucose 10; pH 7.4 – equilibrated with 95%O2-5%CO2) with 

either low (5mM), medium (8mM) and High (50mM) potassium concentration. All 

experiments were performed at room temperature (21-22 °C). Analyses were performed with 

spike2 (CED) 

 

Apoptosis test 

After KCl treatment, tunel technique was performed with Click-it tunel Alexa Fluor Imaging 

Assay, (Invitrogen, Molecular Probes), by following the manufacturer's protocole. The 

observations were made under a fluorescence microscope (Axioplan 2 imaging, Zeiss), and 

pictures taken with NIS-Elements BR4.00.05 software. For each condition, 5 pictures by 

coverslips and 4 coverslips were taken. Statistical analysis were performed with GraphPad 

Prism 5. Significance is accepted at p<0.05. 

 

Immunocytochemistry 

Cells were washed 5 min with PBS at 37°C, then fixed with 4 % paraformaldehyde for 15 min 

at 37°C, washed with PBS, and permeabilized with PBS Tween-20 0,25 % for 30 min. Primary 

antibodies (anti-GFP, rabbit, 1/500, Invitrogen, anti-c-fos, rabbit, 1/500, Santa Cruz) were 

incubated 2 hours at R.T in PBS Tween-20 0.25 % + 1 % BSA (Sigma). Then cells were 

washed three times with PBS Tween-20 0.25 %, and incubated 2 hours at R.T with secondary 

antibody (anti-rabbit Alexa 488, 1/1000, Invitrogen A-11008). Cells were washed 3 times with 

PBS, and mounted on microscope glass slides using Dako. The observations were made under 

a fluorescence microscope (Axioplan 2 imaging, Zeiss), and pictures taken with NIS-Elements 
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BR4.00.05 software. Statistical analysis were performed with GraphPad Prism 5. Significance 

is accepted at p<0.05. 

 

Calcium imaging 

Cells were washed in PSB at 37°C, and then incubated 10 min at 37°c with Fluo4 (Invitrogen) 

in tyrode medium. Cells were washed 2 times in tyrode at 37°C. Cells were recorded at 5mM 

KCl into tyrode medium, then the medium were replaced by 8mM KCl tyrode medium, and 

replaced again by 5 mM KCl tyrode medium. The recordings were made under Eclipse Ti 

microscope, Nikon, and movies recorded with NIS-Elements BR4.00.05 software. Statistical 

analysis were performed with GraphPad Prism 5. Significance is accepted at p<0.05. 

 

Western blotting 

After ExoQuick purification or ultracentrifugation purification, the pellet had been 

resuspended into 50 uL of Laemli buffer 2X (Sigma) with 50 uL of 0,2 um filtered PBS. 

Proteins have been heated at 95 °C for 10 min, and then putted on ice. 15 uL of each sample 

were loaded into 10 wells stain-free 4-20 % acrylamide gels (Mini-PROTEAN TGX Stain-Free 

gels, Biorad), and 8 uL of molecular weight buffer (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, 

10 to 250 kDa, ThermoFischer) was used. Migration had been performed into a Biorad 

MiniPROTEAN 3 Cell system, 1h at 150 mV (with a Biorad PowerPac Basic generator). Total 

protein had been revealed with the Chemidoc XRS + System (Biorad) before the transfer of 

proteins. Protein transfer has been performed on a Polyvinylidene difluoride membrane 

(Immobilon-P) 1h at 100 mV. Then, the membranes have been washed 10 min with TBS 0,5% 

Tween (TBS-T), and blocked with TBS-T 5% milk 1 hour at room temperature. Primary 

antibodies (anti-CD63, mouse, 1/500, BD Pharmingen; anti syntenin-1, mouse, 1/200, Santa 
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Cruz; anti Tsg-101, mouse, 1/1000, Gene Tex; anti Lamp2, rabbit, 1/500, Thermo Fischer; 

and anti tubulin, mouse, 1/5000, Sigma) have been diluted into TBS-T 2,5 % milk, and applied 

overnight at 4°C. Then, membranes were incubated 1h at room temperature, washed 3 times 5 

min with TBS-T, and incubated with secondary antibodies (easy-blot anti mouse IgG HRP, 

GeneTex; Easy-blot anti rabbit IgG HRP, GeneTex) 2h at room temperature. The membranes 

were washed 3 times 5 min with TBST, and 2 times 5 min with TBS. Membranes have been 

revealed with SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Fischer) 

according to the manufacturer’s protocol, on the Chemidoc XRS + System (Biorad). Images 

have been treated with Image lab software (Biorad). 
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Figure 1: Hippocampal primary cultures release EVs. 

A: Electron microscopy picture of an MVB in the rat hippocampus region. B: Electron microscopy picture of an MVB 
in rat primary cultures cells. C: CD63 labeling at the electron microscopy level with the Tokuyasu method, inset: 
CD63 positive ILVs.  D: CD63 distribution in hippocampal neurons as revealed by immunocytochemistry against 
GFP after electroporation with a plasmid encoding a CD63-GFP fusion protein. E: CD63 labeling of EV at the 
electron microscopy level. Rat primary cultures were electroporated with a plasmid encoding a CD63-GFP fusion 
protein. EVs were purified with ExoQuick and deposited on grids. GFP expression is revealed by 
immunocytochemistry. F: Quantification of exosomal proteins. EVs were purified with ExoQuick from culture 
medium or filtered PBS as control. Proteins were extracted and analyzed by mass spectrometry. Then, exosomal 
proteins were categorized with the Exocarta and Expasy databases (Fisher’s exact test, p-value < 0,05). G: Presence of 
exosomal markers in EVs purified by ultracentrifugation or with ExoQuick. Common exosomal markers were 
revealed by western blot. 
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Figure 2: Optimization of a protocol to activate neuronal activity in primary hippocampal neurons. 
A: Current clamp recordings of spontaneous electrical activity of a cultured hippocampal neurons in 5mM, 8mM and 
back to 5mM potassium. Larger scale enlargement of highlighted/boxed regions are provided below main trace. B: 
Quantification of average spiking frequency in these neurons in control condition, and at different time points after 
8mM potassium aCSF superfusion. (** p<0.01, *p<0.1, one way repeated measure ANOVA followed by Dunnett’s) 
C: Calcium imaging in neuronal cells (t-test, p-value <0,05). D: Immunocytochemistry against c-fos gene (t-test, p-
value <0,05).  E: Tunel assay shows no difference in the apoptosis level between 5mM and 8mM KCl treatments but 
significantly more in DNase I treated neurons (Kruskal-Wallis followed by Dunn’s posthoc test, p < 0.001). 
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Figure 3: miRNA content in EVs varies in cells and EVs upon neuronal activation. 

A, B: Volcano plot representing miRNA fold change in brain cells and EVs respectively, after the KCl treatment. The 
colors correspond to the following: black: non-regulated miRNAs; red: up-regulated miRNAs ; green: down-regulated 
miRNAs (Wilcoxon’s test, p-value <0,05). C: Correlation of the miRNA fold change between cells and EVs. 
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Figure 4: Vesicular miRNAs participate to the regulation of neuronal plasticity mechanism. 

A: Schematic representation of the experiment. Cultures were treated or not with 8 mM KCl to enhance neuronal 
activity. EVs were purified, and added in the medium of non-activated hippocampal cells. One day after, total RNA 
was extracted from recipient cells, and the transcriptome was analyzed by NGS. B: Volcano-plot of the fold-change of 
genes in recipient cells. The colors correspond to the following: black: non-regulated genes; red: up-regulated genes; 
green: down-regulated genes (Wilcoxon’s test, p-value <0,05).  C: Representation of the fold-change of significantly 
down-regulated and up-regulated genes (green and red respectively). 
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Figure 5: EV-enriched miRNAs after KCl treatment regulate genes in recipient cells involved in neuronal 
plasticity mechanisms. 

The circos plot represents target predictions between miRNA-enriched in EVs at 8mM KCl, regulated genes in 
recipient cells and associated GO terms. The colors correspond to the following: red: miRNAs enriched in EVs after 
KCl treatment; blue: predictive target genes actually regulated after KCl treatment; orange: GO terms; purple: link 
between miRNAs and predictive correlated target genes; green: link between genes and their associated GO terms. 

 

 

 



 
 

Chapitre 3- miARNs et vésicules extracellulaires dans le SNC- MANUSCRIT 

 

237 

Tables 

 

Table 1: miRNAs enriched in EVs compared to cells in basal conditions 
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Supplemental figures 

 

 

Supplemental figure 1: 25 mM KCl treatment does not activate neuronal activity. 

Current clamp recordings of spontaneous electrical activity of a cultured hippocampal neuron in 5mM, 25mM and 
back to 5mM potassium. Notice the huge depolarization induced by 25mM potassium as well as the complete 
blockade of synaptic and spiking activity. 
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3. Discussion et perspectives. 
 

 Notre travail confirme que les cellules du SNC en culture primaire libèrent des EVs. 

De plus, nous montrons que les EVs contiennent des miARNs, et de manière intéressante, 

que la composition en miARNs varie selon l’activation neuronale. Aussi, nous démontrons 

que l’ajout d’EVs issues de cultures activées, régule dans les cellules receveuses l’expression 

de gènes impliqués dans la plasticité neuronale. Nos résultats renforcent l’hypothèse selon 

laquelle l’échange de miARNs vésiculaires participe à la régulation de la plasticité 

neuronale. 

3.1. Les cellules du SNC libèrent des EVs : localisation, dynamique ? 

 Notre étude confirme que les cultures primaires de cellules d’hippocampe libèrent 

des EVs dans le milieu extracellulaire. De plus, nous validons la présence d’un organite 

spécifique, le MVB, responsable de la libération d’un type d’EVs : les exosomes, dans les 

neurones d’hippocampe en tranche et en culture (Cooney et al., 2002). 

 

Les neurones et les cellules gliales sont des cellules très polarisées, constituées d’un 

corps cellulaire et de longs prolongements. La structure de ces cellules est en étroite 

corrélation avec leurs fonctions. Nos résultats montrent que les MVBs sont présents dans le 

corps cellulaire et les prolongements des neurones. Nos observations sont en concordance 

avec d’autres publications, qui montrent également la présence de MVBs principalement 

dans les corps cellulaires des neurones et dans les dendrites, et de manière moins fréquente 

dans les axones (Altick et al., 2009). De manière intéressante, de nombreuses études 

localisent les MVBs dans les régions post-synaptiques (Chicurel and Harris, 1992; Cooney 

et al., 2002; Rind et al., 2005), laissant penser qu’ils joueraient un rôle dans les phénomènes 

de plasticité synaptique (Von Bartheld and Altick, 2011). Cela nous mène à penser que la 

libération des exosomes par les cellules neuronales est un phénomène contrôlé par la 

localisation, et le transport à la membrane des MVBs, dans lesquels ils sont enfermés. A ce 

propos, la kinésine KIFC2 est exprimée spécifiquement dans les neurones, et semble 

responsable du transport des MVBs le long des filaments du cytosquelette dans le corps 

cellulaire et les dendrites (Saito et al., 1997). En revanche cette kinésine est absente dans les 

axones (Saito et al., 1997). Une étude sur la localisation de la libération des exosomes dans 

les neurones mérite d’être réalisée. 
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 D’autre part, l’activité des neurones varie beaucoup et cela a un impact sur leur 

efficacité de communication. Il a aussi été montré que la taille des MVBs dans les neurones 

s’accroît lors d’une forte activité neuronale (Von Bartheld and Altick, 2011), ce qui laisse 

penser que la synthèse des ILVs et donc des exosomes augmente. Il serait donc pertinent de 

regarder 1) si la dynamique de libération des EVs est dépendante de l’activité neuronale, 2) 

si la quantité d’EVs libérées augmente avec l’activité neuronale. 

 

Notre équipe a récemment investi dans l’achat d’un appareil qui permet de 

quantifier les EVs : un qNano de chez Izon. Nous sommes actuellement en cours de mise 

au point de l’appareil pour quantifier les EVs purifiées à partir de cultures primaires 

d’hippocampe.  

 

 Pour répondre aux questions de localisation et de dynamique de libération, nous 

avons développé un outil qui consiste à exprimer la protéine CD63, exprimée à la surface 

des EVs, marquée d’une SEP en extravésiculaire et d’une mCherry en intravésiculaire 

(Figure 28A et B). La fluorescence de la SEP (super ecliptic pHluorine) est dépendante du 

pH : à pH acide, celle-ci n’émet pas de fluorescence, alors qu’à pH neutre, elle émet de la 

fluorescence. Ainsi, dans les MVBs, dont le pH est acide, les exosomes émettent 

uniquement de la fluorescence rouge grâce à la mcherry. Nous pouvons donc localiser les 

MVBs. Lors de la libération des exosomes dans le milieu extracellulaire, la SEP se retrouve 

dans un milieu à pH neutre, et émet de la fluorescence verte (Figure 28 C). Les exosomes 

libérés apparaissent donc jaunes. Nous avons validé l’outil dans des cultures primaires 

d’hippocampe, il est ainsi prêt à être appliqué. Nous proposons de réaliser cette 

expérimentation à l’aide de la microscopie TIRF (total internal inflection fluorescent 

microscopy), technique maîtrisée par David Perrais, collaborateur de l’Institut. Cette 

technique de microscopie pénètre peu profondément dans les cellules, et permet donc de se 

concentrer sur les évènements qui se réalisent à la membrane plasmique (Axelrod et al., 

1983). Grâce à cela, nous pourrons étudier la localisation sub-cellulaire de libération des 

exosomes, ainsi que sa dynamique en condition basale et activée. 
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Figure 28 : Représentation du principe de la construction CD63-SEP-mCherry. 

A : Représentation schématique de la construction plasmidique synapsine-CD63-SEP-mCherry. 

Le promoteur synapsine restreint l’expression de la protéine dans les neurones. La protéine CD63 
est une tétraspanine exprimée à la surface des EVs. La SEP est une GFP modifiée, dont la 
fluorescence dans le vert dépend du pH du milieu : à pH acide, la fluorescence est inhibée, alors qu’à 
pH neutre, la fluorescence est active. La mCherry est une protéine fluorescente, qui émet dans le 
rouge. B : Représentation schématique de l’expression de la construction. La protéine CD63 est 
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composée de 2 boucles extravésiculaires. La SEP a été intégrée dans la petite boucle, et est sensible 
au pH du milieu dans lequel résident les EVs. La mCherry  a été ajoutée sur une extrémité terminale 
de la protéine CD63, en position intravésiculaire. C : Représentation du mode de fonctionnement 

de l’outil CD63-SEP-mCherry. Dans le MVB, les exosomes résident dans un milieu acide, qui 
inhibe l’émission de la flurescence de la SEP. Ainsi, seule la fluorescence rouge émise par la 
mCherry est détectable. Lorsque les exosomes sont libérés dans le milieu extracellulaire, de pH 
neutre, la SEP émet de la fluorescence dans le vert. Ainsi, l’action de libération des exosomes est 
reconnaissable grâce à une émission de fluorescence jaune (combinaison des émissions dans le vert 
par la SEP et dans le rouge par la mCherry). 

 

3.2. Développement d’un protocole d’activation neuronal physiologique 

dans les cultures primaires. 

 

Les enregistrements électrophysiologiques préliminaires que nous avons réalisés 

(Dr Yves Le Feuvre) ont montré que les protocoles d’activation neuronale utilisés 

précédemment dans la littérature n’étaient pas optimaux. Plus particulièrement, les 

concentrations de KCl sont très élevées : 3h avec 25 mM de KCl (Bahrini et al., 2015; 

Fauré et al., 2006), et 100 mM KCl pendant quelques minutes à plusieurs reprises (Goldie 

et al., 2014). 

 

Bien que ces concentrations de KCl entraînent une dépolarisation neuronale, celle-

ci est trop importante et bloque finalement toute activité neuronale, tout du moins dans 

notre modèle de culture primaire d’hippocampe. Par conséquent, nous avons optimisé un 

protocole plus physiologique, qui consiste à un traitement extracellulaire de KCl de 8mM 

pendant 4 heures.  

 

Par ailleurs, nos premiers tests d’enregistrements électrophysiologiques ont 

également révélé que le milieu de culture que nous utilisions (Neurobasal medium, Gibco) et 

dans lequel nous pratiquions le protocole d’activation, inhibait l’activité neuronale. Notre 

constatation fait écho à une étude qui a comparé l’activité synaptique de neurones humains 

en culture dans différents milieux de culture, dont le Neurobasal (Bardy et al., 2015). Pour 

résoudre ce problème, nous avons effectué les expériences d’activation neuronale dans de 

l’aCSF (artificial cerebrospinal fluid) 5mM ou 8mM KCl. 

 

Suite à notre traitement, il existe une augmentation de la dépolarisation des 

neurones, de la concentration intracellulaire dans les neurones, et de leur activité, associées 
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à très peu de mort cellulaire. Des étapes d’optimisations supplémentaires pourraient être 

réalisées notamment sur le temps d’application du traitement. 

3.3. L’étude des miARNs contenus dans les EVs : un sujet complexe. 

Notre étude valide la présence de miARNs dans les EVs libérées par les cellules du 

SNC, et montre pour la première fois que le contenu en miARNs dépend de l’activité 

neuronale. Nous suggérons également que les EVs issues de cellules activées régulent 

l’expression de gènes impliqués dans la plasticité neuronale. Cette démonstration mène à 

l’hypothèse que l’échange des miARNs vésiculaires participe aux mécanismes de 

régulation de la plasticité neuronale. Notre travail s’inscrit dans une période au cours de 

laquelle l’intérêt pour les miARNs vésiculaires est grandissant. Néanmoins, l’étude de ce 

sujet est délicate, et nécessite de prendre quelques précautions.  

 

En effet, plusieurs techniques de purification des EVs (elles seront évoquées au 

chapitre 4), comme l’ultracentrifugation ou les solutions de précipitation, co-purifient 

d’autres structures associées à des ARNs, comme les larges complexes de protéines et les 

lipoprotéines (Vickers et al., 2011). En particulier, les ARNs associés aux lipoprotéines sont 

résistants aux traitements de RNAse, et peuvent libérer les miARNs dans des cellules 

receveuses (Vickers et al., 2011). Ainsi, des étapes additionnelles de purification sont 

conseillées (Tkach and Théry, 2016), comme la flottaison dans un gradient de densité, ou 

encore la purification par des anticorps spécifiques, avant d’annoncer un transfert de 

miARNs via des EVs (Lötvall et al., 2014). Notre travail est dans cette situation, car nous 

avons utilisé une solution de précipitation commerciale. Ainsi, nous devons réaliser 

quelques contrôles supplémentaires pour confirmer que les miARNs sont réellement 

associés à des EVs. 

 

D’autre part, la nature (mature, précurseur) et l’état (associé ou non au complexe 

RISC) des miARNs contenus dans les EVs sont des paramètres déterminants pour la 

réalisation et la vitesse de la régulation dans les cellules receveuses. En effet, un miARN 

mature déjà incorporé dans le complexe RISC est potentiellement efficace immédiatement 

dans la cellule receveuse, alors qu’un miARN sous sa forme de précurseur devra 

préalablement être pris en charge par Dicer pour être maturé. Dans notre étude, nous 

révélons la présence de miARNs dans les EVs à l’aide de la technique de RT qPCR, en 

utilisant une amorce qui reconnaît la séquence mature des miARNs d’intérêts. Nous 

postulons donc que les miARNs sont présents sous leur forme mature, mais nous ne 
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proposons pas de démonstration formelle. Pour vérifier notre hypothèse, il serait 

intéressant d’étudier la présence de la protéine AGO, membre du complexe RISC, dans les 

EVs. Ce sujet est d’autant plus intéressant que la littérature qui s’y consacre est hétérogène. 

En effet, certaines études montre que AGO co-localise avec les MVBs (Gibbings et al., 

2009; Lee et al., 2009) ou les microvésicles (Li et al., 2012a), alors que d’autres études ne la 

retrouvent pas dans les EVs (Shurtleff et al., 2016), ou démontrent que les miARNs qui 

sont co-purifiés avec la protéine AGO dans le milieu extracellulaire sont majoritairement 

hors des vésicules (Arroyo et al., 2011; Koppers-Lalic et al., 2014; Turchinovich et al., 

2011).  

 

Un autre paramètre important à prendre en compte dans le concept de la régulation 

de la cellule receveuse de miARNs vésiculaires, est le nombre de miARNs qui sont 

transmis par les vésicules. En effet, il semble peu pertinent d’imaginer qu’une seule copie 

d’un miARN ait un effet régulateur quelconque sur la physiologie de la cellule receveuse. 

L’étude de ce sujet est extrêmement délicate, car elle nécessite que l’on puisse quantifier de 

manière absolue le contenu en miARNs vésicule par vésicule, ce qui est actuellement 

techniquement impossible. Cependant, une étude a quantifié le nombre de miARNs par 

RT qPCR, et a rapporté la quantification au nombre d’exosomes présents dans 

l’échantillon (Chevillet et al., 2014). Cette étude démontre qu’il existe en moyenne moins 

d’une copie de miARNs par vésicule. Cette conclusion semble donc peu compatible avec 

les mécanismes de régulation décrits. Je propose plusieurs explications à cette 

contradiction. D’abord, les auteurs ont réalisé une courbe étalon à l’aide de miARNs 

synthétiques pour pouvoir quantifier les miARNs endogènes. Il se peut que les miARNs 

synthétiques soit techniquement plus facile à détecter que les miARNs endogènes, associés 

à d’autres molécules. Ainsi, leur quantification serait sous-estimée. D’autre part, notre 

travail, ainsi que les travaux qui décrivent un mécanisme de régulation ont principalement 

été réalisé in vitro, et ajoutent une grande quantité de vésicules sur les cellules receveuses 

(Ekström et al., 2012; Montecalvo et al., 2012; Sruthi et al., 2017). Il se peut donc que les 

paramètres expérimentaux ne reproduisent pas les conditions physiologiques, et que la 

régulation observée ne soit qu’un artéfact expérimental. Une autre hypothèse est que le 

travail de Chevillet et de ses collaborateurs ne représente pas les conditions physiologiques. 

En effet, les vésicules sont purifiées à partir de plasma humain, ou de milieu de culture de 

lignées cellulaires. En d’autres termes, les vésicules sont purifiées à partir d’un contexte 

biologique global. Or, il est fort probable que la communication inter-cellulaire par échange 

de vésicules se réalise localement entre deux cellules voisines, et que le message 
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moléculaire local soit donc masqué et dilué avec la méthode de purification globale. Une 

quatrième hypothèse est que la méthode de purification des EVs par ultracentrifugation 

endommage la membrane des vésicules, libérant le contenu de ces dernières dans le milieu 

extra-cellulaire, favorisant ainsi leur dégradation. L’étude stoechiométrique du nombre 

d’EVs et du nombre de miARNs par EVs doit donc être complétée. 

 

La problématique précédente amène aussi à la question de la localisation des 

miARNs par rapport aux EVs : les miARNs sont-ils contenus dans la lumière des EVs, ou 

sont-ils transportés à la surface des EVs ? Plusieurs travaux qui s’intéressent à l’échange des 

miARNs vésiculaires réalisent des digestions à la RNAse pour dégrader les miARNs libres, 

et concluent que les miARNs sont empaquetés à l’intérieur des EVs (Cheng et al., 2014; 

Shurtleff et al., 2016). Néanmoins ce contrôle ne suffit pas à exclure un transport à la 

membrane des EVs de miARNs protégés par des protéines, comme par exemple le 

complexe RISC. Pour répondre à cette question, nous avons réalisé une série 

d’expérimentations, dans lesquelles nous avons réalisé soit 1) une digestion à la RNase 

seule, ou 2) ou digestion à la protéinase K suivie d’une digestion à la RNase, suivie d’une 

RT qPCR. Cette stratégie n’a pas permis d’exclure une localisation extra-vésiculaire des 

EVs des miARNs, en revanche nous pouvons affirmer qu’une partie des miARNs est 

empaquetée dans la lumière des EVs. Pour répondre complètement à cette question, il 

serait intéressant de visualiser les molécules de miARNs dans les EVs. Cela nécessite de 

développer un protocole de marquage des miARNs qui soit compatible avec de la 

microscopie électronique. 

 

3.4. Mécanisme d’empaquetage sélectif des miARNs dans les neurones. 

 Nos résultats suggèrent un empaquetage sélectif de certains miARNs dans les EVs 

en réponse à une forte activité neuronale. Des résultats en faveur d’un empaquetage sélectif 

ont déjà été publiés (Koppers-Lalic et al., 2014; Mittelbrunn et al., 2011; Nolte-’t Hoen et 

al., 2012; Villarroya-Beltri et al., 2013), en revanche c’est la première fois, à notre 

connaissance, qu’il est montré que la sélection des miARNs cargos peut être dépendante de 

l’activité neuronale. 

 

Plusieurs études mettent en évidence la présence de motifs enrichis dans les 

miARNs empaquetés dans les EVs, nommés EXOmotifs, qui serviraient à la sélection 

d’adressage dans les EVs (Hoshina et al., 2016; Villarroya-Beltri et al., 2013). D’autres 

études montrent l’implication de protéines de la famille des RNA-binding protein comme Y-
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box1 ou SYNCRIP (Santangelo et al., 2016; Shurtleff et al., 2016). Enfin, une équipe 

montre que la voie de signalisation KRAS-MEK participe à la localisation sélective de la 

protéine AGO2 dans les exosomes (Cha et al., 2015; McKenzie et al., 2016). Nous avons 

cherché à retrouver les motifs présentés dans les études précédentes, dans les miARNs que 

nous retrouvons spécifiquement exprimés dans les EVs comparé aux cellules. Nous 

n’avons pas retrouvé les EXOmotifs identifiés dans l’étude de Villarroya-Beltri et Shurtleff. 

De plus, nous n’avons pas cherché à révéler la présence de la protéine hnRNPA2B1, qui 

interagit avec l’EXOmotif présenté par Villarroya-Beltri, car ce travail a déjà été réalisé par 

Charlotte Javalet au cours de sa thèse, sur des exosomes issus de cultures primaires de 

neurones (même modèle d’étude que le nôtre), et ne l’a pas retrouvée (Charlotte Javalet, 

2016). Nous pensons donc que les EXOmotifs et les acteurs responsables de l’adressage 

spécifique de certains miARNs dans les EVs sont dépendants de la nature de la cellule 

d’intérêt. Nous avons donc cherché à identifier des EXOmotifs de novo pour les EVs du 

SNC. Malheureusement, nous n’avons pas pu identifier de nouveaux EXOmotifs. Ce 

résultat s’explique peut-être par le nombre peu important de miARNs que nous avons 

identifié dans les EVs par RT-qPCR. Une analyse de ces vésicules par NGS nous 

permettrait peut-être d’identifier un motif spécifique des cellules du SNC.  

 

3.5. Le transfert de miARNs dans les EVs : un nouveau mécanisme de 
régulation de la plasticité neuronale ? 
 
 Nos résultats de corrélation bioinformatique montrent une corrélation entre 

l’expression des miARNs issus des EVs de cultures activées, et celle de gènes dans les 

cellules receveuses intervenant dans la régulation de la plasticité neuronale. Cela suggère 

pour la première fois que l’échange de miARNs vésiculaires jouerait un rôle dans la 

régulation de la plasticité neuronale. 

 

 Pour confirmer cette hypothèse, nous envisageons de valider les prédictions 

bioinformatiques que nous avons obtenues, afin de confirmer que les miARNs d’intérêt 

régulent effectivement leurs cibles prédictives. Pour cela, nous avons développé des virus 

qui codent pour les miARNs d’intérêt suivants : miR-141, -295, -337 et -880, et le cel-miR-

67 en contrôle, sous le contrôle du promoteur neuronal synapsine. Nous envisageons 

d’infecter des cultures primaires de neurones d’hippocampe, et de quantifier l’expression 

des miARNs et de leurs cibles prédictives par RT qPCR. Ensuite, nous souhaitons valider 

les résultats en effectuant des tests rapporteurs luciférase. L’ensemble de ces 
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expérimentations nous permettra de valider la régulation des miARNs sur les ARNm cibles 

que nous avons prédits. 

 

 Dans un second temps, nous souhaitons démontrer expérimentalement le transfert 

des miARNs entre les EVs et les cellules receveuses, ainsi que leur pouvoir régulateur. 

Nous avons réalisé un premier test entre des EVs issues de la lignée cellulaire HEK 293 

transfectée avec le cel-miR-67, un miARN exogène originaire du nématode c. elegans, et des 

cultures primaires de neurones électroporées avec la construction rapportrice du cel-miR-

67. Ces résultats confirment que les miARNs vésiculaires sont libérés dans les cellules 

receveuses, et sont capables d’y réguler leurs cibles (Figure 29). Nous souhaitons réitérer 

cette expérience dans laquelle des cultures primaires de neurones seront la source d’EVs, et 

serviront de cellules receveuses. 

 
Figure 29: Test préliminaire de transfert des miARNs vésiculaires vers les cellules receveuses. 

A : Représentation du principe de l’expérience. Les cellules HEK 293 ont été transfectées avec le 
miARN exogène cel-miR-67, originaire de c. elegans. Les EVs ont été purifiées, puis ajoutées dans 
des cultures primaires d’hippocampe, électroporées avec la construction rapportrice luciférase 
fusionnée à soit 1) la partie 3’UTR contenant le site de liaison avec le cel-miR-67, soit 2) la partie 
3’UTR possédant un site de liaison muté. L’émission de bioluminescence a été quantifiée 24h après 
l’ajout des EVs. B : Résultats expérimentaux du test rapporteur luciférase. Une diminution de l’émission 
de la bioluminescence est observée avec l’ajout d’EVs contenant le cel-miR-67, sur les cellules 
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exprimant la construction rapportrice avec le site de liaison, mais pas celles exprimant la 
construction avec le site de liaison muté. 

 

 Nous envisageons également de confirmer la régulation potentielle des EVs sur la 

physiologie des neurones. Pour cela, nous souhaitons évaluer la variation d’activité 

neuronale de cultures primaires incubées avec des EVs libérées par des cultures contrôles 

ou activées. Pour cela, nous pensons mettre en œuvre la méthode d’optopatch (Hochbaum 

et al., 2014) et de multi electrode array (Nicholson and Llinás, 1975), à l’aide du Dr Yves Le 

Feuvre, électrophysiologiste de l’équipe. Ces techniques nous permettront d’enregistrer la 

variation d’activité des neurones, à l’échelle du réseau, en fonction de la nature des EVs 

ajoutées à leur milieu de culture. 

 
 Pour conclure, ce travail renforce l’hypothèse d’un rôle régulateur joué par 

l’échange de miARNs vésiculaires dans le SNC. Nos résultats suggèrent aussi que ce mode 

de communication peut être impliqué dans les mécanismes de régulation de la plasticité 

neuronale. Dans le but de mieux comprendre l’importance de cette voie de communication 

dans le SNC, il serait intéressant d’évaluer le rôle individuel de chacun des types 

cellulaires : les neurones et les cellules gliales. 
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CHAPITRE 4 

Mise au point d’une technique de 

purification des vésicules extracellulaires 

selon l’origine du type cellulaire. 
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Chapitre 4 : Mise au point d’une technique de 
purification des vésicules extracellulaires selon 
l’origine du type cellulaire. 

1. Introduction. 
 

Isoler, purifier et surtout séparer les différents types de vésicules extracellulaires est 

un véritable défi. En effet, les EVs sont de petite taille, il n’existe actuellement pas de 

marqueurs totalement discriminants entre les exosomes et les microvésicules, et la 

contamination des échantillons avec des débris cellulaires peut se réaliser. Ainsi, le 

développement de nouvelles technologies et méthodes de purification des EVs est un sujet 

d’actualité. Actuellement, il existe plusieurs stratégies, dont les principales vont être 

présentées ci-après. 

1.1. Les principales techniques de purification des vésicules 
extracellulaires. 

1.1. L’ultracentrifugation, la méthode phare. 
 
 La méthode la plus utilisée pour purifier les EVs se base sur des étapes de 

centrifugations différentielles et d’ultracentrifugation (Zaborowski et al., 2015). Cette 

technique sépare les vésicules extracellulaires des autres composants de l’échantillon selon 

leur capacité de sédimentation différentielle. Cette dernière dépend de la taille et de la 

densité des particules (Lane et al., 2017).  

 

La technique d’ultracentrifugation a originellement était décrite par Clothile Théry 

(Théry et al., 2006), et est très utilisée pour purifier les exosomes. Cette méthode consiste 

en une étape initiale de centrifugation à faible vitesse pour éliminer les cellules (300 g, 10 

min à 4°C) et les débris cellulaires (2000g, 10 min, 4°C). Dans la plupart des protocoles, 

cette étape s’ensuit d’une méthode de séparation des grandes et des petites vésicules 

(microvésicules et exosomes respectivement), par une filtration 0,2-0,8 µm ou une 

centrifugation à 10 000- 20 000g. Si l’étape précédente n’est pas réalisée, à la fois les 

exosomes et les microvésicules seront culotés. La phase suivante consiste à effectuer une 

ultracentrifugation pour culoter les vésicules (100 000g, 1,5 ou 2h). Finalement, des étapes 

supplémentaires peuvent être effectuées, selon la nature de l’échantillon de départ (milieu 

de culture ou fluide corporel de patient) pour affiner la purification ou la séparation des 
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catégories de vésicules. Par exemple, pour les échantillons visqueux provenant des fluides 

corporels, des étapes de dilutions incrémentielles dans du PBS suivies de nouvelles phases 

de centrifugation, ou bien l’ultracentrifugation dans un gradient de sucrose peuvent être 

réalisées (Rani et al., 2011). Les centrifugations dans un gradient de densité favorisent la 

purification des EVs, et la séparation  des différentes sous-populations par leur taille 

(Heijnen et al., 1999; Théry et al., 2001). 

 

Tableau 6: Présentation des protocoles généraux d'ultracentrifugation pour les exosomes et les 
microvésicules. 

 Exosomes Microvésicules 

Taille 40-120 nm 100nm-1µm 

Etapes de centrifugation et de 

filtration 

1. 300g, 10 min 

2. 2000g, 10 min 
3. Filtration (0,1 ; 0,22 ou 0,8 µm) 
4. 100000-120000g, 1,5-2 h 
 

1. 300g, 10 min 

2. 2000g, 10 min 
3. Filtration (optionnel) 0,8, 1µm 
4. 10-20 000g, 30 min 

Purifications additionnelles 

1. Dilutions multiples dans du PBS 

et centrifugations 100000g, 70 min 

2. Centrifugation dans un gradient 
de sucrose 
 
3. Immuno-affinité 

Pas décrit 

Fraction dans le gradient de 

sucrose 

1,07-1,18 g/mL 1,12-1,20 g/mL 

Tableau adapté de : (Zaborowski et al., 2015; Kowal et al., 2016). 

 

 Le protocole présenté ci-dessus est général (Tableau 6), et peut s’adapter à la nature 

de l’échantillon ou aux analyses subséquentes. Deux protocoles à base d’ultracentrifugation 

ont notamment été adaptés et mis au point pour étudier les EVs du SNC : le premier est 

adapté à la collecte des EVs à partir de milieu de cultures primaires de neurones 

(Laulagnier et al., 2017), alors que le second propose de récupérer les EVs à partir de tissu 

humain de SNC (Vella et al., 2017). 

1.2. L’immuno-purification. 
 
 Les méthodes basées sur l’immuno-affinité sont également courantes. Le principe 

est de greffer à la surface de billes magnétiques des anticorps dirigés contre un marqueur 

protéique exprimé à la surface des EVs. Les EVs sont ensuite collectées du milieu à l’aide 

d’un aimant, qui fixe les billes. L’utilisation de billes magnétiques commerciales, couvertes 

d’anticorps dirigés contre les tétraspanines CD63, CD9 et CD81 qui sont exprimées à la 

surface des EVs a par exemple été effectuée  (Kowal et al., 2016; Shurtleff et al., 2016). 
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 D’autre part, l’immuno-affinité peut permettre de discriminer l’origine cellulaire des 

EVs d’intérêt, dans le cas où un marqueur spécifique du type cellulaire est connu pour être 

incorporé dans les EVs. Par exemple, des billes couvertes de l’anticorps dirigé contre A33 

ont permis de purifier des EVs libérées par des cellules cancéreuses (Mathivanan et al., 

2010). D’autre part, l’utilisation de billes couplées à l’anticorps contre Ep-CAM a enrichi la 

capture d’EVs libérées par des cellules de cancer ovarien à partir de sérum (Taylor and 

Gercel-Taylor, 2008). Enfin, une équipe a mis en évidence que la protéine α-synucléine est 

retrouvée plus exprimée dans les exosomes issus de neurones de patients souffrant de la 

maladie de Parkinson, en purifiant les exosomes avec des billes couvertes de l’anticorps 

contre L1CAM (Shi et al., 2014), qui a précédemment était montrée comme étant exprimée 

à la surface des exosomes de neurones (Fauré et al., 2006). 

1.3. La chromatographie à exclusion de taille. 
 
  La chromatographie à exclusion de taille est une méthode dans laquelle les 

molécules sont séparées selon leur taille (et pas leur poids moléculaire). Elle se réalise à 

l’aide de billes poreuses, regroupées dans des colonnes, et attachées sur un support neutre. 

Les billes sont criblées de nombreux pores de tailles variables (Mol et al., 2017). 

 

 La solution est éluée dans la colonne de la chromatographie à exclusion de taille, et 

les molécules traversent les pores. Il existe une corrélation entre le temps d’élution, et la 

taille des molécules. En effet, plus la molécule est petite, plus facilement elle va pouvoir 

traverser les pores de petite taille. Cela signifie que les molécules de petites tailles pénètrent 

profondément dans la matrice de billes, elles sont donc retenues longtemps dans la 

colonne. Au contraire, plus la molécule est grande, moins elle sera retenue dans les billes 

car elle les traverse par les gros pores. Ainsi les molécules de grandes tailles sont éluées 

rapidement (Lane et al., 2017; Taylor and Shah, 2015). 

1.4. Les solutions de précipitation commerciales. 
 
 L’intérêt grandissant envers l’étude des EVs, ainsi que la lourdeur de la méthode de 

purification principale par ultracentrifugation, ont provoqué le développement de solutions 

de purification « clé en main », faciles d’utilisation. Le principe général est le suivant : les 

débris cellulaires sont éliminés par centrifugation, puis le milieu est incubé avec la solution 

de précipitation. Ensuite, les EVs sont précipitées par centrifugation douce en comparaison 

avec l’étape d’ultracentrifugation classique décrite précédemment. Néanmoins, les 
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mécanismes précis d’action de ces solutions restent le secret des fournisseurs (Lane et al., 

2017). 

 

 Aujourd’hui, beaucoup de fournisseurs des laboratoires de recherche proposent 

une solution de précipitation des EVs, dont voici quelques exemples (Lane et al., 2017) : 

• ExoQuick, SBI, adapté pour le milieu de culture, et les fluides biologiques. 

 

• Total Exosome Isolation Reagent, Invitrogen, destiné à être utilisé pour le 

milieu de culture ou le sérum. 

 

• ExoSpin, Cell Guidance Systems, adapté pour le milieu de culture de 

cellules, les échantillons d’urine, de salive, de sang et de plasma ; 

 

• ExoEasy, Qiagen, adapté pour le milieu de culture de cellules, le plasma et 

le sérum. 

 

1.5. Quelques points de comparaison des différentes méthodes de purification. 
 
Tableau 7: Comparaison des méthodes de purification des EVs. 

 Avantages Désavantages 

Ultracentrifugation 

Méthode de référence pour purifier les 
exosomes, purification propre, 
possibilité d’ajouter d’autres étapes de 
purification. Permet de partir 
d’échantillons de gros volumes. 

Méthode longue, peu de discrimination 
des sous-types de vésicules, et de 
l’origine cellulaire, parfois perte de la 
fonction biologique des EVs purifiées. 
Nécessite du matériel adapté 
(ultracentrifugeuse, rotor, tubes) 

Immunopurification 
Rapide et efficace, peut permettre dans 
certains cas de discriminer l’origine 
cellulaire  

Pas de discrimination des sous-types de 
vésicules, coûteux en anticorps, liaison 
aspécifique 

Chromatographie à 
exclusion de taille 

Evite la co-purification d’agrégats de 
protéines ou de lipoprotéines, rapide, 
très efficace à partir de fluides corporels 

Pas de distinction de l’origine cellulaire 
des EVs 

Solutions de 
précipitation 

Facile à mettre en oeuvre, peu de 
matériel de départ 

Onéreux, co-purification de 
contaminants, pas de distinction entre 
les exosomes et les microvésicules, peu 
adapté pour les méthodes d’analyses 
protéiques et nucléiques. 

Sources : (Böing et al., 2014; Greening et al., 2015; Lane et al., 2017). 
 
 Ces différentes méthodes ont été comparées (Böing et al., 2014; Greening et al., 

2015; Zaborowski et al., 2015; Zarovni et al., 2015), et chacune présente des avantages et 

des inconvénients (Tableau 7). Plus concrètement, bien que l’ultracentrifugation soit la 

méthode la plus utilisée, présentée comme la méthode standard de purification des EVs, les 

techniques d’immuno-affinité et de chromatographie à exclusion de taille semblent plus 
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performantes et co-purifient moins de contaminants à partir d’échantillons complexes 

comme les fluides corporels (Böing et al., 2014; Greening et al., 2015). Au contraire, bien 

que les solutions de précipitations commerciales soient rapides et très faciles à mettre en 

œuvre, elles présentent peu de spécificité, ne permettent pas de distinguer les petites des 

grandes vésicules, et surtout co-purifient les agrégats de protéines et les complexes de 

lipoprotéines (Lobb et al., 2015). 

 

D’autre part, la méthode de purification des EVs impacte la qualité des analyses qui 

suivent, en particulier pour les analyses transcriptomiques et protéomiques (Taylor and 

Shah, 2015). Par exemple, l’ultracentrifugation peut endommager les membranes des 

vésicules, ce qui peut réduire la récupération des protéines et des ARNs, et par conséquent 

en  limiter l’analyse (Taylor and Shah, 2015). 

 

Dans tous les cas, mis à part quelques immuno-purifications particulières, il n’existe 

actuellement pas, à ma connaissance, de méthode qui permette de discriminer l’origine 

cellulaire des EVs. 

 

1.2. L’intérêt d’une purification cellule spécifique des vésicules 
extracellulaires dans le système nerveux. 

 

La vision de la synapse chimique classique, qui consiste en la communication des 

éléments pré- et post-synaptiques, s’est récemment transformée, et inclut plus activement 

les cellules gliales, en particulier les astrocytes et les microglies. 

1.2.1. La synapse tri-partite : le neurone pré-synaptique, post-synaptique, et l’astrocyte. 
 
 L’analyse de l’ultrastructure du SNC montre que les astrocytes entourent et 

enroulent les terminaisons nerveuses, ce qui fait d’eux un intermédiaire de communication 

privilégié avec les synapses (Araque et al., 1999a). D’autre part, les astrocytes présentent à 

leur surface plusieurs récepteurs aux neurotransmetteurs, et l’activation de ces récepteurs 

conduit à la création d’une vague calcique chez les astrocytes, suivie de la libération de 

glutamate dans la fente synaptique (Bezzi et al., 1998; Parpura et al., 1994; Pasti et al., 

1997). La libération d’autres molécules actives, comme l’ATP, ou encore la D-sérine, ont 

été également décrites (Bezzi and Volterra, 2001). En retour, les gliotransmetteurs agissent 

sur les neurones avec un décours temporel qui s’étend de la seconde à la minute, et régulent 

la transmission synaptique (Araque et al., 2014). Ces découvertes ont établi le concept de la 
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synapse tripartite, qui regroupe les éléments neuronaux pré- et post-synaptiques, ainsi 

qu’un astrocyte. La synapse tripartite représente une vision fonctionnelle intégrative de la 

physiologie de la synapse, dans laquelle l’astrocyte est considéré comme un protagoniste 

actif dans la régulation du transfert d’information entre les neurones (Araque et al., 1999b) 

(Figure 30). 

 

 
Figure 30: Représentation de la synapse tripartite. 

Le concept de la synapse tripartite considère l’astrocyte (en vert) comme étant fonctionnellement 
intégré dans les composants de la synapse. Durant la transmission synaptique, le glutamate 
(neurotransmetteur excitateur) est libéré dans la fente synaptique. Ce dernier active les récepteurs 
NMDA et AMPA situés à la surface de l’élément post-synaptique, ainsi que les récepteurs 
métabotropiques qui se situent à la surface de l’astrocyte (1). Cela entraine une élévation de la 
concentration intracellulaire en calcium dans l’astrocyte (2). En retour, l’astrocyte libère des 
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gliotransmetteurs dans la fente synaptique (3), qui vont réguler l’efficacité de transmission. Ce 
schéma est largement inspiré de : (Panatier et al., 2014). 

1.2.2. L’hypothèse de la synapse quadri-partite : les neurones pré-synaptique, post-
synaptique, l’astrocyte, et la microglie. 
 
 Les microglies, qui sont les cellules immunitaires résidentes du SNC, sont 

dynamiques en condition physiologique et surveillent constamment l’environnement en 

étendant et rétractant leur prolongements (Schafer et al., 2013). Plus précisément, les 

prolongements des microglies entrent en contact physique avec les astrocytes et les 

neurones (Nimmerjahn et al., 2005). D’autre part, plusieurs travaux montrent que les 

microglies peuvent rapidement modifier la dynamique de leurs prolongements, mais 

également leur libération de cytokine et leur potentiel de membrane, en réponse à la 

neurotransmission (Biber et al., 2007; Kettenmann et al., 2011). En effet, les microglies 

sont équipées de récepteurs aux neurotransmetteurs (Pocock and Kettenmann, 2007), 

suggérant leur capacité à déceler la modification de l’activité synaptique. D’autre part, les 

microglies modulent les transmissions synaptiques excitatrices et inhibitrices (Pascual et al., 

2012; Tsuda et al., 2003), en libérant divers types de molécules, comme des chémokines et 

des chimiokines, ou des neurotransmetteurs (Rial et al., 2015). Tous ces arguments sont en 

faveur de l’hypothèse selon laquelle les microglies jouent aussi un rôle critique dans la 

régulation de l’efficacité de la transmission synaptique (Rial et al., 2015), dans le concept 

de la synapse quadripartite (Schafer et al., 2013) (Figure 31). 
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Figure 31: Représentation de la synapse quadripartite. 

La synapse quadripartite se compose des éléments neuronaux pré- et post-synaptiques (bleu), d’un 
astrocyte (vert), et de la microglie (rouge). Les microglies sont dotées de récepteurs aux 
neurotransmetteurs neuronaux, qui leurs permettent de déceler les variations d’activité synaptique. 
En réponse, elles libèrent des gliotransmetteurs, qui moduleraient la transmission synaptique, et 
d’autres molécules. Schéma inspiré de : (Rial et al., 2015). 

 

1.3. La problématique de l’étude. 
 

 Les vésicules extracellulaires sont libérées par tous les types cellulaires du SNC, et 

jouent un rôle crucial dans la communication inter-cellulaire. Les premiers travaux 

démontrent que l’échange de vésicules extracellulaires intervient dans la modulation de 

divers processus, importants pour la physiologie du SNC : la transmission synaptique, la 

myélinisation, l’inflammation, la protection des neurones, ou encore l’arborisation 

dendritique. Ainsi, l’échange de telles vésicules pourrait également participer à la 
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régulation de la transmission synaptique dans les concepts des synapses tri- et quadri-

partites. 

 

 Cependant, les démonstrations du rôle des vésicules extracellulaires ont 

principalement été réalisées à partir de cultures primaires de cellules enrichies en un type 

cellulaire particulier. Ce modèle présente une limite importante : la séparation physique des 

différents types cellulaires entre eux. Cela crée un modèle d’étude peu représentatif de la 

physiologie réelle du SNC, dans laquelle les cellules sont imbriquées entre elles, et leurs 

fonctions inter-dépendantes. 

 

 D’autre part, les techniques actuelles de purification des vésicules extracellulaires 

ne permettent pas d’isoler les vésicules selon leur origine cellulaire. De plus, la littérature 

actuelle ne décrit pas la présence de marqueur de surface exprimé sur les vésicules qui soit 

spécifique des neurones, des astrocytes, et des microglies. Ces restrictions limitent les 

études ayant pour but d’élucider le rôle des vésicules extracellulaires libérées par chacun 

des types cellulaires du SNC. 

 

 L’objectif de ce travail est de mettre en place une stratégie de purification des 

vésicules extracellulaires, en tenant compte de leur origine cellulaire. 

 

 Dans ce travail, j’ai participé à l’élaboration des stratégies expérimentales, à leur 

réalisation, et à l’analyse des résultats. J’ai également réalisé les figures associées. 
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2. Matériel et méthodes. 

2.1. Stratégie de clonage. 
 

Les séquences des gènes (CD63 et Lamp2b), et promoteurs (synapsine, GFAP, 

CX3CR1) à amplifier ont été récupérées sur la plateforme Ensembl 

(https://www.ensembl.org/index.html).  

 

Les amorces de PCR ont été réalisées sur Perlprimer, en tenant compte des paramètres 

suivants : 

• Longueur des amorces comprises entre 18 et 25 nt 

• Température d’hybridation comprise entre 50 et 65 °C 

• Moins de 2 °C d’écart pour la température d’hybridation entre les deux amorces. 

 

Les séquences des sites reconnus par les enzymes de restriction d’intérêt ont été 

rajoutées dans les séquences d’amorces, et la température d’hybridation a été recalculée 

avec l’outil Tm calculator de Thermo Fisher Scientific. 

 

Les amplifications par PCR ont été réalisées à partir d’ADNc de l’organisme d’intérêt, 

en suivant les instructions du kit de l’enzyme ADN polymérase Phusion High-Fidelity, 

Thermo Fisher Scientific, dans le thermocycleur Mastercycler epgradient, Eppendorf. 

 

La taille des amplifiats de PCR a été vérifiée par migration sur gel d’agarose 1%, en 

utilisant l’intercalant d’ADN Sybr Safe, Thermo Fisher Scientific. Puis, les produits de 

PCR de la taille attendue ont été purifiés du gel, en suivant les instructions du kit GeneJet 

Gel extraction kit, Thermo Fisher Scientific. Une quantité d’1 µg d’insert et de vecteur 

(pcDNA3.1, Thermo Fisher Scientific) a été digérée par les enzymes de restrictions 

adéquates, à 37°C. Les inserts et les vecteurs ont été ligués entre eux en respectant un ratio 

compris entre 1/3 et 1/9 (vecteur/insert). 

 

Les constructions liguées ont été insérées dans les bactéries ultracompétentes XL-10 

gold, Stratagene, à l’aide d’un choc thermique de 30 sec à 42°C, en suivant les instructions 

du fournisseur et en condition stérile. Ensuite, les bactéries ont été ensemencées sur des 

boîtes d’agar contenant l’antibiotique adéquat, et mises en culture sur la nuit à 37°C. Le 
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lendemain, 10 colonies isolées ont été mises en cultures dans de l’agar liquide contenant 

l’antibiotique voulu (100µg/mL), à 37°C, sur la nuit et sous agitation. 

 

Les plasmides ont été isolés des bactéries en suivant les instructions du fournisseur du 

kit GeneJET Plasmid Miniprep, Thermo Fisher Scientific. La vérification de 

l’incorporation des inserts s’est réalisée par digestion du plasmide avec les enzymes de 

restriction utilisées, migration sur gel d’agarose 1%, et envoi au séquençage (Eurofins) des 

plasmides ayant incorporé un insert de la taille attendue. 

 

Le séquençage a été vérifié par alignement de la séquence lue avec notre séquence 

théorique, à l’aide du logiciel BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Enfin, les 

plasmides dont la séquence a été validée ont été amplifiés et purifiés en suivant les 

instructions du kit Endofree Plasmid Maxi kit, Qiagen. 

 

2.2. Création des virus. 
 

Les constructions plasmidiques, contenant un promoteur spécifique (synapsine/ 

GFAP ou CX3CR1), et la protéine Lamp2b taggée (HA, FLAG ou c-myc), ont été 

réalisées de nouveau dans un vecteur contenant les séquence de reconnaissance par les 

virus. Puis, les lentivirus défectifs pour la réplication ont été réalisés par la plateforme de 

vectorologie Vect’UB (http://www.tbmcore.u-bordeaux.fr/vectorologie/).  

2.3. Cultures cellulaires. 

2.3.1. La lignée HEK 293. 
 
 Les cellules HEK 293 (Human Embryonic Kidney 293) ont été mises en culture  à 

400 000/ flasque,  dans des flasques de 25 cm2 (Dutcher), avec du milieu de culture 

composé de : DMEM, glutamax 3,87mM, glucose 25 mM, pénicilline 100UI/mL, 

streptomycine 100mg/mL, GIBCO. Elles ont été cultivées dans un incubateur à 37°C, 5% 

de CO2. 

2.3.2. Les cultures primaires d’hippocampe de rat. 
 
 Les hippocampes ont été prélevés à partir d’embryons de rats Sprague-Dawley au 

stade E18. Une dissociation enzymatique de 15 min avec de la trypsine a été réalisée, suivie 

d’une dissociation mécanique à l’aide de 2 pipettes pasteur en verre avec des embouts de 

diamètre différents. Les cellules ont été ensemmencées sur des supports pré-coatés avec de 
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la poly-L-Lysine (Sigma) à 1mg/mL. La densité d’ensemmencement était de 200*103 

cellules /mL pour la méthode « banker », et de 800*103/ puits de plaques 6 puits pour les 

cultures mixtes. Les cellules ont été cultivées dans du milieu Neurobasal, Gibco, 

supplémenté de 2% de SM1, Stemcells Technologies, de 2 mM de L-glutamine, Gibco, et 8 

uM d’AraC (cytosine-β-d-arabinofuranoside), Sigma, dans un incubateur à 37°C et 5% de 

CO2. 

2.4. Immunocytochimie. 
 
 Les cellules ont été rincées 5 min avec du PBS préchauffé à 37°C, puis fixées avec 

4% de paraformaldéhyde pendant 15 min à 37°C. Avant l’incubation des anticorps 

primaires, les cellules ont été perméabilisées avec du PBS, 0,25% de Tween-20 pendant 30 

min. L’incubation des anticorps primaires (Tableau 8) s’est réalisée à température ambiante 

2h, dans une solution d’incubation composée de PBS, 0,25% Tween-20, 1% de BSA 

(Sigma). Les anticorps secondaires ont été incubés dans la même solution d’incubation, 2h 

à température ambiante. Les cellules ont été montées entre lame et lamelle avec le milieu 

de montage Dako. Les observations ont été réalisées avec le microscope à fluorescence 

(Axioplan 2 imaging, Zeiss), et les images ont été prises avec le logiciel NIS-Elements 

BR4.00.05. 

 
Tableau 8: Anticorps utilisés pour l'immunocytochimie. 

Cible de l’anticorps I Espèce Dilution Fournisseur 
GFP lapin 1/500 Invitrogen 
CD63 souris 1/500 BD Pharmingen 
Lamp2 lapin 1/500 Thermo Fisher Scientific 

HA souris 1/1000 Covance 
c-myc souris 1/1000 Roche 
Flag lapin 1/1000 Abcam 

Cible de l’anticorps II Révélation Dilution Fournisseur 
Souris Alexa 568 1/1000 Invitrogen 
Lapin Alexa 488 1/1000 Invitrogen 

Biotine Alexa 568 et 488 1/1000 Invitrogen 
 

2.5. Insertion des plasmides dans les cellules. 

2.5.1. Lipofection dans la lignée HEK 293. 
  

 Les cellules HEK 293 ont été transfectée à 80% de confluence, en suivant les 

instructions du kit Effectene Transfection Reagent, Qiagen. Une quantité de 3µg totale de 

plasmide a été transfectée par flasque. 
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2.5.2. Electroporation dans les cultures primaires d’hippocampe. 
 

Une quantité totale d’1 µg de plasmide pour 1 million de cellules fraîchement 

disséquées a été électroporée, en suivant les instructions du fournisseur (Amaxa 

Nucleofector for primary cells, Lonza). Le choc électrique a été réalisé en utilisant le 

programme CU-133, optimisé pour conserver une haute viabilité cellulaire. 

2.5.3. Infection des cultures primaires d’hippocampe. 
 

Les infections virales se sont réalisées dans une pièce de culture dédiée de niveau II, 

qui contient une entrée à double sas, et sous un PSM. Les cultures primaires ont été 

infectées 7 jours après leur mise en culture, à MOI 10 (multiplicity of infection), pendant 24h. 

Le lendemain, le milieu de culture a été entièrement renouvelé. Puis, chaque jour suivant, 

pendant 1 semaine, 1/3 du milieu de culture a été renouvelé. 

2.6. Western blot. 
 
 Les cellules ont été rincées au PBS préchauffé à 37°C, puis 500 µL de milieu 

d’extraction protéique a été ajouté (HEPES pH: 7,2 50 mM, EDTA 10 mM, SDS 0,1%, 

Igepal 1%, N-(3-Dimethylaminopropy)-N’éthylcarbodiimide hydrochloride 0,5%). Puis 

l’ensemble a été incubé 15 min sur de la glace, et finalement centrifugés 15 min à 8 000 g. 

Le surnageant à été récupéré, et dosé sur le Biophotomètre d’Eppendorf, en suivant les 

instructions du kit Protein Assay, Biorad. Ensuite, 10 µg de protéines a été dilué dans du 

tampon Laemli 6X, et dénaturé 10 min à 95 °C, puis mis 10 min dans la glace. Les 

protéines ont été déposées sur des gels commerciaux 4-20% d’acrylamide Mini-Protean 

TGX Stain-Free Precast gel, Biorad. La migration s’est réalisée dans le système 

MiniPROTEAN 3 Cell System, Biorad, 1h à 150 mV, avec un générateur PowerPac Basic, 

Biorad. Après la migration, les protéines ont été transférées sur une membrane de PVDF 

(polyvinylidène fluoride), Immobilon-P, pendant 1h à 100mV. La membrane a été saturée 

1h dans du TBS, 0,1% de Tween-20 et 5% de lait. Les anticorps primaires (Tableau 9) ont 

été incubés sur la nuit à 4°C dans une solution de TBS, 0,1% de Tween-20, 2,5% de lait, et 

les anticorps secondaires 1h à température ambiante. La révélation s’est effectuée en 

suivant les instructions du kit SuperSignal Fast Femto Maxiumum Sensitivity Substrate, 

Thermo Fisher Scientific, sur l’appareil Chemidoc XRS + System, Biorad. L’analyse a été 

réalisée avec le logiciel Image lab, Biorad. 
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Tableau 9: Anticorps utilisés pour le Western blot. 

Cible de l’anticorps I Espèce Dilution Fournisseur 

HA souris 1/5000 Covance 

c-myc souris 1/5000 Roche 

FLAG lapin 1/5000 Abcam 

Cible de l’anticorps II Révélation Dilution Fournisseur 

Anti-souris HRP 1/10000 GeneTex 

Anti-lapin HRP 1/10000 GeneTex 

Anti-Biotine HRP 1/1000 Dako 

 

2.7. RT qPCR. 
 
 Les cellules HEK 293 ont été transfectées soit avec le cel-miR-67, soit avec le cel-

miR-39. Les ARNs ont été extraits en suivant les instructions du kit MiRNeasy Mini kit, 

Qiagen. Une quantité de 5 fmole par échantillon de spike-in du cel-miR-54 a été ajoutée 

dans le TriZol, Qiagen, avant l’extraction. Les ARNs ont été quantifiés sur le 

Nanophotomètre Pearl, Implen. Une quantité de 1 µg d’ARN a été réverse transcrite en 

suivant les instructions du fournisseur Ncode VILO miRNA cDNA Synthesis kit, 

Invitrogen. Puis, la qPCR s’est réalisée avec 5 ng d’ADN par puits, en suivant les 

instructions du fournisseur : Tli Rnase H Plus, Bulk, Takara, Clontech. Les conditions 

d’amplification ont été les suivantes : 95°C pendant 5s, puis 35 cycles de 95°C pendant 10 

s, 60°C pendant 20s, et 72°C pendant 20s. Une courbe de dissociation a été réalisée à la fin, 

pour vérifier la spécifité de l’amplification. L’analyse de l’expression différentielle a été 

réalisée en utilisant la méthode comparative 2(-DDCp) (Schmittgen and Livak, 2008). 

L’analyse statistique a été réalisée avec le logiciel GraphPad Prism 5, en uilisant un test de 

Student. Le seuil de significativité utilisé est p-value<0,05. 

2.9. Immunopurification. 
 

Les milieux de culture des cellules ont été centrifugés 5 min à 3000 g, puis le 

surnageant a été récupéré. Cette étape permet d’éliminer les débris cellulaires. Ensuite, 

l’étape d’immunopurification a été réalisée en suivant les instructions des fournisseurs :  

• Anti-Flag M2 Magnetic Beads, Sigma ; 

• Pierce Anti-HA Magnetic Beads, Thermo Fisher Scientific ; 

• Pierce Anti-c-myc Magnetic Beads, Thermo Fisher Scientific.
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3. Résultats. 
 

La stratégie que nous avons imaginée est la suivante : créer une protéine de fusion, 

naturellement exprimée à la surface des EVs, marquée par une étiquette particulière, sous 

le contrôle d’un promoteur spécifique d’un type cellulaire (neurones versus cellules gliales). 

Les EVs sont ensuite purifiées par immunoprécipitation à l’aide de billes magnétiques 

couvertes d’anticorps dirigés contre l’étiquette d’intérêt (Figure 32). 

 

 
Figure 32: Présentation de la stratégie de l'outil de purification des EVs selon l'origine cellulaire. 

A : Représentation schématique des constuctions plasmidiques d’expression des outils de 

purification des EVs selon l’origine cellulaire. Il existe 3 versions de la construction, chacune étant 
adaptée à un type cellulaire : neurones, astrocytes, et microglies, grâce à l’expression de promoteurs 
spécifiques, respectivement : synapsine, GFAP et CX3CR1. Nous avons choisi de faire exprimer sur 
la protéine une étiquette, différente pour chacun des types cellulaires. Finalement, les EVs sont 
purifiées du milieu de culture à l’aide de billes magnétiques couvertes d’anticorps dirigés contre un 
tag. B : Représentation schématique de l’outil de purification des EVs spécifiques d’un type 

cellulaire. L’étiquette se localise en position extravésiculaire pour permettre l’interaction avec les 

anticorps des billes magnétiques. 
 

3.1. La stratégie n°1. 
  

Dans un premier temps, nous avons choisi comme protéine de surface la 

tétraspanine CD63, qui est exprimée à la surface des EVs (Kowal, 2016). Nous avons 

inséré une étiquette spécifique (HA, Flag ou c-myc) dans la petite boucle de la tétraspanine, 

pour éviter de perturber les fonctions cellulaires de la protéine (Pols and Klumperman, 

2009). Nous avons également ajouté la séquence codante pour la GFP dans le cadre de 

lecture de la protéine CD63 afin de visualiser notre protéine de fusion. Enfin, l’ensemble de 
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la construction s’exprime sous le contrôle d’un promoteur spécifique d’un type cellulaire 

d’intérêt : synapsine pour les neurones (Kügler et al., 2003), GFAP (glial fibrillary acidic 

protein) pour les astrocytes (Brenner et al., 1994), et CX3CR1 pour les microglies (Wolf et 

al., 2013) (Figure 33).  

 

 
Figure 33: Version n°1 de l’outil de purification. 

La protéine de surface est la tétraspanine CD63, composée d’une petite et d’une grande boucle 
extravésiculaire. Les étiquettes ont été placées sur la petite boucle : HA pour les neurones, Flag pour 
les astrocytes, et c-myc pour les microglies. Les promoteurs spécifiques sont synapsine pour les 
neurones, GFAP pour les astrocytes, et CX3CR1 pour les microglies. Une GFP a été placée en 
position intravésiculaire afin de repérer facilement la construction dans les cellules. Les EVs sont 
purifiées à l’aide de billes magnétiques couvertes d’anticorps dirigés contre : HA, Flag ou c-myc. 

 

 

Nous avons testé nos constructions sur les cultures primaires d’hippocampe. Nous 

avons utilisé la méthode d’électroporation pour faire exprimer les plasmides. Nous avons 

révélé l’expression de la construction dans les neurones en réalisant une 

immunocytochimie contre la GFP (Figure 34). Nous révélons une expression pontilliforme 

dans les corps cellulaires et dans les prolongements, en adéquation avec la localisation des 

MVBs. En revanche, nous ne sommes pas parvenus à révéler l’expression des tags par 

immunocytochimie. Notre hypothèse était que le tag était peu accessible sur la petite 

boucle par les anticorps à cause de l’encombrement structural de la grande boucle. Cette 

constatation n’étant pas compatible avec la stratégie d’immunopurification des EVs, nous 

avons décidé de placer un autre tag sur la grande boucle de la tétraspanine CD63.  
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Figure 34: Immunocytochimie contre GFP. 

La construction synapsine-CD63-HA-GFP a été électroporée dans des cultures primaires de 
neurones d’hippocampe. Une immunocytochimie contre la GFP a été réalisée. Nous observons un 
marquage pontilliforme dans les corps cellulaires et les prolongements des neurones, correspondant 
à la répartition des MVBs. 
 

3.2. La stratégie n°2. 
 

Ainsi, la deuxième version de notre construction ressemble à la première. Nous 

avons ajouté un tag AP dans la grande boucle, et enlevé la GFP, car nous nous 

demandions si son encombrement, dû à sa taille imposante, ne parasitait pas notre 

construction (Figure 35). Le tag AP est biotinylé par l’enzyme BirA (Shu et al., 2013), que 

nous avons ajoutée dans le milieu de culture des cellules. Nous souhaitions bénéficier de la 

reconnaissance spécifique entre la biotine et la streptavidine, ainsi que de leur interaction 

forte, pour purifier par immunoprécipitation les EVs. Néanmoins, cette construction ne 

permet pas de récupérer les EVs des différentes cellules à partir d’un même échantillon. 

L’outil permet de purifier les EVs d’un type cellulaire par échantillon. 
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Figure 35: Version n°2. 

La protéine de surface est la tétraspanine CD63.Un tag AP a été placé dans la grande boucle de la 
protéine. Ce tag est reconnu par l’enzyme BirA, qui y ajoute une biotine. Les promoteurs spécifiques 
sont synapsine pour les neurones, GFAP pour les astrocytes, et CX3CR1 pour les microglies. Les 
EVs sont purifiées par immunoprécipitation en utilisant des billes de streptavidine, qui reconnaissent 
spécifiquement la biotine. 

 

 Dans un premier temps, nous avons cherché à révéler l’expression de la biotine par 

Western blot à l’aide d’un anticorps couplé à la streptavidine. En contrôle, nous avons 

utilisé des constructions possédant le tag AP déjà validées. Nous avons réalisé les tests à la 

fois dans la lignée cellulaire HEK 293, et dans les cultures primaires de neurones 

d’hippocampe. Nous avons révélé la présence de la biotine sur la construction contrôle, 

signifiant que l’enzyme BirA est fonctionnelle. En revanche, nous n’avons pas révélé la 

présence de la biotine sur la protéine de fusion que nous avons créée.  

 

A cette période, Hung et Leonard ont publié un travail qui a permis, en partie, 

d’expliquer nos problèmes. Comme nous, ils ont cherché à faire exprimer sur une protéine 

de surface des EVs, Lamp2b, des étiquettes dans le but de les purifier par 

immunoprécipitation. Leur travail démontre que l’étiquette exprimée en position 

extraluminale est dégradée à cause du pH acide du MVB. Au contraire, l’étiquette 

exprimée en position intraluminale, protégée de l’acidité, reste intacte (Hung and Leonard, 

2015). Nous avons pensé que leur travaux expliquaient nos difficultés à retrouver les 

étiquettes sur les protéines de fusion, qui sont exprimées en position extra-luminale, et donc 

sûrement dégradées à cause de l’acidité. De plus, de manière très intéressante, les auteurs 

arrivent à protéger leur étiquette extra-luminale de la dégradation, en ajoutant autour du 
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tag des séquences qui codent pour le peptide GNSTM, favorable aux glycosylations. Ils 

démontrent aussi que l’ajout des glycosylations autour du tag favorise l’efficacité de 

l’immunopurification des EVs (Hung and Leonard, 2015). Cette démonstration a donné 

naissance à la troisième version de notre construction. 

3.3. La stratégie n°3. 
 
 Notre hypothèse était que nos étiquettes étaient dégradées par l’acidité du MVB. 

Ainsi, nous avons ajouté autour du tag AP des séquences qui codent pour le peptide 

GNSTM, dans le but de le protéger par des glycosylations (Figure 36). Une fois encore, 

nous n’avons pas réussi à montrer la présence de la biotine sur notre protéine de fusion, ni 

par immunocytochimie, ni pas Western-blot. Nous avons alors imaginé que les 

glycosylations bloquaient l’accès de l’enzyme BirA au tag AP, l’empêchant de greffer la 

biotine. 

 

 

 
Figure 36: Version n°3. 

La protéine de surface est la tétraspanine CD63. Un tag AP a été placé dans la grande boucle de la 
protéine, et protégé par des glycosylations, grâce à l’ajout de séquences autour du tag qui codent 
pour l’oligo GNSTM, fortement glycosylé. Les glycosylations sont représentées en orange. Le tag 
AP est reconnu par l’enzyme BirA, qui y ajoute une biotine. Les promoteurs spécifiques sont 
synapsine pour les neurones, GFAP pour les astrocytes, et CX3CR1 pour les microglies. Les EVs 
sont purifiées par immunoprécipitation en utilisant des billes de streptavidine, qui reconnaissent 
spécifiquement la biotine. 
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3.4. La stratégie n°4. 
 
 Suite à ces échecs successifs, nous avons décidé de repartir sur des bases solides et 

concrètes : la construction de Hung et Leonard, qu’ils nous ont envoyée. Ainsi, nous avons 

mis au point la version 4 de notre outil. Cette version exprime sur la protéine Lamp2b les 

différentes étiquettes initiales : HA, Flag et c-myc, protégées par des glycosylations, sous le 

contrôle des promoteurs spécifiques synapsine, GFAP et CX3CR1 (Figure 37). Ainsi, nous 

pensions nous préserver du manque d’accessibilité de l’enzyme BirA sur le tag AP. 

 
Figure 37: Version n°4. 

La protéine de surface est Lamp2b. Un tag HA, Flag ou c-myc a été placé en position extraluminale, 
et est protégé par des glycosylations, grâce à l’ajout de séquences autour du tag qui codent pour 
l’oligo GNSTM, fortement glycosylé. Les glycosylations sont représentées en orange. Les 
promoteurs spécifiques sont synapsine pour les neurones, GFAP pour les astrocytes, et CX3CR1 
pour les microglies. Les EVs sont purifiées par immunoprécipitation en utilisant des billes 
magnétiques couvertes d’anticorps dirigés soit contre HA, Flag ou c-myc. 

 
 

 Dans un premier temps, nous avons validé nos constructions en les exprimant (sans 

les promoteurs spécifiques) dans la lignée cellulaire HEK 293, et en contrôle nous avons 

transfecté un plasmide codant pour la GFP. Nous avons révélé par Western blot 

l’expression des protéines de fusion et des tags. La Figure 38 A montre l’exemple de la 

construction étiquetée avec HA. Nous pouvons voir que le marqueur HA n’est révélé que 

dans les cellules et les EVs issues des cellules transfectées avec le plasmide Lamp2b-HA. 
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  Nous avons ensuite testé la spécificité des billes d’immunopurification. Pour cela, 

nous avons purifié les EVs à partir des milieux de cultures des cellules HEK 293, 

préalablement transfectées avec soit la construction Lamp2b-HA, soit la construction 

Lamp2b-c-myc. L’immunopurification a été réalisée à partir des milieux de cultures issus 

soit des cellules exprimant la construction Lamp2b-HA, soit la construction Lamp2b-c-

myc, soit un mélange des deux milieux de culture. Chacune des billes 

d’immunopurification (anti-HA et anti-c-myc) a été utilisée dans toutes les combinaisons 

de milieux de cultures, et la présence des tags a été effectuée par Western blot. Pour plus de 

clareté, seule la révélation contre le HA est présentée (Figure 38 B). De manière très 

intéressante, nous pouvons voir que le tag HA n’est révélé que lorsque les billes couvertes 

des anticorps dirigés contre HA ont été mises en présence d’un milieu de culture contenant 

des EVs étiquetées HA. Les résultats sont similaires avec le tag c-myc.  Ainsi, les résultats 

que nous avons obtenus étaient très prometteurs. Donc, nous en avons conclu que nos 

constructions expriment les tags dans la lignée HEK 293, et que le principe de la stratégie 

d’immunopurification spécifique fonctionne. 

 

 Dans un second temps, nous avons cherché à confirmer les résultats précédents 

dans les cultures primaires d’hippocampe, mais nous n’y sommes pas parvenus. Nous 

avons remis en cause notre méthode d’électroporation des cultures primaires, et avons 

pensé qu’elle n’était pas assez efficace pour que l’on puisse révéler la présence des tags. 

Ainsi, nous avons développé des lentivirus pour infecter les cultures avec nos constructions. 

Encore une fois, nos tests préliminaires n’ont pas confirmé la présence des tags dans les 

cultures primaires de neurones. 
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Figure 38: Résultats des premiers tests d'immunopurification sur les cellules HEK 293. 

A : Révélation de l’expression de l’étiquette HA par Western blot. Des cellules HEK 293 ont été 

transfectées avec soit un plasmide codant pour la GFP (contrôle), soit le plasmide codant pour la 
protéine Lamp2b-HA. La révélation de l’expression de l’étiquette HA s’est effectuée à partir de 
l’extrait protéique des cellules, ou bien à partir de 1 ou 10 mL de milieu de culture des cellules. Les 
résultats montrent une expression spécifique du tag HA dans les cellules transfectées avec la 
construction Lamp2b-HA et leurs vésicules extracellulaires. B : Preuve de concept de la stratégie 

d’immunopurification des EVs, et révélation du tag HA. Des cellules HEK 293 ont été transfectées 
soit avec le plasmide codant pour la protéine de fusion Lamp2b-HA ou Lamp2b-c-myc. 
L’expression du tag HA n’est révélée que dans les cellules transfectées avec le plasmide codant pour 
Lamp2b-HA. D’autre part, des immunoprécipitations ont été réalisées avec des billes magnétiques 
dirigées contre les tags HA et c-myc, à partir des milieux de cultures issus de chacun des types de 
cellules, ou bien de milieux de cultures mélangés. La révélation de l’expression du tag HA suite aux 
essais d’immunopurification montrent que l’expression de ce dernier est révélée uniquement lorsque 
les billes dirigées contre le tag HA ont été appliquées dans un milieu de culture contenant des EVs 
marquées HA.  
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4. Discussion et perspectives. 
 

 L’objectif de ce travail était de mettre au point une méthode de purification qui 

permet d’isoler les EVs en tenant compte de leur origine cellulaire : neuronale ou gliale. La 

stratégie consiste à faire exprimer une protéine de surface localisée à la membrane des EVs, 

marquée d’une étiquette, sous le contrôle d’un promoteur spécifique du type cellulaire 

d’intérêt. Les EVs sont ensuite collectées par immunopurification, à l’aide de billes 

magnétiques greffées d’anticorps dirigés contre le tag. Nous avons développé et testé 

plusieurs stratégies : deux protéines différentes exprimées à la surface des EVs, divers 

marqueurs spécifiques, la protection des tags avec des glycosylations ou non, et plusieurs 

méthodes de transfection des constructions. Les tests préliminaires des constructions ont 

été réalisés dans la lignée cellulaire HEK 293, et étaient très prometteurs. Néanmoins, 

jusqu’à présent, aucune de nos stratégies n’a été concluante dans notre modèle de culture 

primaire de neurones d’hippocampe. 

 

 L’intérêt pour l’étude des EVs se fait grandissant de la part de la communauté 

scientifique, et les questions biologiques sous-jacentes posées nécessitent de pouvoir 

collecter les EVs à partir de tissus de système nerveux. Cela permettra d’étudier le 

mécanisme in vivo. Par conséquent, il existe une optimisation et un développement de 

techniques de purification des EVs adaptées aux tissus du système nerveux. Par exemple, 

une récente étude a mis au point une méthode qui permet de purifier les EVs libérées dans 

l’espace extracellulaire de tissus provenant de l’encéphale. Elle consiste à la dissociation 

douce du tissu, suivie d’étapes de centrifugations à faible vitesse, de filtration, et 

d’ultracentrifugations (Pérez-González et al., 2017). Aussi, le protocole de purification par 

ultracentrifugations à été optimisé pour récupérer les EVs à partir de tissu humain de SNC 

(Vella et al., 2017). 

  

En revanche, il n’existe actuellement pas d’outils qui permet de purifier les EVs 

selon leur origine cellulaire. Ce manque technologique limite la compréhension du rôle des 

EVs de chacun des types cellulaires du SNC. La stratégie que nous souhaitions mettre en 

place fonctionne dans des lignées cellulaires, mais ne fonctionne pas dans les cultures 

primaires d’hippocampe et de neurones. De plus, nous n’avons pas réussi à retrouver les 

tags HA et Flag suite à l’électroporation dans les cultures primaires de neurones du 

plasmide Lamp2b-HA-Flag réalisé par Hung et Leonard (Hung and Leonard, 2015). Notre 
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hypothèse est que le problème vient du modèle cellulaire que nous utilisons pour mettre au 

point nos outils. En effet, les cultures primaires sont pratiques et faciles à réaliser, 

cependant elles ne miment pas parfaitement la réalité de la physiologie du SNC. Pour 

vérifier notre hypothèse, il serait intéressant de faire des tests de nos outils sur des tranches 

d’hippocampe ou de cortex. 

  

Avec de tels outils, nous souhaitions purifier les EVs de chacun des grands types 

cellulaires du SNC, pour réaliser une analyse extensive et comparative de leur composition. 

Nous émettons l’hypothèse qu’il existe un ou plusieurs marqueurs de surface des EVs qui 

soient spécifiques d’un type cellulaire par rapport aux autres. Notre étude aurait permis, 

dans un premier temps, de mettre en place une stratégie de purification par 

immunoprécipitation, contre des marqueurs de surface physiologiques présents 

naturellement à la membrane des EVs. Dans un second temps, nous souhaitions nous 

intéresser au rôle des EVs selon leur origine cellulaire, dans la physiologie du SNC. 

 

Pour conclure, la mise au point d’outil de purification des EVs spécifiques de 

chacun des types cellulaires du SNC nous semble indispensable pour appréhender le rôle de 

la voie de communication par les EVs dans le SNC, et in fine, de mieux comprendre la 

physiologie du SNC. 
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Ouverture générale et conclusion de la thèse 

 
 Le travail de ma thèse vise à comprendre le rôle des miARNs dans la physiologie 

du système nerveux, et à leur transport entre les cellules par les EVs. Néanmoins, l’étude 

des miARNs, des EVs, et des miARNs vésiculaires peut s’inscrire dans une perspective 

clinique, avec une visée d’aide au diagnostique et de thérapeutique. 

1. Les miARNs et les EVs pour un diagnostique clinique des 
pathologies cérébrales. 
 

 Les miARNs jouent un rôle déterminant dans la physio-pathologie de diverses 

maladies, dont les maladies neurodégénératives et les tumeurs cérébrales. La dérégulation 

de leur expression, corrélée avec l’apparition et la progression de la pathologie, font des 

miARNs des biomarqueurs pertinents (Huang, 2017). 

 

 Plus spécifiquement, les miARNs circulants dans les fluides biolgiques, comme le 

sang ou le liquide céphalo-rachidien, proposent des perspectives intéressantes comme 

biomarqueurs non-invasifs de pathologies (Yu and Li, 2016). C’est particulièrement le cas 

des miARNs circulants dans le liquide céphalo-rachidien, qui permettent aux cliniciens 

d’évaluer l’état physio-pathologique du système nerveux, difficile d’accès (Santangelo et al., 

2017). Les miARNs circulants dans les fluides biologiques sont souvent protégés dans les 

EVs (Zhang et al., 2017). Cela implique que la purification des EVs à partir de fluides 

biologiques est une alternative pertinente pour révéler la présence de biomarqueurs. 

 

Lai et Friedman ont développé un modèle mathématique à partir de données 

d’échantillons de patients souffrants d’un cancer colorectal. Ce cancer est difficile à détecter 

car la méthode de coloscopie requise est invasive et onéreuse. Les simulations du modèle 

montrent une étroite relation et corrélation entre la taille de la tumeur et la quantité de 

miARNs dans les exosomes, purifiés à partir d’échantillons de sang. Les miARNs étudiés 

correspondent à ceux connus comme étant sur-exprimés par les cellules tumorales. Les 

auteurs concluent que la quantification des miARNs exosomaux à partir d’échantillon de 

sang de patients est un modèle pertinent en clinique pour détecter aisément et rapidement 

l’apparition d’un cancer colorectal (Lai and Friedman, 2017). 
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Ainsi, à l’avenir les miARNs vésiculaires pourraient devenir des biomarqueurs 

standards pour la détection et l’évaluation de la progression de tumeurs et autres 

pathologies, comme pour les maladies neurodégénératives par exemple. 

2. Les miARNs et les EVs comme outils thérapeutiques. 
 

La dérégulation de l’expression des miARNs intervient dans la physio-pathologie de 

nombreuses maladies, ainsi ils font des cibles thérapeutiques de choix. Les stratégies 

thérapeutiques dirigées contre les miARNs sont divisées en deux classes (van Rooij and 

Kauppinen, 2014): 

• La restauration de l’expression d’un miARN inhibé, par l’utilisation d’un miARN 

« mimic » (miARN de synthèse, agoniste). 

• L’inhibition de l’expression d’un miARN sur-exprimé de manière aberrante, par 

l’utilisation d’un anti-miR ou encore d‘éponges à miARNs (antagoniste). 

 

Il existe actuellement plusieurs miARNs qui sont en phase d’essais dans des études 

cliniques, dont le miR-122 contre l’hépatite C, le miR-15/16 dans l’adénocarcinome du 

poumon, et le miR-155 chez des patients atteints de lymphome cutané (Catela Ivkovic et 

al., 2017). 

 

Cependant, l’utilisation de miARNs thérapeutiques dans le système nerveux doit 

dépasser plusieurs limitations :  

• la faible stabilité des acides ribonucléiques qui sont sujets aux dégradations 

enzymatiques dans le milieu extracellulaire avant d’atteindre la cellule cible ; 

• la traversée de la barrière hémato-encéphalique pour pénétrer dans l’encéphale ; 

• la durée de vie et de stabilité des miARNs thérapeutiques qui s’expriment dans 

des cellules qui se renouvellent peu. 

 

Le développement de vecteurs de délivrance des miARNs thérapeutiques (mimic et 

anti-miR) est un véritable défi à relever. Ce dernier doit adresser le miARN thérapeutique 

aux bonnes cellules pour éviter les effets secondaires. Aussi, le vecteur doit être stable, 

permettre la protection, le transport et l’entrée dans la cellule du miARN thérapeutique, et 

ne doit pas déclencher de réponse immunitaire (Wen, 2016). Il existe plusieurs vecteurs qui 

permettent de transporter les miARNs thérapeutiques, qui sont résumés dans les revues 
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suivantes (Catela Ivkovic et al., 2017; Wen, 2016), et dont les principales stratégies sont les 

suivantes : 

 

• des virus ; 

• des liposomes ; 

• des nanoparticules ; 

• la modification chimique de la séquence pour les protéger des dégradations 

et les rendre plus stables. 

 

Les EVs, en particulier les exosomes, sont actuellement vus comme une perspective 

de vecteur thérapeutique d’avenir, en particulier pour cibler les pathologies cérébrales 

(Patel and Patel, 2017; Rufino-Ramos et al., 2017; Zappulli et al., 2016). En effet, leur 

membrane naturelle lipidique leur confère une stabilité dans les fluides corporels, protège 

les molécules empaquetées des dégradations enzymatiques et immunitaires, et leur permet 

de traverser la barrière hémato-encéphalique et d’atteindre l’encéphale (Rufino-Ramos et 

al., 2017) (Tableau 10). 

 

Tableau 10: Les EVs, un vecteur thérapeutique d’avenir ? 

Avantages Inconvénients Références 

• vésicules endogènes 

• capacité d’être recapturée 
inhérente 

• grande efficacité de 
recapture par les cellules 

• ne sont pas reconnues 
comme étrangères par le 
système immunitaire 

• peu immunogènes 

• biocompatibles et stables 

• peu toxiques 

• peuvent être chargées avec 
des molécules exogènes 

• capacité de traverser la 
barrière hémato-
encéphalique 

• l’impact sur les cellules 
cibles est peu connu 

• le suivi et traçage in vivo 
nécessite du 
développement technique 

• pas de méthode de 
purification optimale 

• les techniques de 
purification sont peu 
rentables 

• la production de masse 
est onéreuse et délicate 

(Alvarez-Erviti et al., 2011; Ha et 

al., 2016; van der Pol et al., 2012; 

Raposo and Stoorvogel, 2013; 

Taylor and Shah, 2015; Turturici 

et al., 2014; Yoo et al., 2011b) 

Le tableau est largement inspiré de : (Rufino-Ramos et al., 2017). 

 

 L’utilisation des EVs transportant des miRNAs comme vecteur thérapeutique a été 

testée in vitro sur un modèle de tumeur cérébrale. Une démonstration robuste montre qu’un 

anti-miR-9 empaqueté dans des exosomes de cellules souches mésenchymateuses est 
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délivré dans des cellules de glioblastomes résistantes à un traitement de chimiothérapie, et 

permet de contrer les mécanismes de résistance de la tumeur. Cela permet d’éliminer 

ensuite la tumeur par un traitement de chimiothérapie (Munoz et al., 2013). Deux autres 

études utilisent aussi les EVs pour introduire les miR-146b (Katakowski et al., 2010) et 

miR-1 (Bronisz et al., 2014) dans des cellules de gliome et de glioblastome respectivement. 

Ces miARNs sont connus pour être des suppresseurs de tumeur. Leurs résultats montrent 

que les miARNs sont transférés dans les cellules tumorales, et diminuent leur progression 

et leur prolifération. 

 

 Ainsi, l’utilisation des miARNs comme molécules thérapeutiques, et des EVs 

comme vecteurs thérapeutiques est prometteuse. Le défi principal à relever pour améliorer 

les perspectives thérapeutiques des EVs comme vecteur, est le contrôle de leur adressage 

aux cellules pathologiques. 

3. Conclusion générale. 
 

Le travail de cette thèse a consisté à étudier l’expression des miARNs dans des 

structures du SNC, leur rôle dans la régulation de la plasticité neuronale, ainsi que leur 

échange entre les différentes cellules du SNC, en condition physiologique.  

 

Nous avons montré, par RNA-Seq, que les miARNs sont différentiellement 

exprimés entre différentes structures du SNC. Cette technologie nous a également permis 

de révéler la présence de nouvelles espèces de miARNs. Ces résultats suggèrent que 

l’expression des miARNs (connus et nouveaux) participe à la signature transcriptomique 

singulière de chacune des structures.  

 

Nous avons aussi dévoilé  le rôle spécifique du miR-92a, dans le contrôle de 

l’expression du GluA1, dans un paradigme de plasticité synaptique homéostatique dans 

lequel l’activité synaptique est inhibée.  

 

De plus, notre travail montre que les miARNs peuvent être échangés entre les 

cellules du système nerveux via les EVs. Le contenu des EVs en miARNs varie en fonction 

de l’activité neuronale, et ces derniers ont pour cibles prédictibles des protéines impliquées 

dans la régulation de la plasticité neuronale. Nos résultats suggèrent donc que l’échange de 

miARNs via les EVs est un nouveau mécanisme de modulation de la plasticité neuronale.  
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Enfin, nous proposons une stratégie pour développer un nouvel outil de purification 

des EVs. Cet outil envisage la possibilité de purifier les EVs du SNC selon leur origine 

cellulaire. 

 

Pour conclure, ce travail de thèse met en lumière le rôle crucial des miARNs dans 

la régulation physiologique des fonctions du SNC. 
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