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Introduction

Les microARNs sont des petites molécules d’ARN possédant une taille moyenne de 22 nu-
cléotides. Ils sont produits par de nombreux organismes eukaryotes, et plus de 2000 microARNs
ont été identifiés chez l’homme. Leur principale fonction est de réguler l’expression des gènes,
en inhibant la traduction d’ARN messagers en protéines dans le cytoplasme. La régulation
d’un gène par un microARN est rendue possible grâce à l’association par complémentarité
de séquence d’un microARN avec un ARN messager. La majorité des gènes exprimés chez
l’homme sont susceptibles d’être ciblés par des microARNs, qui sont ainsi potentiellement
impliqués dans de nombreuses voies biologiques.

Depuis leur découverte il y a une vingtaine d’années, les microARNs ont fait l’objet de
nombreux travaux visant à identifier les mécanismes impliqués dans leur synthèse et dans la
régulation de la traduction des ARN messagers. Plusieurs études ont également identifié des
microARNs dont l’expression anormale est associée au développement de phénotypes délétères.
Ces petites molécules sont ainsi devenues un sujet de recherche biologique et médicale majeur,
afin de découvrir leur implication dans le développement de nombreuses pathologies, dont le
cancer, les maladies neurodégénératives ou les maladies cardiovasculaires. Les microARNs sont
également des molécules très stables, et ils peuvent être relocalisés en dehors des cellules. On les
retrouve notamment dans des biofluides facilement accessibles tels que le plasma, la salive ou
l’urine. Ces microARNs circulants pourraient ainsi avoir une utilité en tant que biomarqueurs
dans un cadre clinique, par exemple pour prédire le développement d’une maladie, ou pour
évaluer la réponse à un traitement.

Ce projet de thèse a été développé afin d’étudier le profil plasmatique des microARNs dans
une cohorte de patients ayant développé une ou plusieurs thromboses veineuses. Cette cohorte
a été constituée dans le cadre d’un axe de recherche sur les déterminants moléculaires et
génétiques de la thrombose veineuse, dirigé par David-Alexandre Trégouët et Pierre-Emmanuel
Morange. Pour mener ces recherches, plusieurs milliers de patients atteints de thrombose
veineuse ont été recrutés au sein de l’hôpital de La Timone (Marseille, France) entre janvier
1995 et octobre 2012, pour former la cohorte de patients MARTHA (MARseille THrombose
Association). Pour chaque patient, des échantillons sanguins ont été collectés au moment
de leur entrée dans l’étude, afin d’établir le profil génétique des participants et de mesurer
différentes variables liées à l’hémostase.

Pour 435 patients de la cohorte MARTHA, des échantillons de plasma sanguin ont été
extraits afin de réaliser un séquençage des microARNs. Une analyse bioinformatique est ensuite
requise pour détecter et quantifier les microARNs à partir de ces données de séquençage, afin
d’obtenir le profil plasmatique des microARNs chez ces patients. Toutefois, la détection et la
quantification des microARNs est une tâche complexe, notamment à cause de leur petite taille,
de la similarité de séquence pouvant exister entre différents microARNs, et des modifications
de leur séquence qu’ils peuvent subir à cause de variants génétiques ou de modification post-

1



2 Chapitre . Introduction

transcriptionnelles.

Le premier objectif de mon projet de thèse a consisté à développer un outil bioinformatique
permettant la détection et la quantification précise de microARNs à partir de données de
séquençage. Cet outil devait implémenter une stratégie adéquate pour distinguer les microARNs
avec des séquences similaires, et prendre en compte les potentielles variations de séquences
des microARNs, notamment en intégrant l’information génétique disponible pour chaque
échantillon afin d’améliorer la détection des microARNs avec des variations génétiques.

Le second objectif a consisté à identifier des associations entre les niveaux plasmatiques
de microARNs obtenus et un ensemble de variables biologiques et cliniques. Premièrement,
j’ai pu identifier des variants génétiques pouvant influencer les niveaux plasmatiques des
microARNs grâce à des études d’associations pangénomiques. Ensuite, j’ai recherché les mi-
croARNs dont les niveaux plasmatiques sont associés à la récurrence d’épisodes thrombotiques,
afin de découvrir des microARNs pouvant servir de biomarqueurs pour prédire le risque de
récidive de thrombose. Finalement, j’ai effectué des analyses de corrélation entre les niveaux
plasmatiques de microARNs et les variables biologiques de l’hémostase disponibles pour cette
cohorte. Collectivement, ces analyses m’ont permis d’identifier des microARNs d’intérêt pour
la recherche sur la thrombose veineuse et sur l’hémostase.

Au cours de ce travail, j’ai eu l’occasion de m’intéresser aux travaux de recherches sur
les microARNs réalisés depuis leur découverte. J’ai synthétisé le fruit de cette recherche
bibliographique au sein du premier chapitre de cette thèse, qui offre un aperçu détaillé
des mécanismes de biogénèse des microARNs, de la régulation des ARN messagers, et des
mécanismes régulant l’expression et la fonction des microARNs. Une annexe détaillant les
fondamentaux de la biologie moléculaire est également disponible, pour couvrir certains
éléments qui ne sont pas détaillés dans le premier chapitre. Le second chapitre présente ensuite
les méthodes disponibles pour quantifier les microARNs, ainsi que le détail du protocole
suivi dans cette étude pour le séquençage des microARNs. Le troisième chapitre détaillera la
stratégie mise en oeuvre pour détecter et quantifier les microARNs à partir de données de
séquençage. Enfin, le quatrième chapitre présente les mécanismes de l’hémostase et la maladie
thromboembolique veineuse, et détaille les études d’associations effectuées à partir des niveaux
plasmatiques de microARNs. J’ai également eu l’opportunité de participer à différents projets
de recherches au cours de ma thèse, ces travaux annexes seront présentés dans le dernier
chapitre.



Chapitre I : Les microARNs chez
l’homme

Introduction : du microARN au miRnome
La découverte des microARNs

Le premier microARN a été découvert au début des années 1990 grâce à l’effort combiné
de deux groupes de recherche dirigés respectivement par Gary Ruvkun et Victor Ambros. Ces
deux groupes se sont initialement intéressés à un mécanisme impliquant deux gènes, lin-4 et
lin-14, qui contrôlent la temporalité du développement larvaire chez le nématode caenorhabditis
elegans (C. elegans).

Dans un premier temps, le groupe de Ruvkun fit la découverte d’une délétion englobant
une partie de la région 3’UTR du gène lin-14, qui provoque un phénotype anormal similaire à
celui d’un nématode mutant dans lequel lin-4 n’est pas exprimé [287]. Les auteurs ont alors
émis l’hypothèse qu’une interaction entre les produits de ces deux gènes, via la partie 3’UTR
de lin-14, était nécessaire pour observer un développement normal du nématode. Le groupe
d’Ambros a ensuite découvert que le produit du gène lin-4 n’est pas une protéine, mais qu’il
est transcrit en deux petits ARNs non codants. Le premier possède une taille de 61 nucléotides
(nt) pouvant se replier sur lui même pour obtenir une structure en forme d’épingle. Le second
ARN est plus petit, avec une taille de 22 nt, et possède la même séquence que celle observée à
l’extrémité 5’ du premier ARN (Figure I.1.A), et est donc potentiellement dérivé de celui-ci
par un mécanisme post-transcriptionnel qui était alors inconnu [168].

De plus, ces deux groupes ont remarqué que le petit ARN issu de lin-4 possèdent une
séquence partiellement complémentaire à plusieurs sites localisés dans la région 3’UTR de
lin-14 (Figure I.1.B). Plusieurs sites complémentaires sont d’ailleurs contenus dans la région
impactée par la délétion précédemment raportée [287] qui provoque un développement anormal
de C. elegans.
Finalement, le groupe de Ruvkun démontra l’importance de cette complémentarité de séquence
entre les ARNs issus de lin-4 et les sites localisés en 3’UTR de lin-14. Pour cela, il mit en
évidence une diminution des niveau de la protéine LIN-14 lorsque cette complémentarité
est effective et que lin-4 est exprimé [288]. Les auteurs déduisent ainsi qu’une interaction
lin-4:lin-14 en 3’UTR de lin-14 est une régulation post-transcriptionnelle singulière, permettant
d’inhiber la traduction de cet ARN en protéine.

Quelques années plus tard, le groupe d’Ambros découvre un second gène, nommé lin-28,
soumis à la même régulation post-transcriptionnelle par le petit ARN issus de lin-4 [204]. Un
site de fixation par complémentarité est identifié, également en 3’UTR de ce gène. Dès lors, ce
mécanisme de régulation post-transcriptionnelle par lin-4 n’est plus restreint à un seul gène,

3
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Fig. I.1 – (A) Séquence et structure secondaire des petits ARNs lin-4L (L pour
long) et lin-4S (S pour short). (B) Alignments complémentaires entre lin-4 et 7 sites
localisés dans la partie 3’UTR de lin-14. Image adaptée de [168]

et les auteurs suggèrent que ce mécanisme singulier est peut-être plus commun qu’ils ne le
pensaient: d’autres gènes sont peut-être ciblés par lin-4, et surtout, il existe probablement
d’autres petits ARNs non codants possédant une fonction similaires à lin-4.

Une nouvelle classe d’ARNs
Il faudra attendre le début des années 2000 pour qu’un nouveau petit ARN non codant

avec un mécanisme similaire à lin-4 soit découvert, encore une fois chez C. elegans: l’ARN
let-7 [235, 255]. Et contrairement à lin-4, qui n’est présent que chez certains nématodes, des
homologues 1 de let-7 sont présents dans de nombreuses espèces, y compris chez l’homme
[223]. Cette découverte va générer un nouvel intérêt pour ces petits ARNs et, rapidement, de
nouveaux petits ARNs ayant une taille moyenne de 22 nts sont identifiés chez la drosophile,
la souris et chez l’homme, et le terme microARN (miARN) apparaît pour désigner la classe
d’ARN les regroupant [155, 164, 167, 205, 156, 5, 112, 175, 143].
Un système d’annotation des miARNs regroupant les gènes orthologues et paralogues en
familles est mis en place [4], et une base de données indexant l’ensemble des miARNs identifiés
et leurs annotations est mise en ligne en 2004 sous le nom de microRNA registry [90]. Cette

1. Des séquences homologues correspondent à des segment d’ADN qui possèdent une origine évolutive
commune, et partagent ainsi des similitudes dans leurs séquences. Deux séquences ayant une origine commune à
la suite d’un évènement de spéciation sont dites orthologues, tandis que celles ayant une origine comune à la
suite d’une duplication sont dites paralogues.
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base de données référence alors 506 loci produisant des miARNs issus de six organismes, dont
56 chez l’homme. Cette base de données sera renommée miRBase par la suite, et va évoluer de
façon continue jusqu’à sa dernière version en 2018 (v22.1), qui indexe désormais 38 589 loci
produisant des miARNs dans 271 espèces, dont 1917 chez l’homme.

miRnome et recherche médicale
Devant le nombre croissant de miARNs découverts, il devint clair que ces petits ARNs,

autrefois restreints à un mécanisme singulier du nématode, peuvent potentiellement réguler
des milliers de gènes dans des centaines d’espèces. Ils sont alors suspectés d’avoir un rôle
important dans des voies majeures du développement, et d’être impliqués dans de multiples
pathologies. Ainsi, depuis le début des années 2000, les travaux sur les miARNs n’ont cessés de
croître, si bien qu’aujourd’hui ils représentent environ 1% du volume d’articles indexés dans
pubmed 2 chaque année (Figure I.2).

Fig. I.2 – Evolution annuelle de la proportion des articles traitant des microARNs
et des microARNs en tant que biomarqueurs indexés dans PubMed

Dans la même période, les technologies de séquençage haut-débit (ou NGS en anglais
pour Next Generation Sequencing) se sont améliorées, et sont devenues assez abordables pour
devenir une alternative aux méthodes de quantification d’ARN classiques telles que les puces
de séquençage et la qRT-PCR (en anglais pour quantitative Reverse-Transcriptase Polymerase
Chain Reaction). Grâce aux méthodes NGS, il est devenu possible d’étudier l’expression des
miARNs, de découvrir de nouveaux miARNs, et de détécter les variations de leurs séquences,
et ainsi quantifier ce que l’on appelle le miRnome (ensemble des miARNs exprimés au sein
d’un tissu ou échantillon). Les miARNs ont ainsi été impliqués dans de nombreux mécanismes

2. Base de données indexant les articles publiés dans des revues scientifiques médicales et biologiques
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biologiques, et de nombreux travaux “miRnomique” ayant pour cadre des pathologies com-
plexes telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires ou neurologiques, ont ainsi permis
de découvrir des variations d’expression de miARNs selon le statut des patients, et ce dans
différents tissus ou biofluides 3. Si les miARNs différentiellement exprimés n’ont pas forcément
de rôle direct dans le déclenchement ou la progression de la maladie, ils peuvent toutefois
servir comme biomarqueurs permettant d’établir un diagnostic, de prévoir le développement
d’une pathologie, ou d’évaluer la réponse à un traitement. Pour de nombreuses pathologies,
la découverte de nouveaux biomarqueurs fiables pourrait améliorer de façon considérable
la prise en charge des patients. Ainsi, la recherche sur l’utilisation de miARNs en tant que
biomarqueurs est en constante progression depuis une dizaine d’années (Figure I.2).

Les recherches menées ces 3 dernières décennies ont permis de définir précisément les voies
de synthèse endogène des miARNs, les mécanismes qui les impliquent dans la répression de
la traduction des ARNs messagers, et les régulateurs de leur expression et de leur fonction.
Cette capacité à contrôler l’expression de gènes par complémentarité de séquence a eu un
impact majeur sur la recherche en biologie et en médecine, avec notamment le développement
de techniques d’inhibition de la traduction par petit ARN interférant (siARN) [72], qui permet
de diminuer l’expression de gènes spécifiques. Ce chapitre présente l’état actuel de ces connais-
sances, qui sont valables chez l’homme, mais dont beaucoup de mécanismes sont partagés par
l’ensemble des organismes métazoaires.

1 Transcription et maturation des microARNs
La maturation des miARNs s’effectue en deux étapes: la première dans le noyau et la

seconde dans le cytoplasme. Les mécanismes responsables de la transcription et de la maturation
du miARN sont présentés dans cette section. On verra ensuite que certains miARNs suivent
des voies de maturation différentes, dite non-canoniques.

1.1 Transcription et maturation nucléaire par le microproces-
seur

a) Transcription
La transcription des loci produisant des miARNs est généralement effectuée par l’enzyme 4

ARN polymérase II avec l’aide de facteurs de transcription, de la même façon que les ARNs
messagers 5 [171, 268]. Ainsi, comme pour tout transcrit produit par l’ARN polymérase II, une
coiffe 6 est ajoutée en 5’ et une queue poly(A) est ajoutée en 3’, protégeant ainsi ses extrémités
contre la dégradation par les ribonucléases. Le transcrit est appelé miARN primaire (pri-
miARN) et possède une taille de plusieurs centaines, voire plusieurs milliers de nucléotides. Le
brin d’ARN peut alors se replier localement sur lui-même, selon les appariements des nucléotides
qui le composent. Les appariements observés sont généralement A avec U 7 et C avec G, mais

3. Fluide biologique (salive, plasma, sérum, urine, etc).
4. Protéine impliquée dans le métabolisme facilitant les réactions chimiques.
5. Les détails de ce mécanisme sont donnés dans l’Appendice A (section I. Transcription de l’ADN en ARN).
6. La coiffe est une guanosine méthylée anti-sens (voir Appendice A).
7. U correspond à l’Uracile, qui remplace les Thymines dans les brins d’ARN (voir Appendice A).
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on peut aussi observer des apariements de type wobble 8. La section du transcrit correspondant
à un miARN possède un repliement local typique en hélice, qui ressemble de façon schématique
à une épingle à cheveux, composée d’une tige et d’une tête, avec occasionnellement quelques
“bourgeons” dans la tige qui correspondent à des mésappariements. Certains pri-miARNs
peuvent contenir plusieurs miARNs, et donc plusieurs repliements en épingles, et sont appelés
pri-miARNs polycistroniques (Figure I.3).

Fig. I.3 – (A) Représentation schématique du pri-mir-21, avec un zoom au niveau
du repliement en épingle correspondant au site du miARN. (B) Représentation d’un
pri-miARN polycistronique contenant 6 miARNs.

b) Maturation par le microprocesseur
La maturation du pri-miARN implique un complexe enzymatique appelé microprocesseur,

composé de la ribonucléase 9 Drosha, et d’un couple de protéines DGCR8 [170, 160, 89]. Cette
étape de maturation peut s’effectuer soit à la suite de la transcription, soit en parallèle, auquel
cas la queue poly(A) n’est pas ajoutée au transcrit [18]. La ribonucléase Drosha contient un
domaine de fixation aux ARNs double brins (dbARNs) lui permettant de s’associer à la tige
des pri-miARNs, ainsi que deux domaines RNase III (RIIID) qui lui permettent de cliver les
deux bras de l’épingle, notés 5p et 3p 10 [211]. Drosha se fixe à la base de la tige du pri-miARN
tandis que le couple de DGCR8 va se lier au niveau de la tête, appelée section apicale (Figure
I.4).

8. Appariement non canonique observé principalement dans les ARNs: G avec U, I avec U, I avec A, ou bien
I avec C (I correspond à une Inosine, qui est une Adénosine désaminée par l’action des adénosine désaminases
ADAR).

9. Enzyme responsable de la modification ou de la dégradation des ARNs. Les endoribonucléase (comme
Drosha ou Dicer) découpent les brins d’ARN, tandis que les exoribonucléases retirent des nucléotides aux
extrémités des brins d’ARN.
10. La tige de l’épingle est constituée de deux bras liés par la tête, qui sont notés 5p et 3p, correspondant aux

côtés 5’ et 3’ de l’ARN, respectivement.
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Fig. I.4 – Positionnement du microprocesseur au niveau du repliement en épingle
du pri-miARN. Image adaptée de [211]

Certains éléments facilitent et améliorent la fonction de découpe du microprocesseur. En
particulier, des motifs de séquence spécifiques permettent au microprocesseur de se positionner
de façon précise au niveau du site de découpe du pri-miARN: un motif UG à la base de la tige
en 5’, un motif CNNC 11 à la base de la tige côté 3’, et un motif UGU au niveau de la section
apicale [71]. Au moins un de ces trois motifs est présents dans 79% des miARNs humains. En
particulier, le motif CNNC est un motif reconnu par les protéines SRSF3 et DDX17 qui peuvent
contribuer à la découpe réalisée par le microprocesseur [10, 202]. De plus, le microprocesseur
est généralement apparié avec un hème 12, qui lui permet de détecter la section apicale de
l’épingle et d’effectuer une découpe précise [221]. Dans certains cas, le microprocesseur recrute
également d’autres cofacteurs qui facilitent son action [95, 293, 269].

Typiquement, le microprocesseur effectue la découpe à une distance d’environ 11 paires
de bases (bp) de la section basale de la tige, ce qui correspond à un tour d’hélice d’ARN
double brin, et à environ 22 bp de la section apicale. Suite à la découpe du pri-miARN par le
microprocesseur, l’épingle est libérée et conserve sa structure en double brins. Cette épingle
est appelée miARN précurseur (pre-miARN).

Parfois, le microprocesseur peut également agir en coopération avec le complexe d’épissage
des introns (appelé aussi spliceosome, dont le mécanisme est présenté dans l’Appendice A). Ce
mécanisme concerne une partie des miARNs localisés dans des régions intragéniques, c’est à
dire au sein d’un gène dont le transcrit correspond à un ARN messager ou à un long ARN
non codant (lncARN), qui est appelé gène hôte. Comme les miARNs intergéniques, certains
miARNs intragéniques possèdent un promoteur indépendant et sont transcrit indépendamment
du gène hôte [187, 199], tandis que le reste des miARNs intragéniques sont transcrits en même

11. D’après la nomenclature IUPAC, N représente n’importe quel nucléotide (A,C,G ou U).
12. Cofacteur contenant un atome de métal, nécessaire à l’activité biologique de certaines protéines.
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temps que le gène hôte [238]. Dans ce cas, le microprocesseur peut agir en coopération avec le
spliceosome, et produire le pre-miARN en parallèle à l’épissage de l’ARN hôte sans affecter
son expression [130, 145, 190].

c) Transport vers le cytoplasme
La découpe par Drosha est légèrement décalée d’un bras à l’autre, et le bras 3p du pre-

miARN possède 2 ou 3 nucléotides de plus que le bras 5p, ce qui permet au complexe de
transport composé d’Exportin 5 (Xpo5) et RanGTP de reconnaître le pre-miARN [301, 29, 214].
Xpo5-RanGTP est chargé de transporter les pre-miARNs en dehors du noyau vers le cytoplasme,
et protège les pre-miARNs d’une dégradation par des enzymes. Cependant, Lorsque Xpo5
n’est pas exprimée, on observe une réduction modeste de l’abondance de miARNs matures
sans accumulation de pre-miARNs dans le noyau, ce qui suggère qu’Xpo5 n’est pas la seule
protéine capable de transporter les pre-miARNs hors du noyau [144].

1.2 Maturation cytoplasmique et formation du RISC
a) Maturation par Dicer

Une fois exporté dans le cytoplasme, le pre-miARN est reconnu par la ribonucléase Dicer
qui va compléter la maturation du miARN [92, 122]. Comme Drosha, Dicer possède un domaine
de fixation dbARN et deux domaines RIIID, qui lui permettent de se fixer à un ARN double
brins et d’effectuer une découpe. Les extrémités 3’ et 5’ du miARN sont fixées par Dicer, et
différenciées grâce aux nucléotides supplémentaires présents en 3’. Dicer effectue la découpe
des bras 5p et 3p à environ 22 nucléotides des extrémités 5’ et 3’, au niveau de la tête de
l’épingle, pour produire un duplex de deux miARNs matures [184, 218] (Figure I.5). Tout
comme Drosha, la découpe est légèrement décalée d’un bras à l’autre, ce qui laisse 2 ou 3
nucléotides en plus en 3’ du bras 5p. La précision de Dicer peut être influencée par sa protéine
partenaire, qui est généralement TRBP et plus rarement PACT [166].

b) Chargement du microARN dans une protéine AGO
Une fois la tête de l’épingle détachée, il reste un duplex de miARNs matures, composé des

bras 5p et 3p, d’environ 22 nucléotides chacun. La dernière étape de maturation du miARN
consiste à charger un des deux brins de 22 nucléotides dans une protéine AGO 13 à l’aide de
protéines chaperones HSC70 et HSP90 [124], et ainsi former un complexe appelé RNA Induced
Silencing Complex (noté RISC).

Il existe deux hypothèses concernant le mécanisme de formation du RISC. La première,
appelée hypothèse “hélicase”, est que le duplex de miARNs est d’abord dissocié par une
protéine hélicase 14 puis l’un des deux miARNs matures est chargé dans la protéine AGO. La
seconde hypothèse est que le duplex est directement chargé dans la protéine AGO. Avant de
recevoir le duplex, AGO est activée grâce à l’apport d’ATP 15 qui engendre une modification
de la conformation d’AGO lui permettant de charger le duplex de miARNs. Après chargement,
un repliement de la structure d’AGO provoque l’expulsion de l’un des deux brins du duplex

13. Chez l’homme, il existe 4 protéines AGO homologues, notées de AGO1 à AGO4. Ces protéines font partie
de la famille des Argonautes, qui comprend également les protéines PIWI chez l’homme.
14. Protéine dont le rôle est de dissocier deux brins d’ARN ou d’ADN.
15. l’ATP ou Adénosine triphosphate est un fournisseur d’énergie intervenant dans de nombreuses voies

biologiques.
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Fig. I.5 – Maturation cytoplasmique du miARN par Dicer et TRBP. Image adaptée
de [179]

pour ne conserver qu’un brin dans la structure finale (Figure I.6). Il y a plus de preuves en
faveur de la seconde hypothèse qui est aujourd’hui favorisée pour expliquer la formation du
RISC [134, 208].
Le chargement est facilité lorsque quelques mésappariements de nucléotides ou des appariement
peu stables de type wobble sont présents au sein du duplex, qui facilitent la séparation des
deux brins [302].

Fig. I.6 – Chargement du miARN mature dans AGO pour former le complexe RISC.
Image adaptée de [208]

Le brin du duplex chargé dans AGO pour former le complexe RISC est alors mature et
est appelé brin guide, tandis que l’autre brin est appelé brin passager (noté parfois miARN∗).
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Le choix du brin guide dépend principalement de l’orientation du duplex lors du chargement
dans AGO. Cette orientation semble être déterminée par la composition de l’extrémité 5’
des deux brins, qui est le premier élément reconnu par AGO, et qui va se placer dans une
poche interne d’AGO. Cette poche favoriserait soit le brin avec une extrémité 5’ possédant
un A ou un U [76, 260], soit le brin avec l’extrémité 5’ la moins stablement appariée au brin
complémentaire [136, 248]. Toutefois, on observe que pour certains pre-miARNs, les deux brins
peuvent produire des miARNs fonctionnels [300], et le choix du brin guide peut également
dépendre du tissu [182]. Une fois le brin chargé dans la protéine AGO, le complexe RISC est
alors effectif et peut cibler des ARNs messagers pour réguler leur traduction. Le brin passager,
n’ayant aucun complexe protéique le protégeant des ribonucléases, est alors rapidement dégradé
et n’est donc probablement pas fonctionnel.
Le résumé de cette voie de maturation, appelée canonique, est présentée en Figure I.7.

Fig. I.7 – Voie de maturation canonique des miARNs. Image adaptée de [270]

1.3 Voies de maturation non canoniques
La biogenèse des miARNs est réalisée en plusieurs étapes, chacune impliquant un ensemble

de protéines cruciales à leurs maturations: le microprocesseur pour la maturation du pri-
miARN, et Dicer pour la maturation du pre-miARN. Cependant, depuis la découverte de cette
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voie canonique, il a été observé que certains miARNs n’ont pas besoin de Drosha ou de Dicer
pour leur maturation, et suivent une autre voie de maturation, dite non canonique.

a) Les mirtrons

Les miARNs non canoniques les plus fréquents appartiennent à une classe de miARNs
introniques, qui n’ont pas besoin du microprocesseur pour générer le miARN précurseur. Ces
miARNs sont localisés dans des introns de taille réduite et l’action du spliceosome permet de
générer des pre-miARNs qui peuvent ensuite être exportés dans le cytoplasme et poursuivre
leur maturation [241]. Ces ARNs sont à la fois des pre-miARNs et des introns, et sont ainsi
appelés mirtrons. Après épissage de l’intron correspondant au mirtron et le débranchement du
Lasso 16 correspondant, l’ARN se replie localement en épingle, souvent avec une queue d’ARN
adjacente en 3’ ou plus fréquemment en 5’ [285]. La queue d’ARN est ensuite retirée par une
ribonucléase, autre que Drosha mais encore non identifiée, avant de poursuivre la maturation
du miARN [14, 215] (Figure I.8). D’après la base de données mirtronDB [56], il y aurait 585
mirtrons précurseurs correspondant à 1136 miARNs matures recensés chez l’homme.

Fig. I.8 – Voie de maturation non canonique des mirtrons. L’épaisseur de la flèche
lors de l’épissage reflète la fréquence de chaque type de mirtron. Image adaptée de
[285]

b) microARNs précurseurs avec coiffe en 5’

Certains miARNs transcrits par ARN polymérase II sont directement exportés dans le
cytoplasme par Exportin 1 (Xpo1) sans découpe préalable par le microprocesseur [297]. Ces

16. Lors de l’épissage d’un intron, ce dernier possède un repliement caractéristique appelé “Lasso”, où
l’extrémité 3’ de l’intron est connectée à une Adénine au centre de l’intron.
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transcrits conservent ainsi la coiffe en 5’ caractéristique des transcrits de la polymérase II.
Après découpe par Dicer dans le cytoplasme, c’est le brin 3p qui est systématiquement choisi
comme brin fonctionnel, car la coiffe en 5’ empêche le brin 5p d’être chargé dans AGO. Parmi
les miARNs précurseurs avec coiffe, on trouve notamment les membres de la famille mir-320.

c) Le mir-451

Le miARN non canonique le mieux caractérisé est le mir-451. Ce miARN est très abondant
dans les érythrocytes, et une carence en mir-451 entraîne un défaut de maturation des érythro-
blastes [224, 232]. À l’inverse des mirtrons, la maturation de ce miARN est dépendante du
microprocesseur mais pas de Dicer [46]. Après la maturation du pri-miARN par le micropro-
cesseur, le pre-miARN est trop petit pour Dicer, et est directement chargé dans une protéine
AGO2 qui va elle même découper la tête de l’épingle, expulser le brin 3p, et ne conserver que
le brin 5p. La ribonucléase PARN raffine ensuite la découpe du miARN mature en 3’ du brin
5p. Le mir-451 est le seul miARn identifié qui suit cette voie de maturation.

d) Maturation dépendante d’une mono-uridylation

Après la découpe du microprocesseur, la plupart des pre-miARNs possèdent 2 nucléotides
supplémentaires en 3’, qui sont reconnus par Xpo5 et Dicer pour compléter le cycle de
maturation. Cependant, certains pre-miARNs, notamment certains membres de la famille
let-7, peuvent n’avoir qu’un seul nucléotide supplémentaire en 3’, et nécessitent l’intervention
d’une protéine de type Terminal Nucleotydil Transferase (TNTase) pour ajouter, par un
mécanisme appelé mono-uridylation, un unique nucléotide Uracile supplémentaire en 3’ du
pre-miARN [109]. On appelle ce mécanisme tailing (en anglais, pour “ajouter à la queue”), et
3 TNTase ont été identifiées comme responsables de cette mono-uridylation: TUT2, TUT4 et
TUT7. L’addition d’un nucléotide en 3’ permet ainsi de restaurer l’extrémité 3’ canonique de
2 nucléotides supplémentaires, qui est reconnue par Xpo5 et Dicer. À noter que ces TNTases
peuvent effectuer plusieurs mono-uridylations d’affilée sur un même miARN, notamment en
coopération avec la protéine Lin28 [110], ce qui peut entraîner la dégradation du miARN [138].

e) Une majorité de microARNs non-canoniques

Avec la croissances des analyses NGS de miARNs, de plus en plus de miARNs non
canoniques sont découverts, et leur nombre dépasserait le nombre de miARNs canoniques
[285]. Les miARNs non canoniques sont généralement moins bien conservés que les canoniques
et sont souvent moins bien exprimés. Par exemple, les mirtrons sont rapidement dégradés
chez la drosophile, après un mécanisme de poly-uridylation effectué par la (TNTase) Tailor
[31]. Cela suggère qu’ils ont une fonction de régulation moins importante, ou que leurs sur-
expression pourrait avoir des conséquences délétères. Il existe cependant des exceptions, tels
que les miARNs de la famille mir-320 et le mir-451 qui sont hautement exprimés et qui
ont des fonctions importantes identifiées. Le résumé des voies de maturations des miARNs
non-canoniques est représenté sur la Figure I.9.

Que les miARNs suivent une voie canonique ou non, ils sont au final tous incorporés dans
une protéine AGO pour former un RISC, ce qui souligne la capacité de la protéine AGO à
s’adapter aux différents types de miARNs, qui peuvent avoir une strucure singulière, comme le
mir-451.
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Fig. I.9 – Voie de maturation canonique et voies non canoniques. Image adaptée de
[96]

f) Pseudo-microARNs pouvant être chargés dans AGO

En plus des duplex de miARNs, les protéines AGO peuvent aussi charger des ARNs simple
brin [44]. Ces protéines sont ainsi fréquemment associées à des petits fragments d’ARN d’origine
diverse (ARNt, ARNr, vARN, snoARN, snARN, yARN, ARNm, etc) 17 de taille similaire
aux miARNs [39, 267], et en particulier les tRFs qui semblent impliqués dans des mécanismes
de régulation similaires au miARNs [154]. Ces fragments d’ARN pourraient donc avoir une
fonction au delà de celle de l’ARN dont ils sont originaire, contrairement aux miARNs qui
n’ont qu’une seule forme fonctionnelle.

On peut aussi mentionner les agotrons, des petits ARNs non codants issus de petits introns,
comme les mirtrons. Ces agotrons sont plus grand que les miARNs (environ 100nt) mais
pourraient être impliqués dans un mécanisme de régulation des ARN messagers similaire, car
ils sont également chargés dans une protéine AGO, sans avoir besoin de Drosha et Dicer pour
leur maturation [105].

Les petits fragment d’ARNs sont parfois confondus avec les miARNs, comme le mir-1246
dont la séquence est identique à celle d’un fragment du snARN U2-1 [298]. Si ces pseudo-
miARNs partagent une taille similaire au miARNs, leur fonction n’est pas bien établie, et leur
association avec AGO n’implique pas qu’ils partagent les même rôles biologiques et mécanismes
de régulation que les miARNs, et devraient donc être analysés indépendamment.

17. tARN: ARN de transfert, dont les fragments sont notés tRFs (tRNA Fragments) ; rARN: ARN ribosomal ;
vARN: ARN vault ; snoARN: small nucleolar ARN ; snARN: small nuclear ARN ; yARN: ARN Y
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1.4 Annotation des microARNs
Depuis leur découverte il y a 20 ans chez l’homme, de nouveaux miARNs sont régulièrement

identifiés. Le véritable nombre de miARNs chez l’homme est donc encore inconnu. La base
de données miRBase [90] est la principale source d’annotation des miARNs et compte chez
l’homme 2588 miARNs matures correspondants à 1881 pre-miARNs dans sa version 21 18.

Une nomenclature a été créée pour indexer ces miARNs. Chaque identifiant comprend
l’espèce auquel appartient le miARN (ex: hsa pour l’homme ou mmu pour la souris), la
distinction pre-miARN ou miARN mature (mir ou miR, respectivement), un numéro identifiant
le miARN (attribué chronologiquement dans l’ordre de leur découverte), et pour les miARNs
matures le bras 3p ou 5p du pre-miARN dont il est issu. Par example, hsa-mir-381 correspond
au pre-miARN humain 381, et hsa-miR-381-3p correspondau miARN mature issu du bras 3p
du précurseur hsa-mir-381.

Pour certains miARNs, des règles spécifiques sont également respéctées. Notamment les
miARNs de la famille let-7, qui conservent l’identifiant d’origine (ex: hsa-let-7a-5p). Ensuite,
les miARNs paralogues, correspondant à des séquences homologues qui sont apparus à la
suite de duplications [25, 111], ont un nom similaire: les miARNs qui partagent une séquence
identique reçoivent le même identifiant suivi par un suffixe numérique (ex: hsa-mir-7-1 et
hsa-mir-7-2 sont des pre-miARNs paralogues dont la séquence est identique), et les séquences
pratiquement identiques reçoivent un suffixe littéral (ex: hsa-mir-4433a et hsa-mir-4433b sont
des pre-miARNs paralogues avec quelques nucléotides différents). Pour les miARNs ortho-
logues, qui correspondent aux miARNs conservés à la suite d’un événement de spéciation, les
identifiants sont unifiés d’une espèce à l’autre (ex: mmu-miR-16-5p et hsa-miR-16-5p sont des
miARNs matures orthologues).

Les séquences référencées dans la miRBase proviennent généralement de travaux réalisés
à partir de données NGS, mais certains miARNs référencés sont probablement des pseudo-
miARNs, classifiés comme miARNs de façon erronée [50, 35, 104]. Différents critères permettant
d’évaluer la fiabilité d’un miARN à partir des données de séquençage peuvent être pris en
compte, notamment:

1. Les fragments séquencés, alignés sur un locus, possèdent une extrémité 5’ constante
(avec une tolérance de 1 ou 2 nucléotides, à cause des inconsistances occasionnelles de
découpe de Dicer et Drosha)

2. Les fragments séquencés doivent s’aligner sur les bras 5’ et 3’ du précurseur, avec 2
nucléotides supplémentaires à chaque extrémités lorsque le précurseur est replié en
épingle, typique des découpes de Dicer et Drosha (à l’exception des miARN ayant
besoin d’une mono-uridylation, comme certains membres de la famille let-7)

3. Le miARN possède des orthologues, signe d’une conservation phylogénétique
4. Le précurseur possède les motifs reconnus par le microprocesseur: GU, GUG ou CNNC 19

En se basant sur les deux premiers critères, la base de données MirGeneDB [80] a pu identifier
558 précurseurs fiables, dont la majorité possède au moins un motif reconnu par le microproces-
seur, et tous sont conservés au moins chez les mammifères placentaires. Si certains véritables

18. La miRBase a récemment été mise à jour et compte désormais 2654 miARNs correspondant à 1917
pre-miARNs dans sa version 22.1 . Les analyses réalisées dans le cadre de cette thèse ont été effectuées à partir
de la version 21.
19. Ce critère n’est pas nécessaire pour les mirtrons, qui complètent leur maturation sans action du micropro-

cesseur.
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miARNs ne sont probablement pas identifiés par ces critères stringents, cette base de données
offre néanmoins un critère de fiabilité robuste, et indique qu’il faut être vigilant sur la nature des
séquences observées dans les données NGS, ainsi que celles qui sont référencées dans la miRBase.

2 Régulation de la traduction par les mi-
croARNs

Le complexe RISC a pour principale fonction de transporter le miARN vers un ARN
messager (ARNm) pour établir une interaction entre le miARN et un site complémentaire dans
la région 3’UTR du transcrit. Une fois l’interaction effective, plusieurs complexes protéiques
sont recrutés par RISC pour inhiber la traduction de l’ARN messager.

2.1 Interaction RISC:ARNm
Le modèle de ces interactions a d’abord été déterminé grâce à des analyses bioinformatiques,

avant d’être validé par des analyses structurales du RISC.

a) Prédiction des sites de fixation par alignements de séquences

Découverte et définition de la seed Au début des années 2000, plusieurs centaines de
miARNs sont découverts chez les vertébrés, mais la façon dont le complexe RISC reconnaît
les sites de fixation en 3’UTR du messager n’est pas encore connue, ce qui rend difficile
l’identification des ARN messagers ciblés. Déjà en 1993, les groupes d’Ambros et Ruvkun
avaient montré avec des alignements de séquences entre lin-4 et la partie 3’UTR de lin-14,
que plusieurs sites de la partie 3’UTR étaient partiellement complémentaires avec le miARN,
en particulier du côté 5’ du miARN (Figure I.1). En 2002, des alignements similaires sont
observés chez la drosophile, entre des séquences de miARNs et des sites atypiques dans des
régions 3’UTR, car de précédents travaux avaient identifiés que ces sites en 3’UTR étaient
associés à une régulation du gène [157]. Généralement, ces analyses montrent qu’un groupe de
7 ou 8 nucléotides, côté 5’ du miARN, est parfaitement aligné avec un site localisé dans une
région 3’UTR d’un gène régulé par le miARN.

En 2003, le groupe de Bartel et Burge reprend ce type d’analyse en étudiant les séquences
de 3’UTR d’ARN messagers (n=∼ 15,000) et de miARNs (n=55) conservées chez l’homme, la
souris et le rat (Lewis 2003). Grâce à une analyse systématique de la complémentarité entre
les régions 3’UTR, et 7 nucléotides successifs (7mer) graduellement décalés le long du miARN
(allant des nucléotides 1..7 à (-7)..(-1) 20), ils confirment que les séquences de 7mer côté 5’ du
miARN ont le plus de sites complémentaires dans les régions 3’UTR, et cette complémentarité
est conservée entre les trois espèces (Figure I.10).

Ce résultat montre que la région côté 5’ du miARN, qu’ils nomment seed, et en particulier
le 7mer en positions 2..8, est le déterminant majeur des interactions miARN:ARNm, et
plusieurs de ces interactions sont validées expérimentalement. Le premier outil de prédiction
d’interactions miARN:ARNm chez les vertébrés, nommé TargetScan, est d’ailleurs basé en
partie sur ces résultats [172].

20. En numérotant 1 la position du premier nucléotide côté 5’, et -1 celle du premier nucléotide côté 3’.
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Fig. I.10 – Nombre moyen de cibles prédites par miARN selon la position du 7mer
le long du miARN. Les séquences utilisées pour les miARNs et régions 3’UTR des
gènes cibles sont conservées chez l’homme le rat et la souris (barres noires). Un second
ensemble avec des séquences de miARNs aléatoires a également été utilisé (barres
blanches) en tant que contrôle, et on observe que le nombre de sites complémentaires
avec ces séquences aléatoires varie très peu selon la position du 7mer. Le nombre
moyen de cibles prédites est significativement plus élevé avec les 7mer en positions
1..7 et 2..8 chez les miARNs authentiques par rapport aux contrôles. Image adaptée
de [172]

Des travaux plus récents ont permis de raffiner ces résultats, et montrent que la seed
correspond à un 7mer +/- 1 nucléotide, allant des positions 2..7 à 2..8, qui est généralement
suffisant pour déterminer le spectre d’ARN messagers ciblés par un miARN [21, 79]. De
plus, les interactions miARN:ARNm nécessitent généralement une complémentarité de type
Watson-Crick (appariements C-G et A-T), sans appariements non canoniques tels que les
wobbles [282].

Appariements supplémentaires En plus des appariements au niveau de la seed, les
alignements de séquences prédisent souvent des appariements complémentaires supplémentaires
côté 3’ du miARN, particulièrement au niveau des nucléotides 13 à 16 [91]. Les appariements
supplémentaires n’auraient généralement que peu d’influence sur l’efficacité de la répression de
traduction du messager par le RISC [27, 243, 282]. Cependant, ils pourraient parfois avoir un
rôle pour dicter la spécificité des interactions miARN:ARNm, notamment pour les miARNs
partageant une seed identique, qui sont regroupés en familles de miARNs.

Le fait que ces miARNs partagent la même seed suggère qu’ils partagent aussi les même
cibles, mais quelques exceptions ont été observées, par exemple les miR-25-3p et miR-92-
3p font partie de la même famille et sont tous les deux exprimés dans les cardiomyocytes,
mais seulement le miR-25-3p est capable d’impacter la traduction du gène SERCA2a [275].
De plus, la sous-expression de certains miARNs peut entraîner une réponse phénotypique,
malgré l’expression continue d’autres membres de la famille du miARN [22]. Dans ces cas, des
appariements supplémentaires en 3’ seraient nécessaires pour expliquer le manque de spécificité
de la seed, et expliquerait également pourquoi les microARNs d’une même famille ne sont pas
forcément interchangeables [34, 200].

On peut donc postuler que les appariements supplémentaires en 3’ permettent des interac-
tions plus robustes, et sont essentiels pour certains miARNs dans certaines conditions, mais ils
ne sont généralement pas nécessaires.
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b) Structure de l’interaction RISC:ARNm

La conformation du miARN au sein de la protéine AGO, obtenue grâce à des analyses
structurales et biochimiques, explique l’importance de la seed du miARN pour reconnaître des
ARNm cibles.

Tout d’abord, les deux nucléotides aux extrémités 5’ et 3’ du miARN sont protégés et
restent fixés dans deux poches de la protéine, localisées dans les domaines MID et PAZ,
respectivement [279] (Figure I.11). Le miARN est majoritairement protégé par AGO et seuls
les nucléotides 2 à 6 du miARN sont exposés [45, 243]. Ce sous ensemble de la seed, et plus
particulièrement les nucléotides 2 à 4, est utilisé dans un premier temps pour reconnaître un
site sur un ARNm ciblé avec des nucléotides complémentaire [45].

Après initiation de l’interaction miARN:ARNm via le début de la seed, la conformation
d’AGO est légèrement modifiée et permet la propagation de l’appariement aux nucléotides
suivants de la seed tout en exposant les nucléotides 13 à 16 du microARN qui permettent des
appariements supplémentaires éventuels en 3’ [245] (Figure I.12). Le nucléotide de l’ARNm
opposé à celui de l’extrémité 5’ du miARN est également fixé dans une poche d’AGO, avec une
préférence marquée pour une adénine [245] (Figure I.11.A). La structure finale de l’interaction
est représentée en Figure I.11.B.

Fig. I.11 – (A) Interaction du complexe RISC par complémentarité de séquence du
miARN avec un ARN messager. Image adaptée de [85] (B) Représentation détaillée
de l’interaction RISC:ARNm. Image adaptée de [245]

c) Recherche de cibles par RISC

Pendant le parcours de RISC le long d’un ARNm [45, 149], des interactions faibles avec les
nucléotides 2 à 4 de la sous-seed retiennent RISC, qui va tenter de propager la complémentarité
de la seed. S’il échoue par manque de complémentarité, alors RISC se désengage rapidement
et continue son parcours le long de l’ARNm. Si la propagation est réussie et que le nombre
de nucléotides appariés de la seed est au moins égal à 7, alors l’interaction est robuste et
RISC reste significativement plus longtemps apparié sur le site complémentaire [45]. On peut
supposer que ce temps d’interaction est déterminant pour permettre au RISC de recruter des
complexes protéiques nécessaires à l’inhibition de la traduction du messager, et éventuellement
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Fig. I.12 – Reconnaissance du messager cible par RISC via la seed du miARN,
puis propagation de l’appariement de la seed, avec des appariements supplémentaires
éventuels en 3’ du miARN. Image adaptée de [22].

pour renforcer l’interaction en appariant des nucléotides supplémentaires en 3’.

2.2 Mécanismes de régulation de la traduction par les microARNs
Un miARN peut cibler de multiples ARN messagers, et à l’inverse, un ARN messager peut

être ciblé par de multiples miARNs, et même posséder plusieurs sites de fixation pour un même
miARN. Le groupe de Bartel a estimé qu’une large majorité des ARN messagers ont des sites
de fixation conservés pour les miARNs [79]. Ces interactions permettent la mise en oeuvre de
différents mécanismes de régulation de l’expression des gènes, observés principalement dans le
cytoplasme.

a) Inhibition de la traduction et déstabilisation de l’ARN messager
Une fois l’appariement miARN:ARNm effectif et stabilisé, la protéine TNRC6 21 est recrutée

par le RISC et interagit avec les protéines PABPC qui sont associées à la queue poly-(A)
du messager [127, 233]. Des complexes de déadénylases (CCR4-NOT ou PAN2-PAN3) sont
ensuites recrutés par TNRC6, pour raccourcir la queue poly-(A), causant (dans les cellules
post-embryonnaire uniquement) une déstabilisation du messager et le retrait de la coiffe 5’ du
messager par le complexe de décoiffage DCP1-DCP2 [47, 127]. Les messagers sans coiffe 5’ ni
queue poly-(A) en 3’ sont ensuite rapidement dégradés, notamment depuis l’extrémité 5’ par
l’exoribonucléase XRN1 [17].

De plus, un second mécanisme, qui n’est pas encore bien compris, est mis en place pour
inhiber la traduction avant ou pendant la déadénylation du messager. D’après les observations
actuelles, il semblerait que l’initiation de la traduction soit perturbée grâce au recrutement
par CCR4-NOT de DDX6 et du transporteur eIF4E (noté 4E-T). Il semblerait que la protéine
4E-T tente de se lier avec la protéine 4E à la place de 4G [129], perturbant ainsi l’initiation

21. TNRC6, également appelée GW182, possède 3 homologues chez l’homme (TNRC6A, B et C)
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de la traduction, et inhibant la synthèse de protéines par les ribosomes. Quant à la protéine
DDX6, il semblerait qu’elle pourrait se lier au complexe de décoiffage, ce qui entraînerait une
inhibition de la traduction [52, 127]. Enfin, d’autres observations suggèrent que les facteurs
d’initiation de la traduction 4A-1 et 4A-2 (eIF4A-1 et eIF4A-2) peuvent être dissociés de l’ARN
messager lorsqu’une interaction miARN:ARNm est effective [127, 193, 81], et ce possiblement
sans recrutement préalable de TNRC6 par le RISC [82].
Une représentation de ces mécanismes est synthétisée sur la Figure I.13.

Fig. I.13 – A) ARNm dans sa conformation semi-circulaire, associé aux complexes
protéiques nécessaires lors de sa traduction. B) Mécanismes de répression de la
traduction par RISC, via le recrutement de TNRC6, qui recrute à son tour divers
complexes pour déstabiliser le messager, afin d’entraîner sa dégradation (1-a et 1-b)
et inhibe la traduction en parallèle (2). Image adaptée de [22]

L’interaction RISC:ARNm résulte le plus souvent (dans plus de 65% des cas) avec la
dégradation du messager, quel que soit le miARN ou le type de cellule analysé [40, 68].
L’examination de la dynamique de cette répression, réalisée grâce à des relevés sur plusieurs



2 Régulation de la traduction par les microARNs 21

heures, montre qu’une diminution de l’activité de traduction est observée dans la première
heure, avec une diminution des niveaux de protéines produites et une accumulation des ARN
messagers, rapidement suivie par une dégradation importante du nombre de messagers [40].
Cette observation suggère que le mécanisme d’inhibition de la traduction est effectif avant
ou pendant la mise en place du mécanisme de déstabilisation menant à la dégradation du
messager.

b) Découpe de l’ARN messager par AGO2
Chez l’homme, 4 protéines AGO ont été identifiées. Cependant AGO2 est particulière car

elle est la seule 22 qui peut catalyser elle-même la découpe d’un brin d’ARN par l’intermédiaire
de son domaine PIWI [178, 194]. C’est en outre la seule AGO qui peut compléter la maturation
du mir-451 en effectuant une découpe en 5’ du bras 3p, comme mentionné précédemment [46].

Lorsqu’un miARN chargé dans AGO2 possède une complémentarité de séquence étendue
entre la seed et les sites supplémentaires en 3’ avec un ARNm cible, la protéine AGO2 peut
alors catalyser la découpe du messager [178, 194]. La découpe du messager est alors effectuée
entre les nucléotides appariés aux nucléotides 10 et 11 du miARN [24] et ces appariements
10-11, en plus de la seed et des supplémentaires en 3’, sont suffisants pour catalyser la réaction.
Ce mode de répression, fréquent chez les plantes et similaire au mécanisme de répression par les
siARNs 23 [100], est relativement rare chez l’homme et n’a été observé que pour une vingtaine
d’interactions RISC:ARNm [253].

c) Interactions non canoniques
Plusieurs études visant à établir un atlas des interactions miARN:ARNm 24 ont révélé

que de nombreuses interactions sont observées avec une complémentarité de la seed limitée à
quelques nucléotides, voire inexistante [34, 49, 94, 97, 108, 180]. Parmi ces études, plusieurs
montrent également que des interactions sont fréquentes dans les régions codante (CDS) et
5’UTR du messager. Par la suite, les interactions avec une complémentarité imparfaite de la
seed sont appelées non-canoniques de liaison, tandis que les interactions liées à une région
différente d’un 3’UTR seront appelées non canonique de région.

Interactions non canoniques de liaison Concernant les interactions non canoniques
de liaison, l’accumulation des observations suggère que le phénomène est relativement fréquent.
Mais l’impact de ces interactions sur les niveaux de traduction est généralement très faible
ou inexistante, notamment lorsque la seed ne partage aucun nucléotide complémentaire [1].
Comme le complexe RISC peut parcourir le 3’UTR et tester différentes interactions avec les
premiers nucléotides de la seed, il est possible que ces appariements “tests” expliquent la
majorité des interactions non canoniques de liaison observées.

Cependant, une méta-analyse rassemblant les données de ces études a permis de définir
quelques interactions non canoniques fonctionnelles lorsque quelques mésappariements sont
présents dans la seed. Cependant l’efficacité de ces interactions sur la répression de la traduction
est réduite [141]. Une nouvelle étude récente montre, en modifiant successivement les nucléotides

22. Une étude récente indique qu’AGO3 possèderait également la possibilité de catalyser la découpe d’un
ARNm, mais ne serait effective qu’avec un sous ensemble de miARNs [220].
23. Petits ARNs interférants, notés siRNA en anglais pour small interfering RNA.
24. En utilisant les méthodes HITS-CLIP et CLASH développées dans le but de séquencer les régions d’ARNs

impliquées uniquement dans des interactions protéine:ARN, et adaptées spécifiquement pour les interactions
RISC:ARN.
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de la séquence d’un miARN ou d’un site de fixation connu du même miARN, que quelques
mésappariements dans la seed peuvent être tolérés si une complémentarité supplémentaire est
présente en 3’ [24].

De façon générale, les interactions les plus stables, et donc celles qui ont le plus de chance
d’être fonctionnelles, reposent majoritairement sur une seed parfaitement appariée. Cependant,
il y a potentiellement une utilité fonctionnelle à des interactions non canoniques de liaison
peu stables, via un modèle coopératif de plusieurs RISC interagissant avec le même ARNm
sur une petite distance (moins de 35nt) [73, 261]. Si une interaction non canonique n’a
pas de conséquence fonctionnelle à elle seule, sa coopération avec d’autres RISC à proximité
permettrait de renforcer l’interaction avec le messager, et recruter plus facilement les complexes
protéiques nécessaires à la déstabilisation de l’ARNm, notamment TNRC6 et CCR4-NOT.

Interactions non canoniques de région L’impact fonctionnel des interactions non
canoniques de régions n’est pas encore clairement établi. Récemment, il a été observé que les
appariements dans les régions CDS pourraient faire obstacle aux ribosomes et ainsi avoir un
effet sur les niveaux de traduction du messager, sans provoquer sa dégradation [304]. D’après
cette étude, ces interactions ont fréquemment des appariements supplémentaires étendus en
3’, qui correspond au côté de la confrontation avec les ribosomes, mais il n’est pas clairement
établi que ces appariements étendus en 3’ puissent entraver l’action de traduction du ribosome.
Lorsque ces appariements sont effectifs, une diminution de la production de protéines est
observée, et ce même en l’absence de TNRC6, ce qui suggère que cette répression est mise en
place par un mécanisme encore inconnu.

Toutefois, on ne peut pas exclure que certaines interactions dans les régions CDS ou 5’UTR
soient capables de recruter les complexes protéiques nécessaires à la répression de la traduction,
comme observé dans les régions 3’UTR.

d) Spécificités des protéines AGO

Les protéines AGO sont très abondantes et très stables. Elles peuvent atteindre 1.5×105

protéines par cellule [276] et possèdent une demie vie de plusieurs jours voire plusieurs semaines
[58]. Toutefois, la stabilité d’AGO semble être assurée uniquement lorsqu’elle est chargée avec
un miARN, car les protéines non chargées peuvent être dégradées [150].

Certaines modifications post-transcriptionnelles d’AGO permettent de réguler son acti-
vité [85]. Par exemple, AGO peut relâcher le messager lorsque certains acides aminés sont
phosphorylés par CSNK1A1 [88], permettant au RISC de se rediriger vers une nouvelle cible.

Il y a 4 protéines AGO chez l’homme, et elles semblent s’associer sans préférence particulière
de séquence avec les miARNs [11, 66, 258], à l’exception notable d’AGO2 avec le mir-451, qui
est nécessaire pour compléter la maturation du miARN. Les quatre AGO peuvent charger des
duplex de miARNs avec une préférence pour les duplex possédant un mismatch au niveau des
nucléotides 8..11 [302]. Toutefois, certaines caractéristiques propres à chaque AGO pourraient
avoir une incidence sur l’efficacité de la répression, et sur le spectre de cibles d’un miARN
chargé. Par exemple, des motifs structuraux spécifiques à AGO1 et AGO3 peuvent interagir
avec la séquence centrale des miARNs de façon différente d’AGO2 et AGO4 [219]. Cela suggère
que les différentes AGO chargées avec le même miARN peuvent avoir des différences d’affinités
avec une même cible.
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2.3 Autres mécanismes associés aux microARNs
La répression de la traduction dans le cytoplasme est le mécanisme principal des miARNs,

mais ils pourraient également être impliqués dans d’autres mécanismes. En particulier, des
observations suggèrent que les miARNs pourraient être impliqués dans un mécanisme permet-
tant d’améliorer l’activité de traduction de certains ARN messagers. Ils semblerait également
qu’ils aient une fonction dans le noyau des cellules, en permettant de contrôler l’activation
et la répression de la transcription. Les observations de ces mécanismes sont encore limi-
tées, impliquent à l’heure actuelle un petit nombre de miARNs, et méritent de plus amples
investigations.

a) Surexpression post-transcriptionnelle par les microARNs

À l’inverse du mécanisme habituellement observé, certaines observations suggèrent que des
interactions RISC:ARNm auraient comme conséquence d’améliorer l’activité de traduction
de certains ARN messagers dans des conditions cellulaires spécifiques. Par exemple, dans les
cellules à l’état de repos (noté G0), où la traduction des messagers est affaiblie par la voie
PI3K/mTOR, la traduction peut être réactivée par l’intermédiaire d’un RISC avec l’aide des
protéines FXR1a, PARN et p97 [36, 273, 274]. Un autre exemple concerne les ARNm avec un
motif 5’TOP 25, dont la traduction est limitée dans certains états cellulaires excepté lorsque le
miARN miR-10a vient se fixer directement après le motif 5’TOP [307]. La présence du miARN
empêcherait la liaison d’autres complexes inhibiteurs sur le motif 5’TOP, permettant ainsi au
messager d’être traduit.

b) Activités nucléaires des miARNs
Alors que le mécanisme principalement étudié des miARNs a lieu dans le cytoplasme, de

nombreux miARNs matures chargés dans un RISC sont également observés dans le noyau, et
leur profil semble dépendre du type de cellules [177]. Le transport de RISC du cytoplasme
vers le noyau est effectué par Importin8 [283], et pour certains miARNs tel que le miR-29b,
un motif de 6 nucléotides spécifiques en 3’ est nécessaire et suffisant pour être importé dans
le noyau [123]. Les différents travaux sur le sujet rapportent principalement 2 mécanismes
liés aux miARNs: la dégradation de transcrits, ou une régulation de la transcription par un
mécanisme épigénétique.

Dégradation de transcrits nucléaires De façon similaire au mécanisme observé dans
le cytoplasme, une dégradation des transcrits est possible dans le noyau, grâce à la présence
d’autres complexes liés à la voie de répression cytoplasmique des ARN messagers, tels que
TNRC6 et le complexe CCR4-NOT [83, 244, 246]. Par exemple, dans le noyau de cellules
souches, il a été montré qu’un RISC peut cibler des ARNs par complémentarité de la seed
dans les régions 3’UTR, mais aussi plus largement dans les régions codantes et les introns, et
provoquer la dégradation d’un transcrit par la voie TNRC6 / CCR4-NOT [244].

miARNs et mécanismes épigénétiques De façon plus surprenante, les miARNs pour-
raient être impliqués dans un mécanisme épigénétique permettant la régulation transcription-
nelle de gènes ciblés. En effet, certains travaux suggèrent qu’un RISC pourrait interagir avec

25. À l’inverse de la plupart des ARN messagers avec coiffe 5’, qui débutent avec une adénine, les ARN
messagers 5’TOP débutent avec une cytosine suivie par un segment de 4 à 14 pyrimidines (C et U).
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des régions ciblées du génome, par complémentarité de séquence avec le miARN chargé, et
entraîner la modification du profil épigénétique localement, soit grâce à une modification des
queues d’histones (principalement H3K4, H3K9 et H3K27), soit par une modification des
niveaux de méthylation de l’ADN.

Ce mécanisme a été initialement observé dans le cadre de recherches utilisant des siARNs
[101, 140], mais des observations suggèrent qu’un RISC chargé avec un miARN aurait un impact
similaire. Plusieurs modèles ont été élaborés pour expliquer ces interactions, et proposent
qu’un RISC pourrait interagir soit directement avec l’ADN au niveau des régions promotrices
de la transcription, soit avec les transcrits naissants, synthétisés par l’ARN polymérase
[177, 237, 284]. Une fois le RISC lié à un site, il peut recruter des complexes protéiques, et
modifier les niveaux d’expression de transcrits localement, en modifiant le profil épigénétique.
Ces interactions permettraient ainsi soit d’activer la transcription [185, 188, 229], soit de
la désactiver [63, 139, 262, 303]. Cependant, les mécanismes et les complexes protéiques
responsables de ces modifications ne sont pas encore clairement identifiés [174, 177].

L’activité et le rôle des miARNs nucléaires sont encore peu étudiés par rapport à l’activité
cytoplasmique des miARNs, et méritent de plus amples investigations pour valider et mieux
comprendre les mécanismes observés.

3 Régulation de l’expression et de la fonc-
tion des MicroARNs

Si les mécanismes responsables de la synthèse et de la fonction cytoplasmique des miARNs
sont bien caractérisés, les mécanismes qui influencent leur stabilité et leur abondance au sein
d’une cellule sont moins bien connus. La section qui suit donne un aperçu dynamique de
l’activité et du cycle de renouvellement des miARNs. Ensuite, les mécanismes impliqués dans
la dégradation, les modifications post-transcriptionnelles, et le contrôle transcriptionnel des
miARNs seront présentés, afin d’avoir un aperçu de la régulation complexe de l’expression et
de la fonction des miARNs.

3.1 Abondance et stabilité des miARNs
Des travaux récents sur des fibroblastes embryonnaires de souris ont permis d’élucider la

dynamique temporelle de la production à la dégradation de 176 miARNs, donnant une idée
des rythmes de production et de la stabilité des miARNs chez les mammifères [146]. Ils ont
ainsi observé que quelques minutes suffisent pour compléter la maturation d’un miARN, et le
miARN mature peut-être chargé dans un RISC et être effectif dans les 30 minutes suivantes 26.
Toujours d’après cette étude, les niveaux de production des miARNs sont généralement corrélés
avec leur abondance, et peuvent être très élevés pour les miARNs les plus abondants, une
cellule pouvant produire jusqu’à ∼ 100 copies d’un microARN mature chaque minute. Ce taux
est bien plus important que ceux des ARN messagers les plus rapidement produits rapportés
(moins de 10 molécules par minute par cellule [247]).

26. D’après les résultats d’une étude similaire chez la drosophile [234], mais avec un protocole différent, le
temps de chargement est plus long et requiert en moyenne 1 heure, temps pendant lequel 40% des miARNs
sont dégradés, ce qui implique une compétition entre les miARNs pour être chargés dans un RISC. Il y a donc
soit une distinction entre les deux espèces, soit une mesure plus précise dans l’un des deux protocoles, et des
analyses complémentaires sont nécessaires pour comprendre cette distinction.
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La stabilité peut varier significativement selon l’identité du miARN, avec d’un côté des
brins extrêmement stables possédant une demi vie pouvant atteindre une semaine [239], et
à l’inverse des miARNs qui sont dégradés en quelques heures voire quelques minutes, en
particulier dans les cellules neuronales [236]. En moyenne, les demi-vies observées des miARNs
dans les fibroblastes murins sont supérieures à 24h, et sont ainsi environ 10 fois supérieures à
celles des ARN messagers, inférieures à 3h. Ces durées de vies élevées permettent ainsi à un
miARN d’avoir à tout moment une concentration supérieure à 1000 molécules par cellule, ce qui
représente une abondance bien supérieure à celle typiquement observée pour les ARN messagers
(environ 17 molécules par cellule) [62, 247]. La différence de stabilité entre différents miARNs
semble être majoritairement dictée par leur séquence, qui est le seul élément permettant de
les distinguer, mais aucun motif de séquence lié à la stabilité des miARNs n’a encore été
clairement identifié.

3.2 Dégradation active des miARNs
Les mécanismes qui entraînent une dégradation rapide des miARNs sont peu connus.

Les deux principaux mécanismes identifiés sont la dégradation par la protéine Tudor-SN
(mécanisme appelé TumiD en anglais pour Tudor-SN directed miRNA Degradation), et la
dégradation orchestrée par la cible (noté TDMD en anglais pour Target-Directed miRNA
Degradation).

La protéine Tudor-SN a été récemment identifiée comme la première endoribonucléase
responsable de la dégradation de certains miARNs [69]. Cette enzyme peut découper les
miARNs lorsqu’ils sont libres ou lorsqu’ils sont chargés dans un RISC. La découpe est effectuée
principalement au niveau des dinucléotides CA ou UA, lorsqu’ils sont localisés dans une région
centrale du miARN (à au moins 5 nucléotides des extrémités). Les morceaux du miARN
résultants de cette découpe sont ensuite dégradés par des exoribonucléases.

Le second mécanisme, TDMD, se déroule au niveau d’une interaction RISC:ARNm, et
requiert une haute complémentarité de séquence entre le miARN et le messager. Lorsque
les nucléotides supplémentaires en 3’ sont suffisamment appariés avec la cible, l’extrémité 3’
du miARN peut être relâchée de sa poche protectrice dans le domaine PAZ d’AGO [251].
Cette extrémité est alors exposée, et peut être modifiée par des TNTases et exoribonucléases,
qui vont, respectivement, soit ajouter des nucléotides par un processus de tailing (et ajouter
principalement des Adénines ou des Uraciles), soit en retirer par un processus appelé trimming.
Éventuellement, le miARN est entièrement dégradé, mais les étapes menant à cette dégradation
ne sont pas encore clairement établies. Il a été proposé que lors d’un TDMD, les miARNs sont
d’abord sujets à un tailing, jusqu’à ce que l’extrémité 3’ soit accessible à des exoribonucléases,
qui vont ensuite effectuer un nombre suffisant de trimming pour éventuellement dissocier le
miARN du RISC, et finalement dégrader entièrement le miARN [6].

L’exemple le mieux caractérisé de TDMD implique le miR-7-5p et sa cible le lncARN
Cyrano, qui entraîne une réduction des niveaux de ce miARN de 97% [148]. Les observations
actuelles de TDMD indiquent que le mécanisme est efficace principalement dans les cellules
neuronales [59], ce qui est cohérent avec la tendance dynamique du système nerveux, nécéssitant
des mécanismes actifs de régulation. Cependant, ce mécanisme est peut-être plus répandu, car
une étude visant à découvrir des interactions résultant en TDMD dans des fibroblastes murins
suggère que des centaines d’interactions peuvent résulter en TDMD, et décrivent en particulier
une interaction entre le 3’UTR de SERPINE1 et les miR-30b/c-5p qui résulte en TDMD dans
ce tissu [87].
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De plus, il a été rapporté qu’un miARN peut être dissocié du RISC lorsqu’il partage une
haute complémentarité avec sa cible, laissant le miARN vulnérable à des ribonucléases [58]. On
peut postuler que cette dissociation est causée par un TDMD, ou bien par une modification
post-transcriptionnelle d’AGO (comme mentionné dans la section I.2.2.d).

Le nombre de miARNs affectés par ces mécanismes n’est pas connu, mais ils pourraient
être principalement responsables de la régulation des miARNs avec une faible stabilité.

3.3 Séquestration des miARNs et ARNs compétiteurs
L’activité de miARNs spécifiques peut également être régulée sans dégradation, en les

séquestrant par complémentarité de séquence, grâce à des transcrits non codants tels que les
lncARNs ou les ARNs circulaires. Ces transcrits sont appelés “éponges”, car ils possèdent
généralement un nombre important de sites de fixation, leur permettant de séquestrer de
nombreux miARNs. Par exemple, les ARNs circulaires Syr permet d’éponger le miR-138-5p,
et le CDR1as peut éponger le mir-7-5p [103, 266]. Ces éponges permettraient ainsi de réguler
les niveaux de miARNs spécifiques, et donc potentiellement d’augmenter l’expression d’ARN
messagers normalement ciblés par ces miARNs séquestrés. Ce principe est souvent utilisé
en laboratoire pour limiter l’expression de miARNs spécifiques en introduisant un nombre
conséquent de séquences synthétisées complémentaires au miARN ciblé (nommés antagomiRs).

Ce principe de séquestration des miARNs par des transcrits pour permettre la sur-expression
d’autres transcrits ciblés par ces miARNs, est à la base d’un modèle de régulation connu sous le
nom d’hypothèse des ARN compétiteurs endogènes (notés ceARN) [242]. Selon cette hypothèse,
un changement de l’expression d’un ARN ciblés par un miARN pourrait se répercuter sur les
niveaux d’autres ARN messagers ciblés par le même miARN, et ainsi former un vaste réseau
de régulation entre les ARN messagers par l’intermédiaire des miARNs.

Pour comprendre les conséquences de ce modèle, on peut considérer l’exemple de l’augmen-
tation des niveaux d’expression d’un ARNm ciblé par un miARN, qui va alors augmenter le
nombre de sites de fixations disponibles pour ce miARN, ce qui va entraîner une compétition
de cet ARNm titrateur avec les autres ARN messagers ciblés par ce même miARN, et donc
impacter la régulation et les niveaux d’expression de ces autres ARN messagers compétiteurs.

La validité de cette hypothèse dépend principalement de la quantité d’un miARN considéré,
de la quantité de l’ARNm titrateur par rapport aux autres messagers ciblés par le miARN
en compétition, et de la quantité de sites de fixations pour le miARN. Et malgré les hautes
abondances de miARNs, les sites de fixations sont potentiellement bien plus nombreux, grâce
à leur petite taille. En moyenne, pour les 90 miARNs les plus conservés, il existe plusieurs
centaines de sites complémentaires chez l’homme [79], et bien plus si on considère également
les sites non canoniques (détaillés dans la section I.3.2.b). Ainsi, il est peu probable que les
sites de fixations soient saturés par des miARNs. Ce résultat a plusieurs implications [22]:

1) Une augmentation des niveaux d’un miARN, même légère, pourra avoir un effet sur
les niveaux de répression des ARNs ciblés. En effet, si le nombre de sites de fixation
est plus important que le nombre de miARNs disponibles, alors une augmentation du
nombre de miARNs permettra de couvrir plus de sites de fixations et permettra donc
d’accentuer la répression ;

2) Les miARNs faiblement exprimés ont probablement un effet négligeable sur la répression.
Car devant le nombre important de sites de fixation possibles, un miARN doit être
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suffisament exprimé pour cibler continuellement le même spectre d’ARN messagers et
avoir un effet de régulation significatif ;

3) Enfin, en lien avec l’hypothèse ceARN, une augmentation des niveaux d’expression d’un
ARN titrateur, et donc du nombre de sites de fixation, doit être importante pour avoir
un effet sur la quantité disponible du miARN impliqué dans sa répression. Cependant,
l’augmentation nécessaire de l’ARN titrateur pour déclencher cette compétition semble
devoir être trop importante pour être observée naturellement in vivo. En effet, dans
une étude visant à estimer l’augmentation nécessaire d’un ARN titrateur permettant
d’observer une dérégulation des autres ARN messagers ciblés par un miARN [61], les
auteurs ont observé que l’augmentation de l’ARN titrateur nécessaire était très élevée,
et au mieux très rarement atteignable dans un contexte cellulaire normal.

3.4 Modifications de la séquence des microARNs : les isomiRs
Chaque miARN possède une séquence de référence, d’environ 22 nt, qui correspond au

fragment d’ARN obtenu après transcription et maturation par le microprocesseur et Dicer.
Ces séquences de références sont associées à chaque miARN dans les bases de données qui les
référencent, telle que la miRBase. Cependant, l’application des technologies de séquençage haut
débit sur les petits ARNs a permis de découvrir que la séquence des miARNs peut être variable,
et que pour de nombreux miARNs, les séquences avec des variations sont plus abondantes que
la séquence de référence [191]. Ces variations de séquence sont dues principalement à:

— des inconsistances lors du processus de maturation du miARN
— des modifications post-transcriptionnelles
— des variants génétiques

Les variations de séquences sont particulièrement fréquentes sur les extrémités du miARN, et
correspondent à l’ajout de nucléotides, par tailing, ou au retrait de nucléotides, par trimming
(ces mécanismes ont été mentionnés précédemment dans les sections I.1.3.d et I.3.2).

Les miARNs avec une variation de séquence par rapport à la séquence de référence sont ainsi
des isoformes de miARNs, et sont donc appelés isomiRs [203], ou séquences non canoniques.

a) Imprécisions de Dicer et Drosha
Lors de la maturation du miARN, les RNAses Drosha et Dicer effectuent deux découpes

successives qui déterminent les extrémités des miARNs. L’évaluation in vitro des sites de
découpe de Drosha a permis de révéler des sites alternatifs pour de nombreux miARNs [137].
Les miARNs qui ont des sites alternatifs sont principalement ceux dont le pri-miARN n’a pas
de motifs UGU dans la section apicale ou UG dans la section basale, dont la présence permet
d’améliorer la précision de découpe du microprocesseur.

Le site de découpe de Dicer peut également être modifié. En particulier, selon la protéine
partenaire de Dicer, TRBP ou PACT, la position du site de découpe peut changer d’un ou
deux nucléotides [290].

La conséquence majeure de ces découpe alternatives est de décaler la seed du miARN, qui
débute généralement au niveau du second nucléotide du miARN, et donc de modifier le spectre
d’ARN messagers ciblés par le miARN. La découpe de Drosha définit la seed du bras 5p du
pre-miARN, tandis que la découpe de Dicer définit celle du bras 3p (Figure I.14).

Pour certains miARNs paralogues, qui possèdent des séquences de références identiques,
quelques variations nucléotidiques dans la séquence du précurseur, mais pas dans celle du
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Fig. I.14 – Découpes alternatives de Drosha et Dicer. Image adaptée de [85]

miARN mature, peuvent également influencer les découpe de Dicer et Drosha. Ces différences
génèrent ainsi de façon inattendue des miARNs paralogues avec des séquences différentes
pouvant avoir des fonctions différentes [28].

Par rapport à une séquence de référence, ces découpes alternatives entraînent le trimming
ou le tailing d’un ou plusieurs nucléotides aux extrémités. Dans le cas de tailing, les nucléotides
ajoutés correspondent à ceux présents dans la séquence d’origine, au sein du pri-miARN. On
parle alors de templated tailing, qui est différent du tailing provoqué par des TNTases, appelé
non-templated tailing, ou plus fréquemment non-templated addition (noté NTA).

b) Modifications post-transcriptionnelles

Non-templated addition en 3’ Le NTA est effectué par les protéines TNTases qui
ajoutent principalement des Adénines (par la TNTase nommée GLD2) et des Thymines (par
les TNTases nommées TUT1, TUT4, et TUT7) à l’extrémité 3’ du miARN [295]. Ces additions
sont observées à la fois sur les miARNs matures, et sur les pre-miARNs, notamment pour
les pre-miARNs de la famille let-7 qui ont besoin de ce mécanisme pour compléter leurs
maturations (voir section I.1.3.d). Les miARNs matures ont leur extrémité 3’ généralement
protégée par AGO, mais dans certaines conditions, comme lors d’un TDMD (voir section I.4.2),
l’extrémité 3’ est exposée et vulnérable à des modifications par les TNTases.

Cette modification, qui n’a pas d’impact sur la seed, permettrait selon certaines observations
d’améliorer la stabilité de certains miARNs, en particulier le miR-122 pour lequel les NTA
sont fréquents [131, 38]. Elles pourraient également améliorer l’affinité de certaines interactions
miARN:ARNm [299] par extension des appariements en 3’ du miARN, et ainsi améliorer
l’efficacité de la répression de la traduction [252]. Elle permettrait également de promouvoir le
TDMD, qui requiert une forte complémentarité en 3’.

Trimming par exoribonucléase Le trimming en 3’ est la modification la plus fréquem-
ment observée avec le NTA [191], mais c’est également la modification la moins bien caractérisée
chez l’homme. Il semble que la majorité des évènement de trimming sont produits lorsque le
miARN est chargé dans AGO et que l’extrémité 3’ n’est plus protégée dans le domaine PAZ.
En effet, en utilisant une AGO mutée qui ne possède plus de poche dans son domaine PAZ
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pour protéger l’extrémité 3’ du miARN, il a été récemment observé que les isomiRs avec du
trimming étaient bien plus abondants qu’avec l’utilisation d’une AGO non mutée [251]. Or la
seule condition connue où l’extrémité 3’ est libérée de la poche PAZ d’AGO naturellement est
lors d’un TDMD. Pour expliquer la haute fréquence des évènements de trimming, on peut donc
postuler que le TDMD est très répandu. Ou alors, on peut émettre l’hypothèse qu’après une
certaine limite de temps, l’extrémité 3’ du miARN n’est plus fixée dans la poche d’AGO, ce qui
la rend vulnérable aux exoribonucléases et TNTases. Cette dernière hypothèse est d’ailleurs
consistante avec les observations récentes du groupe de Bartel, qui indique que l’abondance
des isomiRs avec trimming ou tailing est corrélée avec l’âge des miARNs [146].

On peut également mentionner le mécanisme de trimming par exoribonucléases spécifique
aux mirtrons, qui entraîne la dégradation des queues d’ARN qui sont associées en 3’ ou 5’
du mirtron [14, 215] (voir section I.1.3.a). Cette dégradation peut alors résulter avec des
extrémités alternatives, avec du trimming si l’extrémité est plus courte que sur la séquence de
référence, ou du templated tailing si elle est plus longue.

On peut également postuler que les extrémités du pre-miARN, après découpe par Drosha,
peuvent être exposées aux exonucléases, comme elles le sont aux TNTases, mais aucun
mécanisme n’a été identifié allant dans ce sens.

Edition d’ARN A>I par ADAR Des modifications post-transcriptionnelles internes
à la séquence peuvent également être observées, à cause du mécanisme appelé “édition ARN”.
L’édition ARN la plus fréquente est la désamination d’une Adénine qui résulte en Inosines
(I), notée “A>I”. Cette modification est effectuée par la protéine Adenosine deaminase acting
on RNA (ADAR) [133], qui cible les ARNs doubles brins tels que les épingles formées par
les pri-miARNs ou les pre-miARNs. Ces modifications peuvent ainsi modifier la seed et donc
réguler la fonction d’un miARN.

La fréquence d’édition A>I dépendrait du tissu, et ce mécanisme a été observé principale-
ment dans les tissus cérébraux [158]. Comme l’Inosine se lie par complémentarité au C au lieu
du T, cette modification peut créer des bourgeonnements, qui modifient la structure du pri- ou
pre-miARN, et peut donc aussi gêner la découpe de Dicer ou Drosha et perturber le processus
de maturation du miARN. Cette modification est souvent notée A>G à la place de A>I, car
les Inosines se lient par complémentarité aux Cytosines, et lors de la préparation des librairies
pour le séquençage, les Inosines sont remplacées par des Guanines, qui sont complémentaires
aux Cytosines.

Un mécanisme plus rare d’édition “C>U” a également été observé dans des cellules T-regs,
dans lesquelles ce mécanisme modifie la séquence du miR-100-5p [209]. Mais le mécanisme
responsable de cette modification n’est pas encore identifié.

c) Variations génétiques

Des variants génétiques peuvent être localisés dans la séquence d’un miARN. Ils modifient
donc la séquence du miARN, et potentiellement la seed, et peuvent ainsi changer le spectre
d’ARN messagers ciblés par le miARN. Ces variants génétiques peuvent également influencer
les niveaux de production d’un miARN, soit en perturbant le mécanisme de transcription, soit
en déstabilisant la structure du pri- ou du pre-miARN, perturbant ainsi les mécanismes de
maturation du miARN [42].

D’après une analyse entre les miARNs référencés dans la miRBase (version 18) et les
variants indexés dans la base de donnée dbSNP (version 137), environ 24% des miARNs
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matures possèdent au moins un SNP 27 dans leur séquence, et 9% des miARNs possèdent un
SNP dans leur seed [102]. Toutefois, la majorité de ces variants sont rares, en particulier ceux
qui sont localisés dans la seed des miARNs, qui est la région la mieux conservée des miARNs.
Certains variants localisés dans des miARNs peuvent entraîner des phénotypes importants tels
que la formation d’un kératocône impactant la cornée [118] ou une surdité [195].
Par la suite, on appellera polymiR un isomiR contenant un variant génétique.

d) Résumé
Un résumé des différents isomiRs et des mécanismes responsables de leur formation est

représenté sur la Figure I.15.

Fig. I.15 – Résumé des différents isomiRs, des conséquences qui leur sont associées,
et des mécanismes responsables de leur formation. La taille de l’isomiR est également
comparée à la séquence de référence

Les modifications en 5’ du miARN peuvent être générées soit par une découpe alternative de
Drosha ou Dicer, soit par un variant génétique, ou bien par une édition ARN. Ces modifications
ont un impact plus important que celles en 3’, car l’extrémité 5’ contient la seed aux positions
2..8, qui peut être modifiée à cause de ces variations de séquences. Et une modification de la
seed du miARN va impacter sa fonction en redéfinissant le spectre d’ARN messagers ciblés.

27. en anglais pour Single Nucleotide Polymorphisme, voir l’Appendice A pour plus d’information sur les
variants génétiques
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Cependant, les modifications en 3’ du miARN sont beaucoup plus fréquentes, car cette
extrémité est vulnérable aux mêmes mécanismes que l’extrémité 5’, mais aussi au tailing par
TNTases et au trimming par exoribonucléases. Les variations en 3’ ont un impact modéré
sur la fonction du miARN. Cependant des appariement supplémentaires en 3’ sont parfois
nécessaires, et des modifications sur cette extrémité pourraient ainsi avoir un effet sur certaines
interactions.

La fonction des isomiRs n’est pas encore clairement établie, mais certains isomiRs peuvent
avoir un effet sur la régulation par les miARNs dans un contexte particulier. Par exemple,
le miR-223-3p possède deux isoformes qui régulent l’expression de cibles distinctes dans les
neutrophiles murins [50]. De plus, les isomiRs sont potentiellement contrôlés génétiquement,
car différents travaux rapportent que certains isomiRs peuvent être différentiellement exprimés
selon le sexe, la population étudiée, ou la pathologie analysée [263, 181].

3.5 Régulation génétique et épigénétique
Les miARNs sont également assujettis à des mécanismes de régulation génétiques et

épigénétiques 28, comme toutes les classes d’ARNs. Dans des cas particuliers, leur expression
peut être totalement supprimée, par exemple à cause de mutations rares, comme la délétion
d’un locus contenant un miARN. Plus fréquemment, leurs expression peut être modifiée, plus
ou moins sévèrement, par des variations génétiques ou épigénétiques.

Afin d’identifier des variants génétiques pouvant moduler l’expression d’un miARN, on
peut réaliser des études d’association entre le génotype d’un variant et les niveaux d’expression
d’un miARN. Ces analyses reposent généralement sur un modèle linéaire additif, permettant
d’associer le nombre d’allèles portés par un individu avec le niveau d’expression du miARN
transcrit (comme sur l’exemple représenté sur la Figure I.16), en prenant en compte des
variables d’ajustement souvent associées aux niveaux de miARNs telles que l’âge et le sexe
[113, 240].

Fig. I.16 – Deux exemples de SNPs régulant (en haut) ou non (en bas) les niveaux
d’expression d’un miARN. Les boxplots, à droite, représentent les niveaux d’expression
du miARN selon le génotype du variant.

28. Les mécanismes de régulation génétique et épigénétiques sont présentés dans l’Appendice A.
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Lorsqu’on mène ces analyses sur l’ensemble des variants du génome, elles sont appelées
GWAS (en anglais pour Genome Wide Association Study) et les variants associés significative-
ment à des variations d’expression sont appelés eQTLs (en anglais pour expression Quantitative
Trait Loci). Des GWAS permettant d’identifier des eQTLs pour les miARNs ont ainsi été
réalisées dans plusieurs tissus [30, 53, 84, 115, 116, 163, 222, 231, 254], permettant d’identifier
collectivement des eQTLs pour une centaine de miARNs. La vaste majorité de ces eQTLs sont
localisés à proximité du locus génomique du miARN, et sont appelés cis-eQTLs, en opposition
aux trans-eQTLs, qui interagissent à distance. Ces cis-eQTLs sont généralement localisés dans
des régions régulatrices (ex: ilôts CpG, promoteurs, enhancers, ou sites de fixation pour les
facteurs de transcription), ou dans la séquence du miARN.

En particulier, les variants présents dans les ilôts CpG peuvent impacter localement la
méthylation de l’ADN, l’un des principaux mécanismes épigénétique permettant le contrôle de
la transcription. D’ailleurs, environ 10% des miARNs sont directement colocalisés avec des ilôts
CpG pouvant être méthylés [201], ce qui les rends particulièrement susceptibles à un contrôle
épigénétique de leur expression. Par exemple, un ilôt CpG méthylé à proximité du miARN
polycistronique let-7a-1/f-1/d peut désactiver totalement son expression [151]. Récemment,
une étude d’association épigénome-entier (EWAS) entre les niveaux de méthylation de sites
CpG et des niveaux d’expression des miARNs dans le sang total a mis en évidence 40 miARNs
dont l’expression est contrôlée par les niveaux de méthylation d’ilôts CpG [114], dont 11 sont
localisés dans la région 14q32 du génome, déjà connue comme étant sous contrôle épigénétique
[249]. Les modification post transcriptionnelles des queues d’histones (HPTM) sont également
associées à un contrôle épigénétique de l’expression de nombreux miARNs, et la base de
données EpimiR [57] a été créée afin de recenser les miARNs dont l’expression est contrôlée
par la méthylation de l’ADN ou les HPTM.

3.6 Régulation par re-localisation en dehors du cytoplasme
L’activité principale des miARNs est observée dans le cytoplasme, elle peut donc être

régulée en relocalisant les miARNs dans le noyau (déjà mentionné dans la section I.3.3.b), ou
bien en les expulsant en dehors de la cellule. Les miARNs extracellulaires, appelés également
miARNs circulants, sont présents dans de nombreux biofluides, tels que le sérum, le plasma,
l’urine, le liquide cérébro-spinal, le liquide séminal, le lait maternel, les larmes, ou la salive
[51, 281]. Ils sont transportés au sein de vésicules extracellulaires (EV, aussi appelés exosomes),
de lipoprotéines, ou simplement chargés dans un RISC [8, 272] et sont ainsi protégés d’une
dégradation par les ribonucléases.

Les mécanismes cellulaires qui entraînent l’évacuation de ces miARNs ne sont pas encore bien
déterminés. Ils sont en partie expulsés passivement lors de l’apoptose, mais un mécanisme actif
semble également évacuer les miARNs par l’intermédiaire d’EVs. Les hypothèses principales
expliquants leur localisation extracellulaire sont [271]:

— un rejet résultant d’une régulation purement intracellulaire ;
— un rejet permettant une communication intercellulaire.

La régulation intracellulaire permettrait à une cellule d’évacuer des miARNs pour réguler leur
abondance dans le cytoplasme. Tandis que la communication intercellulaire permettrait à un
groupe de cellules d’envoyer des protéines et ARNs, dont des miARNs, à d’autres cellules
situées soit à proximité, soit joignables par circulation dans le biofluide. Un exemple d’une
telle communication a récemment été observé, avec un miARN exprimé par le tissu adipeux
d’une souris, évacué par EV, puis intégré par des cellules hépatiques pour réguler un ARNm
exprimé dans le foie [265]. Cependant, les quantité de miARNs observées dans les EVs sont
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très limitées, et semblent être insuffisantes pour impacter les niveaux de traduction dans
une cellule réceptrice. La part majoritaire de miARNs circulants correspond à ceux qui sont
simplement chargés dans un RISC [8, 272]. Des travaux supplémentaires sont nécessaires pour
comprendre les mécanismes mis en oeuvres lors de l’évacuation des miARNs et lors de la
récéption des miARNs circulants. Cette piste est un nouvel axe de recherche actif [225] et
ouvre des perspectives intéressantes sur les possibilités de régulation intercellulaire par les
miARNs.

4 Intérêt de l’étude des microARNs en re-
cherche biomédicale

Dans les parties précédentes, les mécanismes responsables de la synthèse, de la fonction et
de la régulation des miARNs ont été présentés. Les miARNs y sont décrits comme des molécules
remarquablement stables et abondantes (section I.4.1), dont le rôle est de réguler la majeure
partie du transcriptome (section I.3.2). Ce sont donc des acteurs omniprésents qui sont actifs
dans de nombreuses voies biologiques. Ils sont aussi eux-mêmes vulnérables à de nombreux
mécanismes pouvant réguler leurs expressions et leurs fonctions. Dans certains contextes
particuliers, génétiques ou environnementaux, une dérégulation importante de l’expression
ou de la fonction des miARNs peut avoir lieu et entraîner le développement de phénotypes
anormaux. Ils sont ainsi potentiellement impliqués dans diverses maladies complexes ou rares,
et sont donc le sujet de nombreux travaux de recherches médicales. Cette dernière partie décrit
le rôle et l’ampleur de l’impact des miARNs dans la physiologie cellulaire, avant de présenter
les différents axes de recherches médicales sur les miARNs.

4.1 Rôle physiologique des microARNs
Les miARNs sont considérés comme les sculpteurs du transcriptome [22], qui raffinent

les niveaux de production des protéines. Le niveau d’expression d’un gène donné dépend
de l’abondance de l’ARNm correspondant, mais aussi de l’abondance et de la stabilité des
miARNs qui le ciblent. Ces paramètres varient significativement selon le tissu et le type
cellulaire dans lequel l’ARNm et le miARN sont exprimés [98], et de l’état du cycle cellulaire
ou du développement de l’organisme [210]. L’activité des miARNs a donc pour conséquence
d’obtenir une régulation spécifique à un contexte cellulaire, que l’on peut supposer correspondre
à un niveau optimal de production de protéines pour le bon fonctionnement cellulaire.

Pour que la régulation d’un gène par un miARN soit effective, il faut évidemment que le
miARN et sa cible soient exprimés dans la même cellule au même moment, mais surtout que le
miARN soit suffisamment exprimé pour avoir un effet de régulation significatif sur l’expression
de sa cible. Car certains miARNs ne sont pas exprimés dans certains contextes cellulaires, ou
alors trop peu exprimés pour avoir un effet sur l’expression des ARN messagers ciblés. En
effet, à cause du nombre important de sites de fixation disponibles pour un miARN donné, il
est estimé qu’environ 1000 copies du miARN sont nécessaires pour avoir un effet [146]. Par
exemple, lorsqu’un certain seuil de production d’un miARN est atteint, il peut déclencher une
transition dans le développement cellulaire et biologique, comme découvert par les équipes de
Ruvkun et Ambros chez le nématode c. elegans, où la régulation de lin-14 par lin-4 permet
au ver de passer d’un stade de développement au suivant. Ainsi, seul un sous-ensemble de
miARNs est fonctionnel dans un contexte cellulaire spécifique.
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Lorsque les miARNs exprimés sont suffisament abondants de manière continue, ils peuvent
alors assurer la stabilité nécessaire au fonctionnement cellulaire. Concernant les quelques
miARNs avec une stabilité faible ou variable, ils ont vraisemblablement un rôle plus dynamique,
permettant une réponse à un contexte cellulaire ou environnemental spécifique. Par exemple,
lorsque des cellules neuronales de la rétine sont exposées à la lumière, l’abondance de certains
miARNs naturellement peu stables est réduite en moins de 90 minutes, grâce à une diminution
de leur production [153]. Dans certaines conditions spécifiques, comme lors d’une infection
virale [43, 169, 186] ou pendant certaines périodes du cycle cellulaire [236], une dégradation
rapide de certains miARNs peut être observée, qui résulte potentiellement d’une régulation
active de leur expression ou de leur fonction.

4.2 Ampleur de l’impact des microARNs sur l’expression des
gènes

Afin de déterminer le rôle et l’impact d’un miARN spécifique sur le transcriptome et le pro-
téome 29, et plus largement sur l’organisme, de nombreuses expérimentations de surexpression
ou de suppression de l’expression par knock-out (KO en anglais pour délétion) de miARNs
individuels ont été réalisées dans des lignées cellulaires humaines et dans des modèles murins
[22].

Il est ainsi possible de déterminer les transcrits ciblés par un miARN, en comparant les
niveaux d’expression des transcrits entre la condition où le miARN est exprimé normalement,
et la condition où il est exprimé de façon anormale (surexprimé ou KO), et en même temps
mesurer l’importance de la répression effectuée par un miARN sur ces différents transcrits. Il est
alors également possible d’observer les phénotypes développés dans la condition où le miARN
est exprimé de façon anormale. De plus, pour les miARNs qui ont une fonction redondante,
notamment lorsqu’ils sont membres d’une même famille, il faut parfois modifier l’expression
de l’ensemble des membres de la famille pour voir apparaître un phénotype important 30.

En comparant les niveaux d’expression des transcrits et des protéines entre les deux
conditions (avec miARN et condition KO), on observe de façon surprenante que l’impact de la
régulation d’un miARN est généralement modeste. En effet, le changement de l’expression des
transcrits et des protéines peut parfois atteindre 50% mais il est généralement inférieur à 20%
[16, 250]. On peut toutefois noter que la coopération de plusieurs miARNs différents, fixés sur
plusieurs sites proches sur un ARNm, peuvent parfois accentuer l’efficacité de la répression
(comme mentionné précédemment dans la section I.3.2.b) [73, 261], mais cette condition n’a
pas été prise en compte par ces expérimentations.

Cependant, malgré l’impact modeste sur les niveaux de production de protéines, des
phénotypes souvent sévères sont observés presque systématiquement lors d’un KO d’un miARN
conservé dans un modèle murin: 69 des 90 familles de miARNs conservées depuis le poisson
sont associées à un phénotype anormal lors d’un KO de la famille du miARN, et parmi les 21
familles restantes, plusieurs n’ont pas encore été testées [22]. Parmi les phénotypes observés,
des développements anormaux sont fréquents (au niveau du squelette, cerveau, muscles, coeur,
poumons, reins, foie, lignées hématopoïétiques, etc), et accompagnés de dérèglements cellulaires
(au niveau de la formation des synapses, la polyploïdisation, la genèse des cils, etc), ou
physiologiques (en dérégulant la fonction cardiaque, pression sanguine, métabolisme des lipides

29. Le protéome désigne l’ensemble des protéines qui résultent de la traduction des gènes
30. En particulier pour les expérimentations de type KO, où il faut parfois supprimer l’expression de tous les

membres d’une famille de miARNs.
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et du cholestérol, mobilisation des glycogènes, fibrose, développement embryonnaire, etc) et
impactent régulièrement la viabilité de l’embryon ou de la souris.

Il est ainsi apparent que les miARNs conservés ont un rôle indispensable pour obtenir
des conditions de développement saines. Mais l’impact des miARNs moins conservés, qui ont
émergés récemment chez l’homme, est plus difficile à étudier, faute d’avoir un modèle animal
dans lequel mener des expérimentations.

Des KO hétérozygotes, permettant de désactiver un seul des deux allèles exprimant un
miARN, ont également été effectués, permettant de réduire de moitié l’expression d’un miARN.
Dans ces expérimentations, il n’y pas généralement pas de réponse phénotypique [22], révélant
ainsi que la majorité des ARN messagers ciblés sont insensibles à un changement majeur de
l’expression d’un miARN, à l’exception notable du mir-96 et du polycistronique mir-17∼92,
qui engendrent des haploinsuffisances causant une surdité et une anomalie du squelette,
respectivement [195, 60]. Cela suggère que les gènes haploinsuffisants ciblés par un miARN
sont davantage vulnérables à un changement de l’expression du miARN [228].

4.3 Recherche biomédicale
Depuis la premier cas d’implication d’un miARN dans le développement d’une maladie

humaine en 2002 [41], où une mutation responsable de la délétion du cluster de miARN
mir-15∼mir-16 a été associée au développement d’une leucémie, de nombreuses études ont été
lancées pour déterminer l’implication des miARNs dans diverses pathologies. Le développement
de phénotypes anormaux est possible lorsque l’expression d’un miARN est altérée, ou lorsqu’une
interaction miARN:ARNm est perturbée. Ces dérégulations dépendent alors d’un contexte
particulier, génétique ou environnemental. De plus, s’ils ne sont pas directement impliqués dans
le développement d’un phénotype anormal, certains miARNs peuvent avoir leur expression
associée au développement de la pathologie, et être ainsi utilisables comme biomarqueurs.

a) Recherche de microARNs impliqués dans le développement d’une ma-
ladie

Recherche de miARNs dérégulés Afin d’identifier des miARNs impliqués dans le
développement d’une maladie, on commence généralement par effectuer une comparaison entre
le miRnome d’individus malades et celui d’individus sains. Le miRnome doit être mesuré
dans un tissu adapté à l’étude du phénotype délétère, ou à partir de biofluides facilement
accessibles lorsque le tissu d’intérêt est indéterminé, ou si il requiert une procédure d’extraction
trop invasive. Cette approche permet d’identifier les miARNs différentiellements exprimés
entre les deux groupes, qui sont ainsi associés au phénotype délétère, et donc potentiellement
responsables du développement de la maladie.

La base de donnée HDMM (human miRNA disease database en anglais) recense les
associations identifiées entre des miARNs et des maladies [117], et référence dans sa version
actuelle (v3.2) 35,547 associations impliquants 1206 miARNs et 893 pathologies. Cependant,
certaines études référencées reposent sur des cohortes de petites tailles, avec une faible puissance
statistique, et l’implication de miARNs dans le développement de certains phénotypes délétères
est peut être parfois surestimée. Ainsi, des réplications de ces études d’association sont
nécessaires pour valider les résultats observés, et réduire l’ensemble de miARNs suspects à un
sous-ensemble robuste et consistant entre les études.

Dans le cas de maladies rares, il est possible que la dérégulation d’un miARN à elle seule soit
responsable du développement du phénotype, auquel cas cette approche est particulièrement
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efficace. Cependant, dans le cas de maladies complexes répandues, plusieurs facteurs collaborent
dans le développement du phénotype délétère. La dérégulation d’un miARN peut parfois être
l’un de ces facteurs, même si la dérégulation est modeste et n’entraîne pas à elle seule le
développement d’un phénotype délétère. Ainsi l’identification de ces miARNs modestement
dérégulés n’est rendue possible qu’en intégrant un nombre élevé de patients dans l’étude, afin
d’obtenir une puissance statistique permettant de détecter une association significative avec le
développement de la maladie.

La dérégulation du miARN suspecté peut également être investiguée. En particulier, le
contexte génétique et épigénétique peut influencer de façon importante les niveaux d’expression
d’un miARN, et des études de type GWAS ou EWAS (mentionnées dans la partie I.4.5) per-
mettent d’établir les déterminants génétiques ou épigénétiques responsables d’une dérégulation
du miARN, et donc potentiellement responsables du développement de la maladie.

Identification des interactions miARN:ARNm Afin de comprendre le phénotype
engendré par la dérégulation d’un miARN, il faut aussi identifier le ou les gènes dont l’ex-
pression est impactée par la dérégulation du miARN, et donc in fine identifier l’interaction
miARN:ARNm qui est dérégulée.

Afin de déterminer ces interactions fonctionnelles entre un miARN et un ARNm, plusieurs
approches existent. D’abord les approches directes à grande échelle, basée sur des techniques
d’immunoprécipitation visant les protéines AGO, permettent d’établir un atlas des interactions
miARN:ARNm. Mais comme cela a été mentionné dans la partie I.2.2.c cette technique manque
de fiabilité et ne permet pas d’établir définitivement les interactions fonctionnelles, c’est à dire
celles qui ont un impact sur l’expression du gène ciblé par le miARN.

Des approches indirectes peuvent aussi être employées. On les appelle indirectes car elles
ne permettent pas d’établir si il y a une interaction directe entre le miARN et l’ARNm. Elles
reposent sur des analyses de l’expression du transcriptome et du protéome. On peut par
exemple effectuer des analyses de corrélations entre l’expression de miARNs et l’expression
de gènes. Une corrélation négative entre un miARN et un gène peut suggérer une régulation
du gène par le miARN. On peut également faire une analyse plus précise, en désactivant
l’expression d’un miARN (par exemple en utilisant un antagomiR ou par KO CRISPR). En
comparant l’expression des transcrits et protéines lorsque le miARN est exprimé ou désactivé,
on peut alors établir quels sont les gènes potentiellement régulés par le miARN. Cependant, les
approches indirectes ne permettent pas d’affirmer que le miARN est directement responsable
de la régulation, ou si un intermédiaire est impliqué pour modifier les niveaux d’expression du
gène.

Parmi les approches directes à petite échelle, les expérimentation basées sur les gènes
rapporteur comme la luciférase permettent d’établir l’impact de la régulation d’un miARN
sur un gène particulier. Le principe repose sur la combinaison de la séquence 3’UTR d’un
gène d’intérêt et la partie codante d’un gène rapporteur tel que la luciférase, une protéine
bioluminescente. On peut alors mesurer l’impact d’un miARN sur l’expression d’un gène dont
il cible le 3’UTR, en comparant le niveau de fluorescence émise lorsque le miARN est exprimé
ou désactivé.

Enfin, une méthode permettant de déterminer de façon précise une interaction est de
perturber un site de fixation suspecté (par exemple en utilisant une méthode de type CRISPR),
et d’observer la réponse phénotypique de cette perturbation. Grâce à cette méthode, plusieurs
études ont permis d’associer le développement de phénotypes sévères avec la perturbation
d’un site de fixation miARN:ARNm unique [65, 67, 192]. Cependant, cette méthode ne prend
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pas en compte une coopération potentielle de plusieurs miARNs, qui peuvent accentuer la
répression collaborativement, mais qui n’ont pas d’effets observables lorsqu’il sont seuls.

Le choix de la stratégie dépend donc des informations dont on dispose. En particulier, si
des miARNs et des gènes spécifiques sont suspectés, les méthodes directes à petite échelle
donneront des résultats plus précis. Une fois l’interaction clairement établie, il faudra recourir
à des expérimentation plus avancées, telles qu’un KO du miARN, par exemple dans un
modèle animal compatible, pour découvrir son implication dans un phénotype délétère. Il faut
également noter que les conditions de laboratoire ne permettent pas toujours d’obtenir un
effet observable. Par exemple, certains phénotypes sont observés dans des contextes cellulaires
spécifiques (tissu, type de cellules, cycle cellulaire, stress, prédispositions génétiques, etc).

b) Utilisation de microARNs comme biomarqueurs
Les biomarqueurs sont d’origine moléculaire, histologique, physiologique, ou radiographique,

et peuvent servir de témoins d’une activité biologique. Ils peuvent être utilisés notamment
pour établir un diagnostic, prédire le développement d’une pathologie, ou évaluer la réponse à
un traitement. Des biomarqueurs fiables pourraient ainsi faciliter la prise en charge de patients,
en termes de temps, de fiabilité du diagnostic, de traitement et donc dans l’absolu en termes de
coûts, grâce à une simple mesure. La stabilité et la facilité d’extraction des miARNs circulants
à partir de biofluides en font des candidats idéaux dans la recherche de biomarqueurs pour
diverses pathologies [198].

Ce domaine de recherche est très actif, notamment dans la recherche sur le cancer. La
découverte d’un profil d’expression de miARNs unique à différents types de cancers permettrait
d’obtenir des signatures distinctives pouvant faciliter leurs diagnostics [198]. Les données
accumulées ces dernières années sont prometteuses, par exemple pour discriminer les patients
atteints d’une forme agressive du cancer de la prostate, qui requiert un traitement immédiat,
des patients atteints du forme moins aggressive. Une équipe a ainsi identifié 14 miARNs
présents uniquement dans le sérum des patients atteints de la forme peu aggressive [197], et
l’utilisation clinique de cette signature de miARNs permettrait ainsi d’éviter un traitement
lourd à des patients qui n’en ont pas besoin.

Dans le domaine des maladies cardiovasculaires, les biomarqueurs constituent également un
outil essentiel pour les cliniciens. Ils sont notamment utilisés pour le diagnostic de l’infarctus
du myocarde (par mesure des troponines cardiaques), de l’hypertension (par mesure de la
pression sanguine), ou pour prédire le risque de rejet d’une transplantation cardiaque (avec
Allomap, un test basé sur l’expression génique) [99]. Cependant, beaucoup de biomarqueurs
manquent de fiabilité, et beaucoup de pathologies cardiovasculaires pourraient être mieux
diagnostiquées et traitées avec la découverte de nouveaux biomarqueurs robustes, tels que les
miARNs.

Cependant, plusieurs challenges doivent être surmontés pour identifier une signature
de miARNs robuste comme biomarqueurs. D’abord il faut prendre en compte les facteurs
techniques, tels que la méthode de prélèvement et leur conservation, ou les méthodes de
profilage, qui peuvent influencer la variabilité des miARNs. Il est possible de réduire cette
variabilité au sein d’une étude, si le protocole est strictement identique d’un patient à l’autre.
Ainsi, si un biais d’expression est introduit à un certain point, il sera identique pour tous les
échantillons étudiés, permettant ainsi de les comparer entre eux. Ensuite, il faut considérer
la variabilité introduite par des facteurs biologiques, comme l’âge ou le sexe, ou le contexte
génétique. Afin de trouver la variabilité associée uniquement au phénotype, ces paramètres
biologiques doivent être pris en compte lors des tests d’association. Enfin, les biomarqueurs
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identifiés doivent suivre un strict processus de validation, avec notamment une réplication dans
des cohortes indépendantes. Afin d’être considéré dans un cadre clinique, il faut également
déterminer un protocole permettant d’établir le risque associé aux biomarqueurs avec une
analyse quantitative absolue. Par exemple, grâce à une mesure par PCR (technique présentée
dans le chapitre suivant) en ayant identifié au préalable les seuils critiques associés à un risque.
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1 Méthodes de quantification
Plusieurs méthodes permettent de quantifier les miARNs exprimés dans un échantillon, les

principales étant les puces d’expression (microarray), la qRT-PCR (pour quantitative Reverse
Transcriptase Polymerase Chain Reaction en anglais), et le séquençage haut débit (NGS) des
petits ARNs.

1.1 qRT-PCR
La qRT-PCR, aussi appelée PCR en temps réel, permet de quantifier une séquence

particulière d’ARN ou d’ADN présente dans un échantillon. La mesure est effectuée grâce à
un marqueur fluorescent, et elle effectuée en continu sur plusieurs cycles d’amplification PCR.
La cinétique complète de la réaction de polymérisation permet d’obtenir une quantification
absolue de la quantité initiale de la séquence d’ARN ou ADN ciblée.

Dans le cas d’une mesure d’ARN, la séquence ciblée est au préalable convertie en ADN
complémentaire (noté ADNc). Le principe de cette technique repose sur des amorces (primers
en anglais) qui peuvent venir se fixer à la séquence ciblée par complémentarité de séquence,
ainsi que des protéines Reverse-Transcriptases qui permettent une transcription inverse de
la séquence en ADNc, en partant du primer. Ensuite, pour chaque cycle PCR, des primers
spécifiques à la séquence ciblée ainsi que des ADN polymérase sont introduites. Une fois les
primers fixés sur la séquence ciblée, l’ADN polymerase synthétise le brin complémentaire à la
séquence. Des sondes fluorescentes pouvant se fixer sur les ADN double brin sont également
introduites, et émettent une fluorescence une fois fixées. Cette technique, répétée sur plusieurs
cycles, permet de mesurer en temps réel l’accumulation de la séquence ciblée. Chaque cycle
permet de doubler la quantité de la séquence présente dans l’échantillon, et le nombre de cycles
d’amplification nécessaires pour obtenir un signal significatif reflète la quantité initiale de la
séquence dans l’échantillon. Un faible nombre de cycles nécessaires reflète donc une quantité
initialement élevée de la séquence, tandis qu’un nombre élevé de cycles nécessaires reflète une
séquence initialement peu abondante.

Cette technique est parallélisable, avec l’utilisation de plaques contenant plusieurs puits,
chaque puit contenant des primers complémentaires à une séquence spécifique.

1.2 Microarrays
Les microarray ont été développés pour mesurer l’expression d’un grand nombre de séquences

en parallèle. Le principe repose sur l’hybridation des fragments d’ADN ou d’ARN contenus
dans un échantillon à des sondes. Comme pour la PCR, si les fragments ciblés sont des
fragments d’ARN, ils sont au préalable convertis en ADNc. Chaque sonde possède une séquence
complémentaire à un fragment ciblé, et une fluorescence est émise lors de l’hybridation de la
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séquence à la sonde. Chaque sonde est disposée à un endroit pré-déterminé et fixe sur la puce,
ce qui permet de déterminer la quantité d’un fragment présent dans l’échantillon grâce à la
localisation et à l’intensité de la fluorescence sur la puce.

1.3 Séquençage haut-débit
Le séquençage haut-débit (ou NGS) est la dernière méthode en date développée pour

quantifier les miARNs. Cette méthode permet d’obtenir directement la séquence des ARNs
présents dans un échantillon. Une pré-sélection sur la taille des fragments séquencés permet de
concentrer l’effort de séquençage sur les fragments ayant la taille typique des miARNs.

Le NGS est la méthode offrant donc le maximum d’information, et permet notamment
d’analyser la séquence des miARNs, de quantifier des miARN non référencés, et de quantifier
les isomiRs. Ces analyses ne sont pas possibles avec les méthodes qRT-PCR et microarray, qui
reposent sur des techniques d’hybridation, et ne permettent donc que de mesurer des séquences
fixées à l’avance (et proposent généralement les séquences de références indexées par la base de
données miRBase). Cependant, une analyse bioinformatique conséquente est nécessaire pour
trier la quantité massive d’information obtenue par NGS.

1.4 Choix de la méthode
Chaque méthode possède des avantages uniques, et le choix de la méthode va dépendre

des objectifs de l’étude. Si aucun miARN particulier n’est visé par l’étude, par exemple dans
le cadre d’une phase initiale de découverte, une approche globale comme les microarray ou
le séquençage NGS permettant une mesure de nombreux miARNs sera requise. Mais si un
ou quelques miARNs spécifiques sont visés par l’étude, la qRT-PCR est plus appropriée.
Pour les études à grande échelle échelle, avec de nombreux échantillons, les microarray ont
l’avantage d’un prix très abordable. Mais la baisse du prix du séquençage NGS, ainsi que sa
haute sensitivité et les possibilités supplémentaires qu’il offre, notamment l’analyse de miARN
non référencés, d’isomiRs, et d’autres fragments d’ARN, en font une méthode beaucoup plus
puissante. Dans le cadre de cette thèse, c’est la méthode NGS qui a été choisie, dont le protocole
détaillé est présenté dans la partie suivante.

2 Protocole détaillé du séquençage de petits
ARNs

Le séquençage NGS requiert la préparation d’une librairie, contenant uniquement les ARNs
que l’on souhaite séquencer. Dans le cadre de ce projet, un protocole expérimental a donc été
suivi pour obtenir des librairies de petits ARNs, avec une taille proche des miARNs, à partir
d’échantillons de plasma. Les étapes principales de ce protocole sont:

— la purification des ARNs
— la ligation d’adaptateurs
— la sélection de la taille des ARNs

Ce protocole a été effectué par Mme Claire Perret (UMRS 1166, Paris) en suivant les indications
fournies par les fabricants des kits de purification et de préparation utilisés. Le séquençage en
lui-même a été réalisé par la plateforme de séquençage de l’Institut du Cerveau et de la Moelle
épinière (ICM, Hôpital de la Pitié Salpêtrière, Paris).
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2.1 Purification et préparation des librairies
Purification des échantillons La première étape du protocole consiste à purifier les

échantillons, c’est à dire d’isoler les ARNs des autres éléments contenus dans le plasma. La
purification a été réalisée avec le kit miRNeasy Serum/Plasma de Qiagen (www.qiagen.com), à
partir de 400 µL de plasma conservé dans des tubes contenant du citrate de sodium (permettant
d’empêcher la coagulation des échantillons). Dans un premier temps, le réactif QIAzol Lysis
est introduit pour faciliter la lyse des membranes lipidiques des vésicules et dénaturer les
complexes protéiques, tout en désactivant les RNAses. Les miARNs présents dans les vésicules
et dans les RISC circulants sont ainsi libérés sans être dégradés. L’ajout de chloroforme permet
la séparation en 2 phases: une phase aqueuse contenant les ARNs et un peu d’ADN, et une
phase phénolique contenant quelques protéines. Une interface entre les deux phases contient la
plupart des protéines et de l’ADN. La phase contenant les ARNs peut alors être extraite pour
obtenir un échantillon purifié après élution (Figure II.1).

Fig. II.1 – Purification des librairies avec le kit miRNeasy de QIAGEN

Ligation des adaptateurs La seconde étape a pour but d’ajouter les adaptateurs aux
extrémités des brins d’ARN. Ces adaptateurs sont des séquences de nucléotides permettant
d’amorcer le séquençage des brins d’ARN. Cette étape est effectuée avec le kit NEBNext
Multiplex Small RNA Library Prep Set pour Illumina (www.neb.com), à partir de 6 µL
d’ARN extraits lors de l’étape précédente. Dans un premier temps, les adaptateurs 5’ et 3’
sont ligaturés aux extrémités correspondantes des ARNs, et un primer complémentaire à
l’adaptateur 3’ est introduit. Le primer permet d’initier la transcription inverse d’un brin
d’ADN complémentaire (ADNc) au brin d’ARN, qui est rendue possible grâce à l’introduction
d’une Reverse-Transcriptase. Les brins d’ARN sont alors éliminés pour ne conserver que les
brins d’ADNc. Les séquences des adaptateurs contiennent également les séquences P5 et P7,
qui sont les séquences universelle d’Illumina, cruciales lors du séquençage. Une séquence “code
barre”, de 6 nucléotides, est également présente entre l’adaptateur 3’ et la séquence P7. Cette
séquence est appelée code barre car elle permet d’identifier l’échantillon séquencé. Enfin, 15
cycles de Polymerase Chain Reaction (PCR) permettent de produire les duplex d’ADNc, et
d’amplifier le nombre de duplex. Le protocole de ligation des adaptateurs est représenté sur la
Figure II.2. Les fragments d’ARN sont donc convertis en ADNc, et sont encapsulés entre deux
adaptateurs, comme représenté sur la Figure II.3.



42 Chapitre II. Mesure des microARN

Fig. II.2 – Ligation des adaptateurs avec le protocole de NEBnext.

Fig. II.3 – Un fragment d’ARN prêt à être séquencé.

Sélection des petits ARNs La troisième et dernière étape de la préparation des librai-
ries consiste à sélectionner les brins selon leur taille. Les miARNs ont une taille d’environ 22
nucléotides, à laquelle il faut ajouter les adaptateurs ligaturés (y compris le code barre et les
séquences P5/P7), pour obtenir la taille des duplex, soit environ 143 paires de bases (bp). Un
protocole fourni par NEB, basé sur l’extraction par billes magnétiques XP AMPure, a été
optimisé afin d’extraire les brins d’ARN entre 100 et 160bp en 3 étapes. D’abord les petits
fragments sont éliminés grâce à des billes purifiantes 1.5X permettant de capturer les fragments
de taille supérieure à 100bp. A partir des fragments capturés, des billes 1.3X permettent de
capturer les fragments de taille supérieure à 160bp. Ces derniers sont alors éliminés pour ne
conserver que les fragments avec une taille entre 100 et 160bp.

Multiplexage Grâce à l’utilisation des codes barres, permettant d’identifier l’échantillon
d’origine auquel appartient un fragment, les librairies peuvent être multiplexée, c’est à dire
mélangées entre elles pour être séquencées en une seule opération. Le nombre d’échantillons
multiplexés va dépendre du nombre de fragments que l’on veut séquencer par individu, mais
aussi du séquenceur et du protocole de séquençage envisagé. Typiquement, plusieurs centaines
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de millions de fragments peuvent être séquencés en une opération, donc en multiplexant 24
échantillons en une librairie, comme effectué dans le cadre de ce protocole, on peut obtenir la
séquence de plus de 10 millions de fragments pour chaque échantillon.

Dans le cadre de ce projet, 435 échantillons plasmatiques ont été sélectionnés, et des
réplicats ont été préparés pour estimer la qualité du séquençage. Deux types de réplicats
ont ainsi été préparés: des réplicats biologiques, qui ont suivi le protocole de préparation
indépendamment, et des réplicats techniques, qui ont été préparés à partir des librairies
finalisées. Au total, 45 réplicats ont été préparés dont 7 biologiques et 38 techniques. Ainsi,
480 échantillons ont été préparés au total, multiplexés en 20 librairies.

2.2 Séquençage haut débit
Les librairies multiplexées ont été séquencées sur une machine Illumina NextSeq500

(www.illumina.com), qui peut séquencer environ 400 millions de fragments simultanément
en une dizaine d’heures. Le protocole est réalisé automatiquement, et requiert, en plus de la
librairie de fragments à séquencer, les réactifs nécessaires au séquençage ainsi qu’un flow cell,
le support sur lequel sont déposés les fragments pour être séquencés. La méthode développée
par Illumina est le séquençage par synthèse massivement parallélisé, qui comprend deux étapes
principales: l’amplification des fragments en clusters 1, et le séquençage par synthèse des brins
complémentaires.

Amplification des fragments en clusters Les fragments d’ADNc sont d’abord répartis
sur le flow cell, sur lequel sont déjà fixés plusieurs milliards d’oligos 2 de deux types: l’un
complémentaire à la séquence P5 de l’adaptateur et l’autre complémentaire à la séquence
P7. Ainsi, les fragments déposés sur le flow cell sont dénaturés et viennent se lier par les 2
extrémités aux oligos par complémentarité. Des polymérases sont ensuite introduites pour
synthétiser le brin complémentaire de l’ADNc en partant de l’oligo (cette étape est appelée
phase d’extension). Le duplex formé est ensuite dénaturé pour libérer le brin original, qui est
éliminé, afin de conserver uniquement les nouveaux brins synthétisés, qui sont prolongés par
les oligos rattachés au flow cell.

Pendant la phase d’amplification, les fragments vont se replier pour apparier l’autre
extrémité du fragment à un oligo secondaire libre, et des polymérases sont à nouveau introduites
pour synthétiser le brin complémentaire à partir de l’oligo secondaire. Ensuite les duplex sont
à nouveau dénaturés, mais comme les deux brins sont désormais prolongés par les oligos, ils
sont tous les deux conservés. Le cycle est répété une trentaine de fois, permettant de générer
des clusters contenant chacun des milliers de copies identiques du fragment original et de son
complémentaire.

Le flow cell contient alors des centaines de millions de clusters, chacun composé de milliers
de copies d’un fragment, à la fois l’original rattaché par la séquence P5 et le complémentaire
rattaché par la séquence P7. Les fragments originaux attachés par l’extension P5 au flow
cell sont éliminés, pour conserver uniquement les fragments complémentaire, permettant de
séquencer les fragments dans un sens unique. Cette phase d’amplification est représentée sur
la Figure II.4.

1. un cluster de fragments correspond à un nombre important de fragments localisés dans un perimètre
réduit

2. Séquence de nucléotides synthétique
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Fig. II.4 – Phase d’amplication permettant d’obtenir des clusters de fragments
identiques.

Séquençage par synthèse Lors de la phase de séquençage, un brin complémentaire à
chaque fragment présent est synthétisé sur plusieurs cycles. Les nucléotides incorporés pour
cette synthèse sont liés à des molécules qui émettent une fluorescence distincte à chaque
nucléotide lorsqu’ils sont appariés à un brin 3. À chaque cycle, un nucléotide est donc apparié
sur chaque fragment, et émet une fluorescence qui est amplifiée grâce aux cluster de fragments
identiques. Cette fluorescence est alors capturée par des caméras pour enregistrer le nucléotide
séquencé.

Le principe de capture du NextSeq500 repose sur deux caméras, chacune avec un filtre
permettant de capturer des longueurs d’ondes spécifiques, permettant à la première caméra de
capturer les fluorescence vertes et à la seconde de capturer les rouges. Les fluorescence émises
par chaque nucléotide sont les suivantes: la cytosine émet du rouge, la thymine émet du vert,
l’adénine émet à la fois du rouge et du vert, et la guanine n’émet pas de fluorescence. Ainsi, la
lecture des images capturées à chaque cycle permet de déterminer la séquence du fragment
synthétisé. La Figure II.5 représente ce processus.

3. La fluorescence est émise par chaque nucléotide hybridé est rendue possible grâce à un laser qui excite les
molécule liées à chaque nucléotide
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Le nombre de cycles de la phase du séquençage détermine la taille des fragment séquencés.
Ce nombre a été fixé à 76 dans le cadre de ce projet.

Fig. II.5 – Séquençage par synthèse d’Illumina.

2.3 Qualité du séquençage et fichier fastq

Un indice reflétant la qualité de lecture est associé à chaque nucléotide séquencé. Cet indice
est un score (appelé BQ-score pour Base Quality score en anglais) de type phred, qui indique
la probabilité d’une erreur pour chaque nucléotide interprété:

— BQ - score = 10 indique une probabilité d’erreur de 0.1
— BQ - score = 20 indique une probabilité d’erreur de 0.01
— BQ - score = 30 indique une probabilité d’erreur de 0.001
— BQ - score = 40 (score maximum) indique une probabilité d’erreur de 0.0001
Plus le score est élevé, plus la lecture est fiable. Ce score est ensuite encodé en carac-

tères ASCII permettant d’assigner un symbole unique aux numéros 0 à 40 (par exemple “ !”
correspond au score 0, ou “A” correspondant au score 32).

A la suite du séquençage, la machine Illumina produit un fichier fastq par échantillon
(démultiplexé), qui contient l’ensemble des lectures des fragments séquencés, appelés reads, et
les BQ-score associés à chaque base. Chaque read est précédé d’un en-tête avec notamment un
identifiant unique, les coordonnées du cluster correspondant sur le flow cell, et un code illumina
indiquant les reads de mauvaise qualité (qui sont en général automatiquement filtrés). Chaque
fichier contient plusieurs millions de reads, et une analyse bioinformatique est nécessaire pour
les annoter, c’est à dire pour identifier le petit ARN auquel il correspond.
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2.4 Bruit de fond de séquençage
Idéalement, les reads issus du séquençage représentent parfaitement les miARNs présents

dans l’échantillon séquencé. Cependant, les technologies NGS actuelles ne permettent pas
encore d’obtenir un séquençage parfait, notamment à causes d’erreurs parfois induites lors du
séquençage ou de la préparation des librairies, voire parfois à cause d’une contamination externe
de l’échantillon. Ces perturbations génèrent ce qu’on appelle le bruit de fond de séquençage,
qui complexifie l’analyse des données de séquençage. En particulier, l’étape de préparation des
librairies peut être une source importante de bruit de fond de séquençage.

En amont du séquençage, la préparation des librairies est réalisée grâce à des kits spéci-
fiques, dont les plus populaires sont TruSeq (fabriqué par Illumina), NEBnext (fabriqué par
NEB), et plus récemment NEXTflex (fabriqué par Bioo). La préparation requiert plusieurs
étapes qui ont été détaillées précédemment: la ligation des adaptateurs, la synthèse des brins
d’ADN complémentaires et l’amplification PCR. Chaque étape, en particulier la ligation des
adaptateurs, peut introduire un biais, favorisant certaines séquences au détriments d’autres,
et impactent ainsi la précision du séquençage [126, 230, 291, 142]. Si le même protocole est
suivi pour tous les échantillons au sein d’une étude, ces biais n’auront pas de conséquence
sur la comparaison d’un miARN entre différents échantillons, mais ils affecteront les résultats
lorsqu’il s’agira de comparer des miARNs entre eux. De plus, ces biais peuvent également
impacter la reproductibilité de résultats obtenus par différentes études utilisant des protocoles
différents.

De plus, cette étape de préparation peut également altérer la séquence des miARNs.
Dans une étude récente [292] ayant pour objectif de quantifier les biais propres aux kits de
préparation les plus utilisés pour séquencer les petits ARNs, des quantités équimolaires de
962 miARNs synthétiques (avec une séquence fixe) ont été séquencées avec chacun des 3 kits
les plus populaires. Et de façon surprenante, des séquences avec des variations ressemblant
aux isomiRs, appelées pseudo-isomiRs, ont été détectées en grande quantité dans les données
issues du séquençage (Figure II.6).

Le kit NEXTflex, dont la particularité est d’utiliser des séquences aléatoires dans les
adaptateurs, est celui qui génère le moins de pseudo-isomiRs (n=2221), suivi des kits Truseq
(n=5021) et NEBnext (n=9074). L’expression de chaque pseudo-isomiR est également très
importante, en particulier pour le kit NEBnext avec une expression moyenne des pseudo-
isomiRs qui est 60% plus importante que pour le kit NEXTflex. Les pseudo-isomiRs observés
sont principalement des modifications en 3’ de la séquence du miARN. Ce bruit introduit lors
de la préparation des échantillons risque donc d’entraver considérablement l’étude des isomiRs
à partir des données NGS, et des progrès pour limiter ce bruit sont nécessaires.

Les kits intégrants des adaptateurs aléatoires semblent avoir de meilleurs résultats, comme
le confirme une nouvelle méthode baptisée AQ-seq [142] qui a récemment été développée dans
le but de réduire significativement ces biais, et intègre des adaptateurs aléatoires ainsi que des
optimisations spécifiques au séquençage des petits ARNs.
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Fig. II.6 – Les pseudo-isomiRs ont été quantifiés pour les trois kits de séquençage
utilisés. Sur le panel de droite, le nombre de pseudo-isomiRs est représenté pour chacun
des 962 miARNs synthétiques, tandis que l’expression de chaque pseudo-isomiR est
indiquée sur le panel de droite. Image adaptée de [292]
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Chapitre III : Détection et
quantification de microARNs avec
optimiR

1 Introduction: principes, challenges et tra-
vaux préliminaires

La première étape de l’analyse bioinformatique de données de séquençage NGS est similaire
pour tous les types de données séquencées (ADN, ARNs, ou petits ARNs): elle débute par une
procédure d’alignement. Cette procédure consiste à trouver l’alignement le plus pertinent d’un
read contre un ensemble de séquences de référence, appelé librairie de référence. Lors de cette
procédure, une comparaison est effectuée entre la séquence introduite (le read) et celles de la
librairie de référence, afin d’identifier la séquence de la librairie de référence la plus proche
de celle du read. L’alignement permet ainsi d’identifier chaque read, par exemple grâce aux
coordonnées génomiques du locus sur lequel il s’aligne 1, ou grâce au nom du transcrit sur
lequel il s’aligne, suivant le choix de la librairie de référence utilisée. Comme les miARNs sont
des molécules de petite taille (environ 22nt), ils sont entièrement séquencés au sein d’un seul
read 2, on peut donc quantifier l’abondance d’un miARN en comptant les reads alignés sur un
même locus ou un même transcrit (Figure III.1).

1.1 Challenges de l’alignement de microARNs
Afin de quantifier de façon précise les miARNs séquencés dans un échantillon, il faut

limiter le nombre de faux négatifs et de faux positifs lors de l’alignement. Les faux négatifs
correspondent à:

— un fragment séquencé correspondant à un miARN qui n’a pas été aligné (ex: isomiR ou
polymiR).

Et les faux positifs correspondent à:
— l’alignement d’un fragment séquencé correspondant à un miARN sur le mauvais miARN ;
— l’alignement d’un fragment séquencé ne correspondant pas à un miARN sur un miARN.
Il n’y a actuellement pas de standard définissant les règles d’alignement des miARNs pour

obtenir un résultat optimal. Ceci est dû à la nature complexe des miARNs. D’un côté à cause
de leur petite taille et des nombreux miARNs paralogues qui induisent une homogénéité de

1. On parle également de mapping lorsque l’alignement permet de localiser le locus d’origine d’un read
2. Comme le séquençage est réalisé sur 76 cycles, les reads ont tous une taille de 76nt, et contiennent donc à

la fois la séquence du miARN, et le début de la séquence des adaptateurs. Cette dernière est retirée des reads
avant l’alignement.

49
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Fig. III.1 – Exemple d’identification et de quantification par alignement d’un
miARN fictif séquencé (dont la taille est volontairement diminuée, dans un soucis de
clarté).

séquence inter-miARN (Figure III.2.A). De l’autre côté à cause des polymiRs et des isomiRs,
qui introduisent une hétérogénéité de séquence intra-miARN (Figure III.2.B).

Fig. III.2 – (A) Exemples de miARNs paralogues. (B) Exemples d’isomiRs.

L’alignement des reads doit donc être assez stringent pour distinguer les miARNs paralogues,
sans générer de faux négatifs. Et l’alignement être assez permissif pour aligner les polymiRs et
isomiRs, sans introduire de faux positifs. Si un alignement stringent génère uniquement des
alignements parfaits, un alignement permissif requiert l’autorisation d’alignements imparfaits,
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c’est à dire avec des mésappariements, aussi appelés mismatchs 3.
L’autorisation de mismatchs lors de l’alignement de reads est largement adoptée pour les

protocoles analysant de longs fragments, afin d’aligner des fragments contenant des variants
génétiques. Cependant, pour l’analyse de long fragments, les mismatchs représentent une petite
partie de la séquence (ex: pour des fragments de 250 nucléotides, 2 mismatchs représentent
moins de 1% de la séquence) mais pour l’analyse des miARNs, d’une taille d’environ 20
nucléotides, 2 mismatchs représentent déjà 10% de la séquence. Cependant, certains isomiRs
ont des nucléotides modifiés par rapport à la séquence de référence: les isomiRs avec édition
ARN, les polymiRs, et les isomiRs avec tailing par TNTase. Ces isomiRs requièrent donc
l’utilisation de mismatchs pour être alignés.

De plus, à cause de la petite taille des reads et de l’homologie entre certains miARNs,
les reads peuvent parfois s’aligner de façon multiple 4, c’est à dire sur plusieurs loci, et sont
appelés alignements ambigus. Le dernier challenge est donc de déterminer quel est l’alignement
le plus probable pour un read qui s’aligne de façon ambiguë, c’est à dire déterminer le miARN
dont il est originaire.

1.2 Choix de la librairie de référence pour l’alignement
Le choix de la référence dépend d’abord des objectifs de l’étude. Si un de ces objectifs est

d’identifier des miARNs de novo, c’est à dire des miARNs qui n’ont pas encore été identifiés,
alors l’alignement contre le génome entier est actuellement la meilleure façon d’atteindre cet
objectif. Par exemple, de nouveaux miARNs humains potentiels ont encore récemment été
identifiés [3, 15]. Cette approche est particulièrement préférable si l’étude est basée sur des
organismes dont les miARNs ont été peu, ou pas étudiés. Chez l’homme, il est raisonnable de
présumer que les données accumulées pendant les vingt dernières années ont permis d’identifier
la grande majorité des miARNs, ou du moins les miARNs les plus conservés et les plus
abondants, et donc ceux qui ont vraissemblablement un rôle biologique.

En pratique, on peut utiliser une référence plus restreinte que le génome complet pour
l’alignement des miARNs. D’abord pour des raisons pratiques, car l’alignement de l’ensemble
des reads sur le génome peut prendre du temps, notamment lorsqu’il faut aligner les lectures
de centaines d’échantillons. Ensuite car les fragments séquencés sont de petite taille, les reads
ont donc une grande probabilité de s’aligner de façon ambiguë sur différents loci homologues
du génome, ce qui rend l’identification du fragment séquencé plus complexe. Si l’analyse est
centrée sur l’étude de transcrits connus, tels que les miARNs référencés dans la miRBase, alors
restreindre la taille de la librairie de référence permet de réduire à la fois le temps d’alignement
et la complexité de l’analyse. Pour cette raison, l’alignement des miARNs est souvent effectué
sur les séquences des miARNs précurseurs ou matures fournies par la miRBase.

Suivant la stratégie d’alignement implémentée, il peut être préférable d’utiliser les séquences
de précurseurs, en particulier pour aligner les miARNs avec un ou plusieurs évènements de
tailing. Car les reads contenant du tailing ont une taille supérieure à celle de la séquence de
référence du miARN mature, et en général, les méthodes d’alignements classiques ne permettent
pas d’aligner un read sur une séquence de taille plus petite. De plus la séquence du précurseur

3. Un mismatch (en anglais pour mésappariement) lors d’un alignement correspond à une différence d’un
nucléotide entre la séquence du read et celle de la référence.

4. Le terme "alignement multiple" peut avoir différentes significations, et est souvent utilisé pour désigner la
comparaison d’au moins 3 séquences (généralement pour inférer leur homologie). Dans ce chapitre, ce terme
désignera les alignements ambigus, c’est à dire les reads étant alignés sur plusieurs loci distincts (aussi appelé
cross-mapping reads en anglais).
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permet de vérifier si les nucléotides ajoutés par tailing sont identiques à ceux présents dans
la séquence du précurseur, permettant ainsi de discriminer le templated tailing (produit par
une imprécision de découpe par Dicer ou par le microprocesseur) du non templated tailing (ou
NTA, produit par les TNTases). On pourra toutefois noter qu’une TNTase pourrait ajouter
des nucléotides identiques à la séquence du précurseur, faisant ainsi passer un non templated
tailing pour un templated tailing, en particulier si les nucléotides ajoutés par tailing sont des A
ou des T.

1.3 Travaux préliminaires
Afin de déterminer la stratégie d’alignement à utiliser pour quantifier les miARNs, j’ai

effectué quelques travaux préliminaires. Parmi ces travaux, j’en ai sélectionné deux qui sont
présentés ici. Le premier permet d’avoir un aperçu de l’impact d’un alignement permissif sur
le nombre d’alignements ambigus résultants. Et le second permet d’évaluer la complexité de la
détection des évènements d’édition ARN, en prenant en compte le bruit de fond de séquençage.
J’ai également eu l’occasion de tester de nombreux pipelines d’alignements de miARNs dont
les stratégies implémentées seront présentées.

a) Effets d’un alignement permissif

Afin de comparer les résultats entre un alignement stringent (sans mismatch) et un
alignement permissif (avec mismatchs), j’ai effectué une comparaison de l’alignement de
plusieurs jeux de données, sur plusieurs librairies de référence, en incrémentant le nombre de
mismatchs autorisés (0, 1 et 2). Ce travail permet en particulier d’illustrer l’effet du nombre
de mismatchs sur le nombre d’alignements ambigus résultants.

Les 3 librairies de références utilisées sont a) le génome humain (référence hg38) ; b) les
séquences des pré-miARNs indexées dans la miRBase 21 (n=1881) ; et c) celles des miARNs
matures correspondants (n=2588). Les 4 jeux de données utilisés sont i) le jeu miRBase,
identique à la librairie c), correspondant aux 2588 séquences des miARNs matures indexés dans
la miRBase 21 ; ii) le jeu shuffled, correspondant à un ensemble de 321 séquences aléatoires
de pseudo-miARNs (générées par l’étude de Lewis et al 2003 [172]) ; iii) deux échantillons
ÉchantillonA et ÉchantillonB, tirés aléatoirement parmi les 435 échantillons plasmatiques
séquencés pour les petits ARNs dans le cadre de cette thèse, composés d’environ 15 millions et
12 millions de reads, respectivement. L’alignement a été réalisé avec le programme bowtie [162],
paramétré de façon à reporter tous les alignements qui respectent le nombre de mismatchs
autorisés (option -a). Chaque jeu de données a été aligné sur chacune des 3 librairies de
références, dans un premier temps sans aucun mismatch autorisé, puis avec 1 mismatch
autorisé, et enfin avec 2 mismatchs (option -v i, i étant un entier correspondant au nombre
de mismatchs autorisés). À noter que les alignements sur le génome peuvent être de type
complémentaire inversés, afin de détecter les miARNs transcrits à partir du brin opposé, mais
ces alignements sont désactivés sur les librairies de référence des miARNs précurseur et matures
(grâce à l’option –norc).

Cette stratégie est naïve, car elle n’est pas optimisée pour rapporter les alignements les plus
probables. Elle permet néanmoins de comparer la proportion des reads qui s’alignent de façon
unique ou de façon ambiguë, suivant différentes librairies de référence, et suivant le niveau de
stringence matérialisé par l’autorisation de mismatchs. Les résultats de ces alignements sont
donnés dans la Table III.1.
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miRBase (n=2588) Shuffled (n=316) ÉchantillonA (n=14,905,552) ÉchantillonB (n=12,013,535)
Nombre de mismatches: 0 1 2 0 1 2 0 1 2 0 1 2

Genome Temps 2” 14” 22” 1” 1” 15” 15’33 81’53 762’20 11’35 69’40 753’02
% de reads alignés 100.00% 100.00% 100.00% 0.95% 8.86% 53.16% 35.31% 51.04% 59.50% 27.15% 43.14% 54.37%
% de reads alignés de façon unique 82.70% 60.28% 22.06% 0.00% 67.86% 39.88% 22.24% 14.40% 5.30% 24.41% 15.21% 6.17%
% de reads alignés de façon ambiguë 17.30% 39.72% 77.94% 100.00% 32.14% 60.12% 77.76% 85.60% 94.70% 75.59% 84.79% 93.83%
Nombre total d’alignements 136,396 860,102 3,026,001 13 293 4,310 120,739,124 609,347,611 4,712,694,271 71,825,616 398,632,469 3,911,673,631

pre-miARNs Temps 1” 1” 1” 1” 1” 1” 1’07 1’17 3’52 46” 58” 3’34
% de reads alignés 100.00% 100.00% 100.00% 0.00% 0.00% 0.00% 6.88% 9.03% 9.91% 5.89% 7.58% 8.55%
% de reads alignés de façon unique 91.34% 87.06% 81.41% x x x 89.22% 80.81% 64.69% 89.44% 78.96% 60.04%
% de reads alignés de façon ambiguë 8.66% 12.94% 18.59% x x x 10.78% 19.19% 35.31% 10.56% 21.04% 39.96%
Nombre total d’alignements 2948 3494 4581 x x x 1,166,806 1,769,089 2,522,098 799,466 1,200,036 1,796,646

miARNs Temps 1” 1” 1” 1” 1” 1” 58’ 1’13 3’21 46” 55” 2’42
% de reads alignés 100.00% 100.00% 100.00% 0.00% 0.00% 0.00% 6.23% 7.05% 7.26% 5.31% 5.95% 6.14%
% de reads alignés de façon unique 97.95% 94.13% 89.84% x x x 99.53% 89.08% 68.95% 99.62% 87.66% 66.21%
% de reads alignés de façon ambiguë 2.05% 5.87% 10.16% x x x 0.47% 10.92% 31.05% 0.38% 12.34% 33.79%
Nombre total d’alignements 2685 2942 3340 x x x 934,172 1,217,312 1,648,966 641,055 831,314 1,135,021

Table III.1 – Comparaison d’alignements stringents et permissifs

miRBase Si on considère l’alignement des 2588 séquences de miARNs matures de la
miRBase, elles sont logiquement toutes alignées, quelle que soit la librairie de référence utilisée.
Quand elles sont alignées contre elles-mêmes, on observe que même en l’absence de mismatchs,
2.05% des séquences sont alignées de façon ambiguë, car certaines séquences de miARNs sont
parfaitement identiques, ou incluses dans la séquence d’un autre miARN. Ce résultat augmente
jusqu’à 10.16% lorsque l’on autorise 2 mismatchs, à cause de l’homologie de certains miARNs.
Sur le génome, l’autorisation de 2 mismatchs résulte avec plus de 3 millions d’alignements au
total, ce qui indique qu’il y a beaucoup de loci sur le génome avec des séquences homologues à
celles des miARNs.

Shuffled Le jeu de données shuffled, composé de séquences aléatoires d’environ 22 nucléo-
tides, n’a naturellement aucun alignement reporté sur les séquences des précurseurs et des
matures. Seulement 3 séquences (0.95% du total) sont alignées sur le génome lorsqu’aucun
mismatch n’est autorisé, mais plus de la moitié des reads trouvent un loci où s’aligner lorsque
2 mismatchs sont autorisés. Ainsi, à cause de la petite taille des miARNs, on peut trouver
des séquences homologues même avec des séquences aléatoires, lorsque la librairie de référence
est assez grande. Ce résultat suggère donc que certaines petites séquences d’origine exogène
peuvent éventuellement être alignées sur une librairie de référence humaine, notamment lorsque
l’alignement est permissif et que la librairie est assez grande.

Échantillons réels Concernant les échantillons A et B, il y a remarquablement peu de
reads alignés sur les séquences de la miRBase, avec un maximum de 7.26% des reads alignés
lorsque 2 mismatchs sont autorisés, ce qui indique un faible nombre de miARNs présents dans
ces échantillons. Sur le génome, on observe jusqu’à 60% de reads alignés lorsque 2 mismatchs
sont autorisés, ce qui suggère que la majorité des reads présents dans les échantillons séquencés
correspondent à des fragments d’ARN qui ne sont pas des miARNs. Pour les 40% de reads
non alignés, il y a plusieurs explications possibles:

— Les séquences des fragments non alignées ont été soumises à trop de modifications, soit
post-transcriptionnelles, soit lors de la préparation des librairies ou lors du séquençage,
pour être identifiables avec seulement 2 mismatchs autorisés ;

— Il peut s’agir de séquences d’origine exogène, par exemple à cause d’une contamination
lors de la préparation [165], ou à cause d’autres petits ARNs d’origine virale tels que
les cytomégalovirus [226, 196] qui peuvent être présents dans le plasma. Pour vérifier
cette hypothèse, les fragments non alignés contre le génome humain les plus importants
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(présents avec plus de 10.000 copies) ont été alignés contre la base de donnée nr avec
l’outil Blastn. Pour chaque fragment, de nombreux alignements contre divers génomes
ont été retournés, en particulier des génomes de fungi, de rongeurs et de microalgues.
Ces fragments ne semblent donc pas avoir une origine unique, mais diverse et complexe.

Enfin, le nombre d’alignements ambigus sur les séquences de la miRBase est pratiquement
nul lorsqu’aucun mismatch n’est autorisé, ce qui suggère que les miARNs présents dans ces
échantillons ne font principalement pas partie de ceux qui possèdent une séquence identique
ou incluse dans celle d’un autre miARN. Mais ce nombre augmente considérablement avec le
nombre de mismatchs autorisés: plus de 30% des reads sont alignés de façon ambiguë lorsque 2
mismatchs sont autorisés.

Dans l’ensemble, on observe que la taille de la librairie de référence et le nombre de
mismatchs autorisés sont corrélés avec le temps d’analyse et la proportion de reads alignés
de façon ambiguë. Pour l’alignement des petits ARNs, il faut donc trouver une stratégie
d’alignement permettant de limiter le nombre d’alignement ambigus, et / ou de résoudre
l’ambiguïté de ces alignements multiples, afin de trouver l’alignement le plus probable.

b) Détection des évènements d’édition ARN
Certains sites ARN sont préférentiellement édités par les protéines ADAR. D’après la base

de données REDIportal [227], qui recense les sites d’édition ARN A>G, 130 sites d’éditions
sont localisés dans la séquence de miARNs matures. J’ai donc effectué une analyse à partir
des échantillons ÉchantillonA et ÉchantillonB, utilisés précédemment, pour déterminer sur
chacun de ces 130 sites la proportion de reads comportant une substitution A>G. Pour cela,
j’ai effectué un alignement de ces deux échantillons sur les séquences de miARNs matures, en
autorisant 1 mismatch. En cas d’alignement ambigus, les alignements sans mismatchs sont
rapportés en priorité.

Pour ÉchantillonA, seulement 26 miARNs contenant un des 130 sites d’édition sont
exprimés, contre 24 pour ÉchantillonB. Sur les 26 miARNs de ÉchantillonA, seuls 6 ont des
reads comportant une substitution A>G sur les sites référencés par REDIportal, et 5 pour
ÉchantillonB, dont 3 sont communs aux deux échantillons. La proportion de reads contenant
une substitution A>G par rapport au nombre de reads alignés sur le miARN varie entre 0.01%
et 0.49% . Il y a donc un très faible nombre de reads qui supportent ce phénomène d’édition
sur ces sites.

Afin de déterminer si ces sites peuvent être identifiés de manière fiable comme des site
d’édition A>G, et non comme des substitution induites par du bruit de fond lors de la
préparation des librairies ou lors du séquençage, j’ai effectué une estimation du taux moyen
de substitutions observé par base alignée sur l’ensemble des reads alignés sur les séquences
de miARNs matures. Pour que le résultat ne soit pas biaisé par les variants génétiques et les
évènements de NTA, j’ai exclu les positions avec des variants génétiques et je n’ai considéré
que les bases internes des reads alignés (en excluant les 2 bases situées aux extrémités 3’ et 5’).

Pour l’échantillon ÉchantillonA, le taux de substitution moyen est de 0.39%, contre 0.42%
pour ÉchantillonB. On peut donc considérer que pour chaque position, environ 0.40% des
nucléotides alignés sont assujettis à du bruit de fond induit lors de la préparation des librairies
et du séquençage. La substitution majoritairement observée est T>C (28% des substitutions en
moyenne sur les 2 échantillons), suivie de A>G (19%) et T>A (12%), le reste des substitutions
s’étalant entre 2 et 10%.

Ainsi, les fréquences des sites d’édition observées pour ces deux échantillons (inférieures
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à 0.5%) sont difficiles à distinguer du bruit de fond (environ 0.4%). Les sites d’édition ARN
sont donc particulièrement complexes à détecter dans nos données. Il est aussi possible que
les miARNs présents dans nos échantillons soient très faiblement édités, car ce phénomène
a principalement été identifié dans des tissus cérébraux. J’ai donc fait le choix de ne pas
considérer les évènements d’édition ARN pour établir la stratégie d’alignement.

c) Description des pipelines d’alignement et stratégies existantes
Plusieurs traitements peuvent être effectués avant et après l’alignement. En amont de

l’alignement on effectue généralement une étape de contrôle qualité du séquençage, et on réduit
la taille des reads en retirant les séquences en 3’ qui correspondent aux adaptateurs séquencés
à la suite du fragment. Après alignement, on peut par exemple raffiner les alignements et
quantifier les reads alignés sur chaque locus, pour calculer les abondances de chaque miARN.

Afin d’automatiser et de paralléliser ces traitements, ces étapes sont implémentées dans un
pipeline bioinformatique, qui permet d’effectuer ces tâches les unes à la suite des autres pour
obtenir un traitement identique et reproductible pour l’ensemble des échantillons analysés. Un
pipeline correspond donc à une suite ordonnée d’opérations qui vont successivement traiter et
transformer les données brutes, pour finalement générer un ou plusieurs documents résumant
l’information extraite, dans un format compréhensible et/ou exploitable pour des analyses
supplémentaires.

De nombreux pipelines sont disponibles pour aligner et quantifier les miARNs séquencés,
mais comme il n’existe pas encore de consensus concernant la stratégie d’alignement des
miARNs, ils diffèrent par rapport à la librairie de référence, l’outil d’alignement et les paramètres
utilisés, ainsi que le format d’annotation des alignements. Quand j’ai débuté ce travail de
recherche en 2016, il existait déjà une quarantaine de pipelines d’alignements pour les miARNs
faisant l’objet d’une publication. Certains se distinguent parce qu’ils offrent des analyses
particulières, telles que:

— l’identification de miARNs de novo: miRDeep2 [78] ;
— l’identification d’autres petits ARNs non codants: sRNAnalyzer [294] ou sRNAbench

[23] ;
— l’analyse simultanée de plusieurs échantillons: miRge [20].

Ces pipelines implémentent donc des stratégies d’alignement différentes, permettant générale-
ment de détecter les isomiRs en minimisant les alignements ambigus. Les trois principales sont
les suivantes.

Faire confiance au programme d’alignement La stratégie la plus simple est de faire
confiance au programme d’alignement utilisé (ex: bowtie) pour miniser les alignements ambigus
en rapportant l’alignement le plus probable. Cela est rendu possible en utilisant certains
paramètres avancés des outils d’alignement, qui permettent d’attribuer un score à chaque
alignement, reflétant notamment le nombre de mismatchs, et de rapporter l’alignement avec le
meilleur score dans le cas d’alignements ambigus. Cependant, les scores des outils d’alignement
utilisés ont généralement été développés pour l’alignement de longs fragments d’ARN ou d’ADN,
et ces scores ne se transposent pas forcément à l’alignement de miARNs. Car l’alignement
avec le meilleur score est celui qui possède le moins de mismatchs, mais pour l’alignement des
miARNs on peut trouver des exemples où ce n’est pas le cas:

— Si un read s’aligne sur un premier locus avec un mismatch interne à la séquence, et sur
un second locus avec deux mismatchs sur l’extrémité 3’, alors on peut justifier que le
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second alignement est plus probable, car on observe plus fréquemment des isomiRs avec
du tailing en 3’ que des polymiRs ou des évènements d’édition ARN qui pourraient
induire un mismatch interne à la séquence.

— Si un read s’aligne sans aucun mismatch sur deux références, mais lorsque l’on compare
la séquence du read avec celle des deux miARNs matures sur lesquelles il s’aligne, il
apparaît avec un évènement de trimming en 5’ par rapport à la première référence,
tandis que sa séquence est identique à la seconde référence. Dans un tel cas, les outils
d’alignement classiques considèrent les deux alignements équivalents et ne font pas de
choix, alors que l’on peut justifier que le second alignement est plus probable, car le
trimming en 5’ est peu fréquent.

Stratégie du score optimisé pour l’alignement de miARNs Afin de ne pas se
reposer sur l’outil d’alignement pour rapporter l’alignement le plus probable dans le cas
d’alignements ambigus, il est possible de définir un score optimisé pour les miARNs. Cette
stratégie consiste à aligner les reads sans demander à l’outil de rapporter l’alignement le
plus probable, puis d’assigner un score optimisé pour les miARNs à chaque alignement, pour
finalement sélectionner l’alignement qui possède le meilleur score. Par exemple, le pipeline
SeqBuster [217] attribue un ordre de probabilité suivant l’isomiR observé en comparant le
read à la séquence de référence du miARN sur lequel il est aligné: si le read est identique à la
séquence du miARN sur lequel il est aligné, alors l’alignement reçoit un score de niveau 1, si il
apparaît avec un évènement de trimming, il reçoit un score de niveau 2, si il apparaît avec un
variant génétique il reçoit un score de niveau 3, etc. Et l’alignement le plus probable est celui
avec le score de niveau le moins élevé.

Stratégie de la librairie sur-mesure Une autre approche notable est l’utilisation d’un
alignement stringent avec une librairie de référence personnalisée, contenant les séquences des
miARNs, ainsi que les séquences des isomiRs pouvant être produits à partir de chaque miARN.
Cette méthode permet d’aligner les reads sans mismatchs, ce qui diminue considérablement
le nombre d’alignements ambigus. Le pipeline isomiRage [206] implémente ce principe pour
identifier les isomiRs avec du trimming et du tailing. Les séquences des miARNs matures dans
la librairie de référence sont dupliquées et possède des dizaines de versions avec du tailing de
1, 2 ou 3 nucléotides, soit en 3’, soit en 5’. Cependant, les variations internes dues aux variants
génétiques et aux évènements d’édition ARN ne sont pas considérées par IsomiRage, voire
même la combinaison de plusieurs isoformes, comme celle d’un événement de trimming en 3’
suivie d’un événement de tailing en 3’. Le pipeline miRge utilise également ce principe pour
détecter une vingtaine de variants génétiques présents dans les miARNs, et contient donc dans
sa librairie de référence deux séquences pour chacun de ces polymiRs: une séquence contenant
l’allèle de référence et une séquence contenant l’allèle alternatif.

Pondération des alignements ambigus Les stratégies précédemment présentées per-
mettent de réduire le nombre d’alignement multiples, et parfois de résoudre l’ambiguïté en
déterminant l’alignement le plus probable. Cependant, il n’est pas toujours possible de prendre
une décision. Par exemple si deux alignements ambigus ont le même score d’alignement. Dans
ce cas, une étape de normalisation peut être appliquée, pour qu’un read aligné de façon multiple
n’ai pas plus de poids qu’un read qui s’aligne de façon unique. Ainsi si un read s’aligne sur n
loci, les n alignements sont conservés, mais un poids de 1/n est appliqué à chaque alignement.



2 Méthodes: La stratégie d’optimiR 57

d) Résumé
Ces travaux préliminaires m’ont d’abord permis d’évaluer l’effet d’un alignement stringent

(sans autoriser de mismatchs) ou permissif (en autorisant des mismatchs) sur l’alignement
des miARNs. La table III.2 résume les différents isomiRs qui peuvent être détectés avec un
alignement permissif ou stringent, et l’effet sur le nombre de faux positifs et faux négatifs
obtenus. Trois types d’isomiRs possèdent des différences par rapport à la séquence de référence
et ne sont pas détectés par un alignement stringent: les isomiRs avec NTA, les isomiRs avec
édition ARN, et les polymiRs. Ce défaut entraîne un nombre de faux négatifs élevé avec un
alignements stringent, mais il permet d’obtenir un faible nombre de faux positifs. A l’inverse,
l’alignement permissif permet de détecter n’importe quel isomiR, si il est assez permissif,
c’est à dire en autorisant assez de mismatchs, et donc d’obtenir un nombre de faux négatif
pratiquement nul. Cependant, l’alignement permissif entraîne un nombre très élevé de faux
positifs, notamment à cause du nombre important d’alignements ambigus, et dans une moindre
mesure à cause de l’alignement de séquences ne correspondant pas à des miARNs pouvant
potentiellement s’aligner sur des miARNs.

Ensuite, l’analyse des stratégies d’alignement de miARNs existantes m’a permis de trouver
des moyens de réduire le nombre d’alignements ambigus, afin de réduire le nombre de faux
positifs.

Alignement Permissif Alignement Stringent
miARNs de référence Aligné Aligné
Modifications sur les extrémités:
· isomiRs (trimming) Aligné Aligné
· isomiRs (tailing templated) Aligné (a) Aligné (a)

· isomiRs (tailing NTA) Aligné (a) Non aligné
Modifications sur la séquence centrale:
· isomiRs (édition ARN) Aligné Non aligné
· polymiRs Aligné Non aligné
Combinaison de modifications Aligné Parfois aligné (b)

Faux Positifs (*) Très élevé Faible
Faux Négatifs (**) Très faible ou Nul(c) Élevé

Table III.2 – Effet d’un alignement permissif ou stringent sur la détection des miARNs et sur
le nombre de faux négatifs et faux positifs.
(*) Les faux positifs sont principalement dus aux alignements ambigus. (**) Les faux négatifs correspondent au
rejet d’isomiRs. (a) Si la librairie de référence ou l’outil d’alignement permet d’aligner une séquence plus longue
que la séquence de référence du miARN. (b) Dépend des combinaisons. (c) Suivant le degré de permissivité.

2 Méthodes: La stratégie d’optimiR
Le pipeline que j’ai développé dans le cadre de ce projet de thèse, nommé optimiR, a fait

l’objet d’une publication dans la revue RNA sous le titre: ” OPTIMIR, a novel algorithm for
integrating available genome-wide genotype data into miRNA sequence alignment analysis” .
La stratégie d’alignement implémentée dans ce pipeline repose sur les principes suivants:

— L’intégration de l’information génétique pour l’alignement des polymiRs ;
— L’utilisation d’un algorithme d’alignement local, permettant d’obtenir à la fois un

alignement stringent sur la partie centrale de la séquence, et un alignement permissif
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sur les extrémités ;
— Une résolution des alignements ambigus avec un score optimisé pour les miARNs, et

une pondération des alignements ambigus non résolus.

Tous les types d’isomiRs peuvent être détectés par cette stratégie, à l’exception des
évènements d’édition ARN, qui sont difficiles à distinguer du bruit de séquençage dans nos
échantillons. Cette stratégie permet ainsi d’obtenir un faible nombre de faux négatifs, et la
combinaison d’un alignement local stringent avec la résolution d’alignements ambigus permet
d’obtenir également un faible nombre de faux positifs.

2.1 Intégration de l’information génétique: détection des poly-
miRs

La principale originalité d’optimiR repose sur l’intégration de l’information génétique, qui
est de plus en plus souvent disponible, grâce à la réduction du coût des puces de séquençage
ADN et au développement du séquençage complet du génome. J’ai ainsi développé une méthode
d’alignement des miARNs qui prend en compte cette information génétique lors de l’alignement
pour détecter les polymiRs.

Une liste de variants génétiques et les génotypes associés pour chaque échantillon analysé
peut être fournie dans un fichier au format vcf 5. Dans ce cas, une nouvelle librairie de référence
est créée à partir des séquences de miARNs matures fournies par la miRBase: les séquences de
miARNs contenant un des variants génétiques fournis sont dupliquées, la première séquence
étant celle d’origine, contenant l’allèle de référence du variant, tandis que la seconde séquence
contient l’allèle alternatif. Je me suis ainsi inspiré de la “stratégie de la librairie sur mesure”,
mais avec optimiR, la création de la nouvelle librairie est dynamique, c’est à dire qu’elle est
générée à chaque utilisation du pipeline, et dépend de la liste de variants fournis.

Pour chaque polymiR, le nombre de reads alignés sur chacune des séquences, celle contenant
l’allèle de référence ou celle contenant l’allèle alternatif, est ensuite comparé avec le génotype
pour vérifier la consistance de l’alignement. Pour les génotypes hétérozygote, l’expression de
chaque allèle peut être quantifiée, afin d’estimer l’impact d’un variant sur l’expression du
miARN.

Cette méthode permet donc un alignement personnalisé pour chaque échantillon à partir
des variants et des génotypes fournis.

2.2 Alignement local: détection des évènements de tailing
La seconde originalité est l’utilisation d’un algorithme d’alignement local, qui permet de

forcer un nombre nul de mismatch sur une sous partie du read, appelée seed. Cet algorithme
permet ainsi un alignement permissif hors de la seed, c’est à dire sur les extrémités du read, et
un alignement stringent au niveau de la seed, c’est à dire au centre de la séquence. L’alignement
local permet également d’aligner des reads qui sont plus longs que la séquence de référence, et
permet ainsi d’aligner des isomiRs avec tailing sur les séquences de miARNs matures.

Plusieurs outils implémentent cet algorithme, qui a été développé à l’origine pour aligner
des reads contenant de grande insertions ou délétions, ou pour aligner des fragments d’ARN
contenant la séquence limitrophe entre deux exons, voire même pour aligner des reads dont la

5. Le format vcf est largement adopté pour lister un ensemble de variants génétiques, auxquels peuvent être
associés des annotations et les génotypes d’une liste d’échantillons
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séquence de l’adaptateur n’a pas été retirée. Dans tous ces cas, une ou deux des extrémités du
read ne correspondra pas à la séquence de référence. Donc seule une sous-partie du read, la
seed, est utilisée pour l’alignement contre la référence. Lorsqu’un alignement avec la seed est
trouvé, il est propagé vers chaque extrémité du read 6. Lorsque les nucléotides aux extrémités
ne correspondent plus à la référence, ou parce qu’ils dépassent la référence, ils sont alors
soft-clippés. Les nucléotides soft-clippés ne sont pas pris en compte par l’outil pour qualifier la
qualité de l’alignement, contrairement aux mismatchs. De plus, contrairement aux alignements
permissifs basé sur les mismatchs, il n’y a pas besoin de donner une limite aux nombre de
bases mésappariées, qui sont ici soft-clippées.

Pour optimiR, j’ai utilisé l’outil bowtie2 [161] et paramétré l’alignement local de façon à
définir une seed de 17 nucléotides. Comme la seed doit être parfaitement alignée et qu’elle est
de taille suffisamment grande, cette stratégie permet de distinguer la plupart des miARNs
paralogues, et les nucléotides soft-clippés correspondent aux événements de tailing sur les
extrémités (Figure III.3).

Fig. III.3 – Exemple d’alignement local. Les nucléotides qui diffèrent de la séquence
de référence ou qui la dépassent sont soft-clippés.

2.3 Résolution de l’ambiguïté des alignement multiples
Malgré une stratégie d’alignement relativement stringente, des alignements multiples

peuvent subsister. Afin de résoudre l’ambiguïté de ces alignements, j’ai développé un score très
simple qui permet de sélectionner en priorité l’alignement qui a subit le moins d’évènement de
trimming ou de tailing. Chaque événement observé sur l’extrémité 3’ pénalise l’alignement d’un
point, tandis que les événements en 5’, plus rares, pénalisent l’alignement de 4 points (Figure
III.4). L’alignement avec le score le plus faible est conservé. Dans le cas où n alignements
reçoivent un score minimal, ils sont alors conservés, chacun avec une pondération de 1/n.

En appliquant OptimiR aux jeux de données utilisés dans la section III.1.3.a, on observe
que le pourcentage de reads alignés pour les échantillons A et B sont plus élevés qu’avec la

6. On peut d’ailleurs noter que cette stratégie est similaire à celle que les miARNs emploient pour trouver
une interaction avec un ARNm.
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Fig. III.4 – Exemple de résolution d’un alignment multiple. L’alignement C possède
le score le plus faible, il est donc conservé, tandis que les autres sont supprimés.

stratégie d’alignement naïve, avec un pourcentage d’alignement ambigus comparable à celui
observé lorsqu’aucun mismatch n’est autorisé (voir Table III.3).

Le pourcentage d’alignements multiples avec le jeu miRBase (qui est donc aligné contre
lui-même) est égal à 1.51%, et reflète le nombre de séquences de miARNs parfaitement iden-
tiques car la résolution par score n’a pas permis de résoudre ces ambiguïtés. Ainsi les séquences
identiques sont alignées à la fois sur elles-même, mais aussi sur les autres séquences identiques.
Dans ce cas de figure, l’utilisation de la pondération permet de ramener le compte de chaque
miARN à 1 read aligné par séquence. Car si n reads sont identiques, et s’alignent sur n
séquences identiques, alors chacun de ces alignements reçoit un poids de 1⁄n, donc chaque
référence possède n ∗ 1⁄n reads alignés, soit 1 read aligné. Ainsi, en alignant les séquences de la
miRBase contre elles-mêmes, chaque séquence de la librairie possède exactement 1 read aligné
avec optimiR.

miRBase Shuffled ÉchantillonA ÉchantillonB
Temps 2” 1” 31” 24”
% de reads alignés 100.00% 0.00% 8.72% 7.31%
% de reads alignés de façon
unique

98.49% x 99.71% 99.73%

% de reads alignés de façon
ambiguë

1.51% x 0.29% 0.27%

Nombre total d’alignements 2663 x 1,304,070 860,647

Table III.3 – Application d’optimiR aux jeux de données utilisés dans la section III.1.3.a
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ABSTRACT

Next-generation sequencing is an increasingly popular and efficient approach to characterize the full set of microRNAs
(miRNAs) present in human biosamples. MiRNAs’ detection and quantification still remain a challenge as they can undergo
different posttranscriptional modifications and might harbor genetic variations (polymiRs) that may impact on the align-
ment step. We present a novel algorithm, OPTIMIR, that incorporates biological knowledge on miRNA editing and ge-
nome-wide genotype data available in the processed samples to improve alignment accuracy. OPTIMIR was applied to
391 human plasma samples that had been typed with genome-wide genotyping arrays. OPTIMIR was able to detect gen-
otyping errors, suggested the existence of novel miRNAs and highlighted the allelic imbalance expression of polymiRs in
heterozygous carriers. OPTIMIR is written in python, and freely available on theGENMEDwebsite (http://www.genmed.fr/
index.php/fr/) and on Github (github.com/FlorianThibord/OptimiR).

Keywords: microRNA; next-generation sequencing; alignment; genetic variations; isomiRs

INTRODUCTION

With an average length of 22 nucleotides (nt), microRNAs
(miRNAs) belong to a class of small noncoding RNAs
known to regulate gene expression by binding messenger
RNAs (mRNAs) and interfering with the translational ma-
chinery (Bartel 2004; Filipowicz et al. 2008). MiRNAs are
transcribed from primary miRNA sequences (pri-miRNAs)
and fold into a hairpin-like structure, which is sequentially
processed by two ribonucleases, DROSHA and DICER.
The former cleaves the pri-miRNA into a pre-miRNA and
the latter completes the miRNA’s maturation by cleaving
the pre-miRNA near its loop to produce a miRNA duplex

composed of two mature strands (Kim et al. 2009).
Exceptionally, some miRNAs follow a slightly different
pathway where only one ribonuclease is needed to com-
plete the maturation (Kim et al. 2016). In any case, only
one of the twomature strands is loaded in an effective pro-
tein complex called RISC, while the other is degraded
(Kawamata and Tomari 2010). This selection seems mostly
driven by the thermodynamic stability of both ends form-
ing the duplex (Meijer et al. 2014).
There is emerging interest in performing miRNA profil-

ing in body fluids or tissues in order to identify novelmolec-
ular determinants of human diseases (Mitchell et al. 2008;
Pulcrano-Nicolas et al. 2018). Such miRNA profiling can
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be achieved using hybridization (microarray), next-genera-
tion sequencing (NGS), or real time-quantitative polymer-
ase chain reaction (RT-qPCR) techniques. With 2588
known mature miRNAs in humans according to miRBase
version 21 (Kozomara and Griffiths-Jones 2014), RT-qPCR
would be cumbersome on a genomic scale, but is widely
recognized as a gold standard for the validation of few
miRNAs. The NGS technology is becoming more popular
than microarrays because of its greater detection sensitiv-
ity, and higher accuracy in differential expression analysis
(Git et al. 2010; Tam et al. 2014). NGS applied to small
RNAs revealed a great diversity in the sequences of mature
miRNAs originating from the same hairpin. This diversity is
mostly attributable to the deletion and addition of nucleo-
tides at the miRNAs’ extremities (also known as trimming
and tailing events, respectively), due to the activityof termi-
nal nucleotidyl transferases, exoribonucleases, or impre-
cise cleavage by DROSHA and DICER (Wyman et al.
2011; Neilsen et al. 2012; Ameres and Zamore 2013). To
a lesser extent, the ADAR protein acting on double strand-
ed RNAs and responsible for A-to-I editing is also known to
targetmiRNAs (Nishikura 2016). These post-transcriptional
editing mechanisms have been shown to affect miRNAs’
function and stability (Kawahara et al. 2007; Burroughs
et al. 2010; Chianget al. 2010; Katoh et al. 2015). Lastly, ge-
netic variations have also been shown to contribute to the
sequence diversity of miRNAs, and to affect their function
and expression (Mencía et al. 2009; Gong et al. 2012;
Han andZheng2013;Cammaerts et al. 2015).MiRNAs sub-
ject to post-transcriptional events and/or genetic variations
aregenerally referred to as isomiRs. In the following,wewill
use the expression “polymiR” to refer to the subclass of
isomiRs harboring genetic polymorphisms in their miRNA
sequence.

The first step in the bioinformatics analysis of miRNA se-
quencing (miRSeq) data consists in aligning sequenced
reads to a reference library of mature miRNAs. This step
may be challenging because (i) the aforementioned vari-
ability of isomiRs could lead to imperfect alignments to
the reference library; (ii) sequenced reads may correspond
to (fragments of) othermolecules (e.g., other small noncod-
ing RNAs like piRNA, tRNA, yRNA…), captured during the
preparation of the libraries, that might share a high similar-
ity with miRNAs because of their small length and thus
might be confused with miRNAs (Chen and Heard 2013;
Heintz-Buschart et al. 2018); (iii) somemiRNAs have homol-
ogous sequences that are identical or very similar, thus a
single read might align ambiguously to multiple reference
sequences. In this work, we investigate the impact of the
presence of polymorphisms in the sequence of mature
miRNAs on their alignment and their expression in the con-
text of miRSeq profiling applied to samples that have also
been typed forgenome-widegenotypedata.This is a situa-
tion we anticipate to become rather common with the rise
of increasingly affordable genome-wide association stud-

ies (GWAS) and the decreasing cost of next-generation
exome/genome sequencing techniques. In that context,
we developed an original bioinformatics workflow called
OPTIMIR, for pOlymorPhism inTegratIon for MIRna data
alignment, that integrates genetic information from geno-
typing arrays or DNA sequencing into the miRSeq data
alignment process with the aim of improving the accuracy
of polymiRs alignment, while accommodating for other
isomiRs detection and ambiguously aligned reads. In addi-
tion,OPTIMIRallows toassess theassociationofgenotypes
on polymiRs with corresponding polymiRs’ expression.
OPTIMIR was evaluated in the plasma samples of 391 indi-
viduals, part of the MARTHA study (Oudot-Mellakh et al.
2012).

RESULTS

OPTIMIR is composed of three main steps (Materials and
Methods). First, miRSeq data are aligned to a reference li-
brary upgraded with sequences integrating alternative al-
leles of genetic variations. A correction is then applied
for ambiguous and unreliable alignments via a scoring ap-
proach. Finally, polymiR alignments are evaluated to only
retain those that are consistent with input genotypes in
case these have been provided by the user. The general
workflow was summarized in Figure 1.

MiRNA alignment

OPTIMIR was evaluated on 391 miRNA sequencing data
files totaling 7,390,947,662 sequencing reads. After pre-
processing the sequenced reads, that included adapters’
removal and selecting only reads with size ranging be-
tween 15 and 27 nt, 2,922,446,965 reads (39.54% of total
reads) remained for alignment. 562,040,494 of these reads
(19.23%) were then mapped to mature miRNA reference
sequences, of which 10,937,479 (1.95% of mapped reads)
aligned ambiguously to two sequences or more. The ap-
plication of the OPTIMIR scoring algorithm for alignment
disambiguation resulted in a unique solution for 91.6%
of these cross-mapping reads. OPTIMIR computes a score
based on the number of editing events that a sequenced
read could be compatible with and keeps alignments
with the lowest scores (i.e., the lowest number of editing
events). For example, if a given read aligns to two refer-
ence sequences, perfectly on the first one (score of zero),
but with a missing base on the 3′ end (score of one) on
the second, then only the first alignment is kept. A score
of zero corresponds to a perfect match, and each editing
event adds penalties to the score. Modifications in the
5′ end are more penalizing, as they are less frequently ob-
served. If a cross-mapping read receives an equal score on
different alignments, then its weight is divided accordingly
to the number of equivalent alignments (see Materials and
Methods). For 89.5% of reads with multiple alignments,
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the difference between the two lowest scores was greater
than two (Fig. 2A) which would correspond to alignments
that differ from each other by at least two modifications
in the 3′ end.
After alignment disambiguation, scores ranged from

zero to 76 with 98.0% of alignment scores lower or equal
to nine. Beyond this threshold, the quantile distribution
curve rapidly increased indicating that scores with higher
values are very sparse and suggesting that such align-
ments with a very high number of editing events are likely
improper alignments (Fig. 2B). As a consequence, for the
following, we decided to discard any alignment with a
score greater than nine. Among the 550,946,055 remain-

ing reads, more than 40% were per-
fectly aligned or involved templated
additions, which were not penalized
as these nucleotides are present in
the parental hairpin sequence. An ad-
ditional 40% of alignments involved
reads with a single event in the
3′ end (see Fig. 2C).

IsomiRs distribution

A total of 197,808,779 (35.9%) reads
perfectly aligned to mature miRNAs;
such reads being generally referred
to as canonical miRNAs, and received
an alignment score of zero. This
confirms previous observations sug-
gesting that a substantial amount of
miRNAs are mainly represented by al-
ternative isomiRs (Wallaert et al. 2017;
Wu et al. 2018).

The most common observed edit-
ing events were on miRNAs’ 3′ end,
with ∼34% of trimming, ∼17% tailing
with nontemplated nucleotides, ∼5%
tailing with templated nucleotides,
and a similar proportion of trimming
events followed by tailing. The latter
modification could alsobe interpreted
as nucleotide variation due to genetic
variants, or other less frequent post-
transcriptional editing events such as
A-to-I editing. It should also be noted
that library preparation and se-
quencing could also contribute to a
significant amount of fragment modi-
fications that are falsely detected as
isomiRs (Wright et al. 2019).

The 5′ end was much less frequent-
ly edited, with 94% of reads having no
editing on this extremity. Neverthe-
less, the most frequently observed

modification on 5′ ends was trimming that affected 4.4%
of all reads. This may be of biological relevance since
such trimming could shift the miRNA binding seed that is
crucial for the miRNA to bind to its mRNA targets.
The distribution of 3′ and 5′ ends modifications on

mapped reads observed over the 391 samples processed
by OPTIMIR is shown in Figure 3.

Alignment on polymiRs

Over all samples, 220,156 reads mapped to 46 polymiRs
for a total of 1786 distinct alignments. As detailed in
Table 1, 19 polymiRs have reads that aligned to an

FIGURE 1. OPTIMIR workflow. From an optional VCF file and a FASTQ file, OPTIMIR performs
the alignment of miRSeq data and results in the generation of abundances files containing the
expressions of sequenced miRNAs. (a) The score Sal is based on the number of editing events
observed on the 5′ end and 3′ end of a read (N5 andN3, respectively), with aweightW5 applied
to the 5′ end events (set to four in this study). (b) The genotype consistency is checked only if
the user provided genotypes for the variants in the VCF file.
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alternative sequence that was introduced in the upgraded
reference library. Two polymiRs (hsa-miR-6796-3p and hsa-
miR-1269b) harbor two SNPs, and for both of themonly the
reference sequence with both common alleles were found
to be expressed. Among the remaining 44 polymiRs that
harbor only one SNP, 15 were expressed with both alleles.
It is important to mention that the allele present in the
miRBase reference sequence may not be the most com-
mon one (e.g., the rs2155248 and hsa-miR-1304-3p) which

may lead to improperly discarding of
reads if stringent alignment (with no
mismatch allowed) to the original
miRBase library is applied.
In total, 155 alignments involving

721 reads (0.33% of reads mapped
to polymiRs) were found inconsistent
with the individual genotypes, among
which 145 alignments were supported
by less than five reads. These align-
ments were discarded and not further
discussed as they most probably
correspond to sporadic mechanisms
that mimic genetic variations such as
modifications induced during library
preparation or sequencing (Wright et
al. 2019), or uncommon posttranscrip-
tional editing events (see cMaterials
andMethods). The remaining10align-
ments, involving 507 reads spread
over 10 samples and five polymiRs,
are detailed in Table 2 and further in-
vestigated in the next section.

Investigation of inconsistent
genotypes

Situations where a substantial number
of reads aligned inconsistently on a
polymiR were reported by OPTIMIR
to allow for further investigations.
The first case of inconsistent geno-

type concerns individual PVP28 im-
puted to be homozygous for the
rs12473206-G allele while showing
numerous reads mapping to both
versions of the hsa-miR-4433b-3p
polymiR. Sanger resequencing re-
vealed that this individual is in fact het-
erozygous for this variant which is
much more compatible with the num-
ber of observed reads at this locus. A
rather similar inconsistent genotype
was observed for individual SSP20
but lackof availableDNAdidnot allow
us to perform Sanger validation. Lack

of DNAalso prevented us from investigating deeper the in-
consistent genotypes observed for rs72631820/hsa-miR-
339-3p and rs6771809/hsa-miR-6826-5p.

The inconsistent genotype observed for individual
AJA9 at rs6841938 and hsa-miR-1255-5p was challenging.
Sanger resequencing confirmed that this individual was
indeed homozygous for the rs6841938-G allele although
it has numerous reads mapping to both versions of
hsa-miR-1255-5p. However, the use of BLAST web-service

A

B

C

FIGURE 2. Influence of the scoring algorithm. (A) This figure represents the percentile distri-
bution of the score differences between the two best alignments of each cross-mapping read.
A total of 8.4% of cross-mapping reads have a score difference of zero, which means they
aligned on different sequences with the same score. These alignments could not be disambig-
uated. W5 indicates the penalty weight for events in the 5′ end, fixed to four in this study.
(B) The alignment score percentile distribution after cross-mapping reads disambiguation rep-
resented in percentiles. A total of 98% of alignments have a score lower or equal to nine. The
remaining 2% of alignments have a score ranging from 10 to 76, which were categorized as
unreliable isomiRs because of the unlikely number of editing events they would have under-
gone. (C ) The same distribution as in B but after removing alignments with a score higher
than nine.
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fromNCBI (Altschul et al. 1990) revealed that reads aligned
on the polymiR sequence containing the rs6841938-A
allele perfectly match to the chr1:167,998,699-167,
998,720 region but on the opposite strand where hsa-
miR-1255-3p should be located. This observation could
be compatible with the presence on this opposite strand
of an unreported miRNA locus as has already been
observed for other miRNAs (e.g., hsa-mir-4433a and hsa-
mir-4433b). Going back to the discarded alignments
revealed that 18 other samples homozygous for rs6841938-
G had one or two reads that mapped to this opposite
strand. These alignments had been discarded since they
were supported by less than five reads (seeGenotype con-
sistency analysis section in the Materials and Methods).
The last inconsistent genotypes were observed at

rs3817551/hsa-miR-7107-3p for five independent individ-
uals. For four of them with available DNA, Sanger rese-
quencing confirmed the initial homozygous genotype for
rs3817551-G allele while these individuals were found to

express only the hsa-miR-7107-3p
version with the T allele. On aver-
age, these inconsistent alignments
received an alignment score of 1.41,
and none of the reads involved
mapped to other sequences. Con-
cerning the samples that had reads
aligned on this same reference with a
consistent genotype, the average
alignment score was very close to
1.47. This score indicates that reads
share a high sequence similarity with
the hsa-miR-7107-3p, and there is no
significant difference between the
group with an inconsistent genotype,
and the group with a consistent
one. BLAST analysis did not enable
us to identify any homologous se-
quencethatcouldexplaintheseobser-
vations that still remain to be further
investigated inorder tobe sure that as-
sociated reads do originate from hsa-
miR-7107-3p.

Analysis of polymiRs allele-specific
expression

As shown in Table 1, 29 polymiRs with
a SNP in their mature sequence were
found to be expressed in individuals
heterozygotes for this SNP. While
one could anticipate that, in heterozy-
gous individuals for such SNP, the
polymiRs could have balanced ex-
pression (as measured by read counts)
of both the reference and alternative

sequences, this was hardly observed. Indeed, we observed
a strong preference for either the reference or the alterna-
tive version of the polymiR in heterozygotes.
Figure 4 shows the alignments of 4 polymiRs involving

heterozygous variants according to the vcf genotype.
The dotted line represents a theoretical balanced expres-
sion between reference and alternative sequences. We
can see that, for hsa-miR-1255b-5p/rs6841938 and hsa-
miR-5189-3p/rs35613341, dots are close to the y-axis,
which are situations where only the reference allele is ex-
pressed. The polymiR with the expression closest to allelic
balance for many samples is hsa-miR-4433b-3p but, even
then, the average rate of alternative reads across all 147
samples is of 0.8 (see Supplemental Table 4 for details
on polymiRs involved in heterozygous situations). As the
last case, 65 MARTHA individuals were heterozygous for
the rs2925980 variant associated with polymiR hsa-miR-
7854-3p. These genotypes could be considered as reliable
as this SNP was directly typed on the array. Among these

A

B

C

FIGURE 3. IsomiRs profiling. (A) Reads aligned by OPTIMIR distributed between: canonical
miRNA (identical to the reference), isomiR 3′ end/5′ end (modifications due to trimming or
tailing observed on the 3′ or 5′ end, respectively), and isomiR with both ends edited.
(B) Distribution of variations observed on the 3′ end of aligned miRNAs: 3′Canonical (no mod-
ification observed); iso_3p: −N (trimming); iso_3p:+N (templated tailing); iso_add3p (non-
templated tailing); iso_3p:−N,iso_add3p (combination of trimming and nontemplated tailing).
(C ) Distribution of variations observed on the 5′ end of alignedmiRNAs: 5′Canonical (no mod-
ification observed); iso_5p:+N (trimming); iso_5p:−N (templated tailing); iso_add5p (nontem-
plated tailing); iso_5p:+N,iso_add5p (combination of trimming and nontemplated tailing).
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TABLE 1. Summary information at detected polymiRs

polymiR rsID

Number of samples expressing
the polymiR with genotypea

Number of reads
aligned on polymiR
sequence integrating

the allele

Number of
inconsistent reads
removed on the

sequence integrating
the allele Inconsistent

alignments to
investigateb0/0 0/1 1/1 Reference Alternative Reference Alternative

hsa-miR-4433b-3p rs12473206 (C/G) 223 (/230) 147 (/147) 14 (/14) 63,762 96,915 4 475 2
hsa-miR-1255b-5p rs6841938 (G/A) 244 (/323) 48 (/66) 2 (/2) 29,642 66 0 52 1

hsa-miR-1304-3p rs2155248 (G/T) 0 (/0) 5 (/7) 256 (/384) 146 11,928 4 0 0

hsa-miR-339-3p rs72631820 (T/C) 213 (/386) 3 (/5) 0 (/0) 6293 0 0 21 1
hsa-miR-7854-3p rs2925980 (A/G) 22 (/159) 65 (/167) 35 (/65) 392 2015 1 4 0

hsa-miR-4745-5p rs10422347 (C/T) 86 (/300) 14 (/81) 0 (/10) 2330 15 0 0 0

hsa-miR-5189-3p rs35613341 (C/G) 42 (/196) 20 (/161) 0 (/34) 1315 0 2 1 0
hsa-miR-7107-3p rs3817551 (T/G) 20 (/157) 33 (/177) 0 (/57) 1104 1 122 0 5

hsa-miR-4741 rs7227168 (C/T) 40 (/293) 4 (/93) 0 (/5) 695 0 0 0 0

hsa-miR-548l rs13447640 (G/A) 30 (/373) 0 (/18) 0 (/0) 613 0 0 0 0
hsa-miR-3620-5p rs2070960 (C/T) 47 (/348) 4 (/42) 0 (/1) 459 0 0 0 0

hsa-miR-6826-5p rs6771809 (T/C) 11 (/286) 11 (/92) 2 (/13) 199 243 0 21 1

hsa-miR-4638-5p rs146528803 (G/A) 20 (/369) 1 (/22) 0 (/0) 313 0 0 0 0

hsa-miR-3622a-5p rs66683138 (G/A) 6 (/231) 4 (/138) 0 (/22) 241 24 0 0 0
hsa-miR-4707-3p rs2273626 (C/A) 4 (/86) 6 (/195) 0 (/110) 162 0 0 0 0

hsa-miR-1269a rs73239138 (G/A) 5 (/236) 2 (/131) 0 (/24) 107 31.5d 0 0 0

hsa-miR-4781-3p rs74085143 (G/A) 8 (/366) 0 (/25) 0 (/0) 135 0 0 0 0
hsa-miR-6763-3p rs3751304 (C/T) 1 (/39) 2 (/153) 2 (/199) 86 29 0 0 0

hsa-miR-4804-5p rs266435 (C/G) 0 (/7) 3 (/91) 7 (/293) 0 114 1 0 0

hsa-miR-4999-5p rs72996752 (A/G) 5 (/189) 1 (/163) 0 (/39) 86 26 0 1 0
hsa-miR-6839-5p rs7804972 (G/A) 1 (/153) 2 (/196) 0 (/42) 56 0 1 0 0

hsa-miR-4459 rs73112689 (C/T) 3 (/245) 1 (/133) 0 (/13) 51 0 0 0 0

hsa-miR-585-3p rs62376935 (C/T) 0 (/330) 2 (/52) 0 (/9) 2 48 0 0 0
hsa-miR-3928-5p rs5997893 (A/G) 1 (/38) 1 (/157) 1 (/196) 47 9 0 0 0

hsa-miR-548al rs515924 (A/G) 0 (/307) 1 (/80) 1 (/4) 0 37 0 0 0

hsa-miR-3117-3p rs12402181 (G/A) 1 (/288) 0 (/97) 0 (/6) 35 0 0 0 0
hsa-miR-3130-3p rs2241347 (C/T) 2 (/254) 3 (/119) 0 (/18) 35 0 0 0 0

hsa-miR-4532 rs73177830 (G/A) 2 (/344) 0 (/44) 0 (/3) 34 0 0 0 0

hsa-miR-302c-3p rs199971565 (del) 1 (/371) 0 (/20) 0 (/0) 30 0 0 0 0
hsa-miR-4772-5p rs62154973 (C/T) 3 (/339) 0 (/51) 0 (/1) 25 0 0 0 0

hsa-miR-1343-5p rs2986407 (T/C) 0 (/20) 0 (/111) 2 (/260) 0 24 0 0 0

hsa-miR-548ap-5p rs4414449 (G/A) 2 (/47) 11 (/180) 1 (/164) 16 4 4 0 0
hsa-miR-6885-5p rs78293125 (A/G) 1 (/341) 0 (/47) 0 (/3) 15 0 0 0 0

hsa-miR-548h-3p rs73235381 (C/T) 3 (/379) 0 (/11) 0 (/1) 14 0 0 0 0

hsa-miR-4433a-5p rs12473206 (C/G) 1 (/230) 2 (/147) 0 (/14) 12 0 0 0 0
hsa-miR-6887-5p rs1688017 (G/A) 1 (/152) 0 (/193) 0 (/46) 10 0 0 0 0

hsa-miR-4482-5p rs45596840 (G/A) 1 (/167) 0 (/179) 0 (/45) 10 0 0 0 0

hsa-miR-4520-5p rs8078913 (C/T) 0 (/87) 0 (/198) 1 (/106) 0 9 0 0 0
hsa-miR-1229-5p rs2291418 (G/A) 2 (/363) 0 (/27) 0 (/1) 7 0 0 0 0

hsa-miR-6805-3p rs56312243 (C/T) 1 (/337) 0 (/50) 0 (/4) 5 0 0 0 0

hsa-miR-4302 rs11048315 (G/A) 1 (/278) 2 (/102) 0 (/11) 1 2 0 6 0
hsa-miR-4520-3p rs8078913 (C/T) 0 (/87) 1 (/198) 0 (/106) 1 0 0 0 0

hsa-miR-548h-5p rs9913045 (G/A) 0 (/143) 0 (/197) 0 (/51) 0 0 1 0 0

hsa-miR-6863 rs12708966 (G/A) 1 (/385) 0 (/6) 0 (/0) 1 0 0 0 0
hsa-miR-6796-3p rs3745199 (C/G) 3 (/131) 0 (/193) 0 (/67) 56 0c 0 0 0

rs3745198 (C/G) 3 (/131) 0 (/190) 0 (/70)

Continued
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65 individuals, 54 expressed only the alternative version
of polymiR hsa-miR-7854-3p, and the remaining 11 ex-
pressed both polymiR versions with a mean ratio of 0.96
in favor of the alternative allele.
Finally, we used the RNAfold program (Lorenz et al.

2011) to predict the secondary structure of the 29 pri-
miRNA (i.e., hairpins) induced by the presence of a SNP
in the polymiR sequence (Supplemental Fig. S1). Most ge-
netic variations create either a newbulge, or awobble pair-
ing, or have no impact on the secondary structure. A
notable exception relates to rs35613341 located on the
hsa-miR-5189-3p where the G allele completely changed
the secondary structure of the hairpin (see Supplemental
Fig. S1[u]) making it difficult to access for the DICER and
DROSHA machinery. In MARTHA samples, 161 indivi-
duals were heterozygous and 34 homozygous for the
rs35613341-G allele. None of these individuals were found

to express the alternative sequence of polymiR hsa-miR-
5189-3p which could support the hypothesis that the
rs35613341-G allele impacts thematuration of this miRNA.
Lastly, by the completion of the OPTIMIR pipeline (with

a scoring threshold of nine as mentioned above and keep-
ing only genotype consistent reads) on MARTHA samples,
7.45% of sequenced reads were aligned. This value had to
be compared with 7.68% and 8.24% obtained by two oth-
er recent pipelines formiRSeq data, sRNAnalyzer (Wu et al.
2017) andmiRge (Baras et al. 2015), respectively, executed
using default parameters. These discrepancies could be
explained by the different alignment strategies imple-
mented by these tools, which by default allow up to two
mismatches for read alignment, while OPTIMIR does not
allow any mismatch in aligning sequenced reads and relies
on local alignment to capture isomiRs with modified
extremities (see OPTIMIR description). When we ran

TABLE 1. Continued

polymiR rsID

Number of samples expressing
the polymiR with genotypea

Number of reads
aligned on polymiR
sequence integrating

the allele

Number of
inconsistent reads
removed on the

sequence integrating
the allele Inconsistent

alignments to
investigateb0/0 0/1 1/1 Reference Alternative Reference Alternative

hsa-miR-1269b rs12451747 (A/C) 0 (/82) 1 (/171) 0 (/138) 31.5 (d) 0c 0 0 0
rs7210937 (G/C) 1 (/326) 0 (/60) 0 (/5)

TOTAL 1062 400 324 108574.5 111540.5 140 581 10

aBetween parentheses is the total number of samples carrying the variant with homozygous reference allele (0/0), heterozygous (0/1), or homozygous alter-
native allele (1/1).
bAlignments with a high number of inconsistent reads (higher than 1% of the sum of reads gathered by the polymiR sequences), which is incompatible with
sporadic events replicating a genetic variant.
cFor multivariant polymiRs, reads did not map to any of the sequence integrating alternative haplotypes.
dThe sequence of hsa-miR-1269a integrating the rs73239138-A allele is identical to the hsa-miR-1269b sequence. Hence, each of the 63 reads that cross-
mapped on both sequences received a count of ½ on each sequence.

TABLE 2. Inconsistent genotypes unlikely due to sequencing errors

polymiR rsID

Alleles:
reference,
alternative MAF RSQ SAMPLE

Genotype
from vcf

Counts
reference

Counts
alternative

SANGER
validation

hsa-miR-4433b-3p rs12473206 C/G 0.23 0.99 PVP28 C/C 84 333 G/C
hsa-miR-4433b-3p rs12473206 C/G 0.23 0.99 SSP20 C/C 135 8 N.A.

hsa-miR-339-3p rs72631820 T/C 0.009 0.98 CED24 T/T 139 7 N.A.

hsa-miR-6826-5p rs6771809 T/C 0.14 0.98 DTD19 T/T 1 20 N.A.
hsa-miR-1255b-5p rs6841938 G/A 0.09 0.96 AJA9 G/G 92 28 G/G

hsa-miR-7107-3p rs3817551 T/G 0.36 0.96 MSM20 G/G 27 0 N.A.

hsa-miR-7107-3p rs3817551 T/G 0.36 0.96 MCC20 G/G 15 0 G/G
hsa-miR-7107-3p rs3817551 T/G 0.36 0.96 NFN22 G/G 23 0 G/G

hsa-miR-7107-3p rs3817551 T/G 0.36 0.96 NHN19 G/G 25 0 G/G

hsa-miR-7107-3p rs3817551 T/G 0.36 0.96 GLG20 G/G 17 0 G/G

MAF, minor allele frequency. RSQ, imputation quality criteria (r2).
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sRNAnalyzer with only onemismatch allowed, the percent-
age of aligned reads dropped to 7.38% (compared to
7.68% with two mismatches). Of note, it was not possible
to modify the number of authorized mismatches in miRge.

The files generated by OPTIMIR include (i) global abun-
dances of miRNAs (counts of isomiRs and polymiRs are
merged with the reference mature sequences’ counts);
(ii) specific abundances for each polymiR sequence; (iii)
specific abundances for each isomiR sequence; (iv) align-
ments that are inconsistent with provided genotypes; (v)
two annotation files containing details on templated nu-
cleotides and alignments that could not be disambiguat-
ed. In addition, OPTIMIR allows to generate its results
into the recently developed mirGFF3 format (Desvignes
et al. 2018) aimed at unifying results of any miRSeq data
analysis.

DISCUSSION

In this work, we propose a novel algorithm, OPTIMIR, for
aligning miRNA sequences obtained from NGS and we
applied it to plasma samples of 391 individuals from the
MARTHA study. Borrowing some ideas from other align-

ment pipelines such as the addition of new sequences to
the reference library corresponding to allelic versions of
polymiRs (Baras et al. 2015; Russell et al. 2018) and a scor-
ing strategy for handling cross-mapping reads (Urgese
et al. 2016) or for discarding unlikely isomiRs (Bofill-De
Ros et al. 2018), OPTIMIR has two features that make it
unique. First, OPTIMIR is based on a scoring strategy
that incorporates biological knowledge on miRNA editing
to identify the most likely alignment in the presence of
cross-mapping reads. Second, OPTIMIR allows the user
to provide genotype information, in particular data ob-
tained from genome-wide genotyping arrays, to improve
alignment accuracy. This option revealed several interest-
ing observations when OPTIMIR was applied to MARTHA
plasma samples.

First, it allowed the identification of improperly imputed
genotypes despite overall good imputation quality.
Second, it suggested the existence of a newmiRNA not in-
dexed in the miRBase v21 database that would be located
on the opposite strand of the hsa-miR-1255b-5p. Thirdly, it
suggested that reads aligned to hsa-miR-7107-3p are like-
ly false alignments and would more likely come from other
noncoding fragments that share sequence similarity with

FIGURE 4. Examples of allele imbalanced expressions observed at four polymiRs. On the x-axis is shown the expression of the alternative allele,
while the y-axis represents the expression of the reference allele. Expressions were log10-transformed.
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hsa-miR-7107-3p. These last two hypotheses would need
to be further validated but this is out of the scope of the
bioinformatics workflow described in the current work.
Even more interesting was the study of polymiRs’ expres-
sions in heterozygous individuals for SNPs on these
polymiRs. OPTIMIR clearly showed that plasma allelic ex-
pression of polymiRs is unbalanced for most polymiRs.
One allelic version of a polymiR is much more expressed
than the other and this is not necessarily the one carrying
the most common allele. This observation is consistent
with previous works showing that SNPs in (pri-) miRNA
sequences can influence miRNA expression through their
impact on the DROSHA/DICER RNases’ machinery (Duan
et al. 2007; Cammaerts et al. 2015). Epigenetic mecha-
nisms could also explain the allelic imbalance expression
of miRNAs (Morales et al. 2017).
Several limitations shall however be acknowledged.

OPTIMIR requires to fix two parameters, a weight W5 for
penalizing5′ endeditingevent (set to four in the current ap-
plication) and a score threshold (set to nine here) to discard
unreliable alignments. The former tends to have little im-
pact on the general findings (see Supplemental Table
S2), while the second may be study-specific and may
depend on the study sample-size and the kind of tissue an-
alyzed. These parameters can be easily modified by the
user. There is so far no gold standard program for miRNA
alignment analysis but our preliminary study suggests
that OPTIMIR aligns slightly less reads than two other re-
cently proposed software, sRNAnalyzer (Wu et al. 2017)
andmiRge (Baras et al. 2015). This is likely due to the higher
number of mismatches allowed by the latter two for align-
ing reads while OPTIMIR tends to be more stringent.
Without extensive investigations including experimental
validations, it is not possible to really appreciate which
alignments are the correct ones.
Finally, several improvements could be considered such

as (i) the integration of A-to-I editing events in thedefinition
of our reference library and of our scoring strategy, even if
we anticipate that it might be difficult to distinguish these
rare events from sequencing errors and (ii) the extension
of the OPTIMIR workflow to analyze other small coding
RNAs (e.g., piRNA and tRNA, rRNA, snRNA, or yRNA de-
rived fragments) that are generally sequenced together
withmiRNAs in amiRseqprofiling.Applications toother tis-
sues from the samples processed for miRSeq data deserve
to be conducted to generalize the findings observed in the
current plasma samples.

MATERIALS AND METHODS

The MARTHA data set

The MARseille Thrombosis Assocation study is a collection of pa-
tients with venous thrombosis (VT) recruited at the La Timone
Hospital (Marseille, France) between 1994 and 2005 and aimed

at identifying novel molecular determinants for VT and its associ-
ated endophenotypes (Oudot-Mellakh et al. 2012; Dick et al.
2014).
For the present study, 391 MARTHA participants with available

plasma samples were processed for plasma miRNA profiling
through miRSeq. These individuals had been previously typed
for genome-wide genotyping arrays and imputed for single nu-
cleotide polymorphisms (SNPs) available in the 1000G reference
database (Germain et al. 2015).
MiRNA extraction and preparation followed the same protocol

as the one previously described in Roux et al. (2018). Briefly, from
400 µL of plasma, total RNA was first extracted using the
miRNeasy serum/plasma kit for Qiagen. MiRNA libraries were
then prepared using the NEBNext Multiplex Small RNA Library
Preparation Set for adapter ligation and PCR, with adapter
sequences GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC
(3′ adapter) and CGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
(5′ adapter) followed by a size selection using AMPure XP beads.
Pools of equal quantity of 24 purified libraries were constructed
and tagged with different indexes. Pools were then sequenced
using a 75 bp single-end strategy on an Illumina NextSeq500
instrument.

The OPTIMIR workflow

Alignment

Prealignment data processing. 3′ adapters were removed using
cutadapt (Martin 2011) with a base quality filter set to 28.
Remaining reads with sequence length between 15 and 27, which
generally correspond to miRNA sequences, were then kept for
alignment. Note that identical reads were collapsed together to
decrease the computational burden associated with processing
n times n identical reads.

Definition of an alignment reference library. Read alignment
generally starts by the selection of a reference library to which
reads shall be aligned. The miRBase 21 database (Kozomara
and Griffiths-Jones 2014) containing known human mature
miRNAs is usually adopted for miRSeq data. We first upgrade
this reference library by adding new sequences corresponding
to the alternate forms of polymiRs showing genetic polymor-
phisms in their mature sequence as previously proposed (Baras
et al. 2015; Russell et al. 2018). In case a polymiR contains more
than one polymorphism, new sequences corresponding to all
possible haplotypes are generated. These variants, that are pro-
vided by the OPTIMIR’s user in a vcf format file (Danecek et al.
2011), aremapped tomiRNAs usingmiRBasemiRNA coordinates
file (i.e., positions of miRNAs on the human reference genome).
The generation of new sequences is automated via a standalone
python script provided with the OPTIMIR pipeline.
For the current application to MARTHA GWAS data, we identi-

fied 88 single nucleotide polymorphisms (SNPs) for which we
have a reliable genotype data, defined as SNPs with imputation
r2 > 0.8. Note that some SNPs may map to two distinct miRNAs
if the latter are transcribed from opposite strands. Some
miRNAs may also have more than one SNP in their sequence. In
our application, five SNPs mapped to two distinct miRNAs and
three miRNAs contained more than one SNP (see Supplemental

Integrating genetic variations in miRNA alignment

www.rnajournal.org 665

 Cold Spring Harbor Laboratory Press on October 2, 2019 - Published by rnajournal.cshlp.orgDownloaded from 

70 Chapitre III. Détection et quantification de microARNs avec optimiR



Figure S2 for examples). As a result, the reference library was up-
graded with 96 new alternative sequences corresponding to all
possible haplotypes derived from the 90 identified polymiRs.

Read alignment process. For read alignment, we opted for the
bowtie2 software (Langmead and Salzberg 2012) that can handle
trimming and tailing events at the reads’ extremities via its local
alignment mode which has been shown to be efficient for
miRSeq data alignment (Ziemann et al. 2016). Only reads with a
sequence of at least 17 consecutive nucleotides (defined as the
alignment seed) that perfectly match with the reference library
are kept in the analysis (see Supplemental Table S1 for details
concerning the choice of the seed value and its consequences
on isomiR detection). In summary, the OPTIMIR pipeline does
not authorize any mismatch in the central sequence of a read
but allows variations at its extremities to address post-transcrip-
tional editing. The handling of miRNAs with genetic variations
is addressed by the use of the upgraded reference library de-
scribed above. For miRNAs that underwent tailing events, or trim-
ming events followed by tailing events, additional bases
exceeding or differing from the reference are soft-clipped and
do not participate in the alignment. With a limited read length
of 27 nt, the maximum number of bases that can be soft-clipped
was set to 10. Reads were allowed to align to multiple reference
sequences in order to take into account the different mature
miRNAs with similar sequences from which they could originate.
Finally, we did not allow reverse complement alignment as small
RNAs were first ligated with different 5′ and 3′ adapters before
single-end sequencing, which implies that RNA strands were se-
quenced in only one direction.

Resolution of ambiguous alignments

To handle multiple ambiguous alignments, OPTIMIR integrated a
scoring algorithm aimed at identifying the most plausible align-
ment(s) while discarding likely erroneous ones. Of note, before-
hand, for reads mapping to a mature miRNA that can be
produced by two different pri-miRNAs (e.g., hsa-miR-1255b-5p
can originate from hsa-mir-1255b-1 or hsa-mir-1255b-2 located
on chromosome 4 and 1, respectively), we used the information
on templated tailed nucleotides (i.e., nucleotides in the pri-
miRNA sequences (also available in themiRBase 21) that surround
the mature miRNA sequence) to deduce from which locus these
reads might come from. This information, that has no impact on
the alignment per se, is stored in an output file (named expres-
sed_hairpins.annot).

Each alignment was assigned a score based on the number of
trimming and tailing events that could make a given read perfect-
ly match with a mature miRNA sequence. Since trimming and tail-
ing are frequently observed in the 3′ end ofmiRNAs but rare in the
5′ end (Neilsen et al. 2012; Wu et al. 2018), a more penalizing
weight was applied on events observed on the 5′ end.
Alignments with a lower score would be considered as more reli-
able as they would correspond to a miRNA with less editing
events. The alignment score is calculated as follows:

Alignment score = N5 ×W5 +N3,

whereN5andN3 represent thenumberof editingevents observed
on the 5′ and 3′ extremities of the read, respectively. W5 is the
weight applied to the events observed on the 5′ end. Several

W5 values were tested and their impact on the alignment results
are shown in Supplemental Table S2. Finally, for our application,
W5 was set to four in order to resolve as many ambiguous align-
ments as possible without penalizing too many 5′ events com-
pared to 3′ events as they represent ∼60% of aligned reads.
Templated tailed nucleotides do not count as editing events as
they tend to validate the parentage of a read to its reference.
These templated nucleotides are most likely the result of impre-
cise cleavage by DROSHA and DICER. However, they might
occasionally result from the action of the terminal nucleotidyl
transferase that adds the same nucleotides as those surrounding
the original sequence, inwhich case they cannot be distinguished.

By the end of the scoring algorithm, the alignment with the low-
est score was retained. In case of an ambiguous read with n pos-
sible alignments having the same score, all alignments are kept
and assigned to a weight of 1/n, and corresponding alignments
are listed in an output file (named remaining_ambiguous.annot).

Of note, bowtie2 also integrates an alignment score. However,
this scoring is general and does not integrate the biological
knowledge on editing events specific to miRNAs. The OPTIMIR
scoring algorithm also differs from the one recently proposed in
IsomiR-SEA pipeline (Urgese et al. 2016) which is based on the
number of observed mismatches and the difference in size be-
tween a given read and the reference mature miRNAs.

Genotype consistency analysis

In case users provide genetic information for individuals that have
been miRSeq profiled, the last step of the OPTIMIR workflow is to
provide a comparison analysis of the genotype data provided by
theuser (in a standardvcf format) and thegenotypedata that could
be inferred from the sequenced reads aligned to polymiRs. For an
individual whose reads aligned onto a polymiR sequence that har-
bors the alternate allele of a SNP, consistency will be called if this
individual is either heterozygous or homozygous for this allele in
the provided vcf genotype file. Inconsistent alignments are dis-
carded but saved in an output file (named inconsistents.sam).

Indeed, it may occur that some reads align to a polymiR se-
quence that harbors a given allele in an individual that is not ex-
pected to carry it. This could be due to modifications induced
during library preparation or sequencing that mimic genetic vari-
ations (Wright et al. 2019). However, for a given individual and a
given polymiR, if this event is observed for a large number of
reads, another explanation must be looked for. For instance,
this could occur when reads originate from sequenced fragments
of other small noncoding RNAs that share a high similarity with a
polymiR. Such situations are detailed in a separate output (named
consistency_table.annot).

To detect these situations, we set up a threshold based on the
number of reads aligned to each allele of the polymiR: if the pres-
ence of an alternative allele is supported by more than 1% of the
total reads (i.e., reads with the reference or alternative allele) that
aligned to its associated polymiR, then this allele is considered as
plausible. For example, given a polymiR with 980 reads aligned to
the sequence integrating the reference allele and 20 reads
aligned to the sequence integrating the alternative allele, then
the percentage of reads supporting the presence of the alterna-
tive allele is 2%. Such a situation would then be considered incon-
sistent for an individual genotyped as homozygous for the
reference allele and would deserve to be further investigated.
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Note that, when polymiRs have less than 500 aligned reads in to-
tal, a threshold of five supporting reads instead of a percentage of
1% was used. These parameters can be modified by the users.

Care is needed to call inconsistency when a polymiR may have
homologous mature sequences and one of them is polymorphic.
For example, the mature miRNA hsa-miR-1255b-5p can originate
either from the pri-miRNA hsa-miR-1255b-1 located on chromo-
some 4 or from hsa-mir-1255b-2 located on chromosome 1.
However, only the chromosome 4 copy contains a variant. If reads
with the alternate allele can easily be deduced to originate from
hsa-miR-1255b-1, reads with the reference allele can come from
both chromosome 1 and 4 copies. As a consequence, homo-
zygous carriers of the alternate allele can still have reads mapping
to chromosome 1 copies and such reads shall not be considered
as inconsistent. We have listed in Supplemental Table S3 all ma-
ture miRNAs that have multiple pri-miRNAs sequences and
tagged those that are polymorphic.

SUPPLEMENTAL MATERIAL

Supplemental material is available for this article.
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Supplemental Figure S1 (1/4): RNAfold predictions of polymiRs secondary structures that are
expressed by heterozygous samples
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Supplemental Figure S1 (2/4): RNAfold predictions of polymiRs secondary structures that are
expressed by heterozygous samples
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Supplemental Figure S1 (3/4): RNAfold predictions of polymiRs secondary structures that are
expressed by heterozygous samples
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Supplemental Figure S1 (4/4): RNAfold predictions of polymiRs secondary structures that are
expressed by heterozygous samples

3 Article: optimiR 77



Supplemental Figure S2 : Library preparation workflow
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Page 1

After Alignment

TOTAL reads

12 595,023,218 68,575,414 2,588 915 1,302,378 20,424 503.24 7.89
13 584,166,507 63,720,478 2,579 915 850,849 17,078 329.91 6.62
14 576,260,068 60,707,314 2,482 915 541,446 14,959 218.15 6.03
15 572,838,687 59,470,291 2,134 915 390,611 13,625 183.04 6.38
16 568,210,216 55,599,076 1,819 915 289,447 12,370 159.12 6.80
17 561,926,285 10,936,664 1,678 915 207,555 10,740 123.69 6.40
18 556,992,220 8,965,700 1,621 915 150,358 9,549 92.76 5.89
19 550,679,360 3,248,902 1,587 915 104,165 8,177 65.64 5.15
20 541,809,265 2,779,129 1,559 915 68,827 6,761 44.15 4.34
21 526,199,215 1,043,802 1,540 915 45,386 5,468 29.47 3.55
22 505,017,606 987,609 1,512 915 30,144 4,222 19.94 2.79

The default seed length in bowtie2 very-sensitive-local mode is 20. However, diminushing the seed length can lead to an increase
in sensitivity, and thus in isomiR detection.
Seed length = 17 is a good compromise  as it allows for a better sensitivity than longer seeds & a great reduction of ambiguous 
alignments compared to shorter seed lengths.
(*) Reliable isoforms are expressed with at least 5x in at least 10 samples

                                           (Bowtie2 seed = 17)
After Cross-Mapping Reads Resolution (Seed length = 17)

TOTAL reads

1 561,926,285 929,198 1,667 915 192,523 10,220 115.49 6.13
2 561,926,285 929,193 1,664 915 192,435 10,221 115.65 6.14
3 561,926,285 927,518 1,664 915 192,394 10,220 115.62 6.14
4 561,926,285 927,284 1,664 915 192,374 10,220 115.61 6.14
5 561,926,285 927,976 1,664 915 192,393 10,220 115.62 6.14
6 561,926,285 927,389 1,664 915 192,378 10,220 115.61 6.14

Application of OptimiR with different W5 values.
Although results are close between different weights, W5 = 4 showed the best results concerning the resolution of ambiguous 
alignments.

Supplemental Table 1: Bowtie2 alignment of miRSeq data with different alignment seed length

Bowtie2 Seed 
Length

TOTAL 
ambigous 

reads

miRs: 
Sequences 
expressed 

(total: 2588)

Number 
canonical 

miRs

Nb 
Isoformes

Nb Reliable 
Isoforms (*)

Nb isoform 
per miR 

(average)

Nb reliable 
isoform per 

miR 
(average)

Supplemental Table 2: OptimiR resolution of ambiguous alignment with different W5 values

W
5

TOTAL 
ambigous 

reads 
remaining

miRs: 
Sequences 
expressed 
(total 2588)

Number 
canonical 

miRs

Nb 
Isoformes

Nb Reliable 
Isoforms (*)

Nb isoform 
per miR 

(average)

Nb reliable 
isoform per 

miR 
(average)
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Page 2

MIRNA HAIRPINS VARIANT:
Name Chrom Start End Sens ID

hsa-miR-1972

hsa-mir-1972-1 chr16 15010321 15010397 - MI0009982

hsa-mir-1972-2 chr16 70030346 70030422 + MI0015977

hsa-miR-3199

hsa-mir-3199-1 chr22 27920525 27920612 - MI0014247 rs75321888
hsa-mir-3199-2 chr22 27920526 27920611 + MI0014248

hsa-miR-4444

hsa-mir-4444-1 chr2 177212726 177212799 + MI0016787

hsa-mir-4444-2 chr3 75214476 75214549 + MI0019111

hsa-miR-5701

hsa-mir-5701-1 chr15 20940252 20940333 + MI0019308

hsa-mir-5701-2 chr15 21513959 21514040 + MI0019593

hsa-mir-5701-3 chr15 21951242 21951323 + MI0031522

hsa-miR-521

hsa-mir-521-2 chr19 53716594 53716680 + MI0003163

hsa-mir-521-1 chr19 53748636 53748722 + MI0003176

hsa-miR-450a-5p

hsa-mir-450a-1 chrX 134540341 134540431 - MI0001652

hsa-mir-450a-2 chrX 134540508 134540607 - MI0003187

hsa-miR-3158-5p

hsa-mir-3158-1 chr10 101601417 101601497 + MI0014186

hsa-mir-3158-2 chr10 101601417 101601497 - MI0014187

polymiR rsID Mean Rate Median Rate Min Rate Max Rate

hsa-miR-4433b-3p rs12473206 147 19012 85651 0.81 0.83 0.00 1.00
hsa-miR-7854-3p rs2925980 65 42 1198 0.96 1.00 0.00 1.00
hsa-miR-1255b-5p rs6841938 48 4034.5 64.5 0.01 0.01 0.00 0.08
hsa-miR-7107-3p rs3817551 33 574 1 0.00 0.00 0.00 0.06
hsa-miR-5189-3p rs35613341 20 385 0 0.00 0.00 0.00 0.00
hsa-miR-4745-5p rs10422347 14 300 15 0.07 0.00 0.00 1.00
hsa-miR-6826-5p rs6771809 11 24 209 0.91 1.00 0.00 1.00
hsa-miR-548ap-5p rs4414449 11 14 3 0.09 0.00 0.00 0.50
hsa-miR-4707-3p rs2273626 6 107 0 0.00 0.00 0.00 0.00
hsa-miR-1304-3p rs2155248 5 146 73 0.20 0.02 0.00 0.54
hsa-miR-3622a-5p rs66683138 4 61 24 0.25 0.00 0.00 1.00
hsa-miR-3620-5p rs2070960 4 15 0 0.00 0.00 0.00 0.00
hsa-miR-4741 rs7227168 4 67 0 0.00 0.00 0.00 0.00
hsa-miR-3130-3p rs2241347 3 19 0 0.00 0.00 0.00 0.00
hsa-miR-4804-5p rs266435 3 0 38 1.00 1.00 1.00 1.00
hsa-miR-339-3p rs72631820 3 49 0 0.00 0.00 0.00 0.00
hsa-miR-6763-3p rs3751304 2 66 0 0.00 0.00 0.00 0.00
hsa-miR-585-3p rs62376935 2 2 48 0.98 0.98 0.95 1.00
hsa-miR-4433a-5p rs12473206 2 6 0 0.00 0.00 0.00 0.00
hsa-miR-6839-5p rs7804972 2 8 0 0.00 0.00 0.00 0.00
hsa-miR-4302 rs11048315 2 0 2 1.00 1.00 1.00 1.00
hsa-miR-1269a rs73239138 2 5 31.5 0.50 0.50 0.00 1.00
hsa-miR-4999-5p rs72996752 1 0 26 1.00 1.00 1.00 1.00
hsa-miR-4638-5p rs146528803 1 15 0 0.00 0.00 0.00 0.00
hsa-miR-1269b rs12451747 1 31.5 0 0.00 0.00 0.00 0.00
hsa-miR-4520-3p rs8078913 1 0.5 0.5 0.50 0.50 0.50 0.50
hsa-miR-548al rs515924 1 0 4 1.00 1.00 1.00 1.00
hsa-miR-4459 rs73112689 1 11 0 0.00 0.00 0.00 0.00
hsa-miR-3928-5p rs5997893 1 0.5 0.5 0.50 0.50 0.50 0.50

Supplemental Table 3: List of mature miRNAs that can originate from different hairpins
EXTRAIT de la table: Le reste de la table est disponible en ligne à 

l’adresse: https://rnajournal.cshlp.org/content/25/6/657/suppl/DC1

Supplemental Table 4: PolymiRs expressed by heterozygous carriers
Number of 
Samples

Counts
Reference

Counts 
Alternative
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4 Discussion
Apports de la stratégie optimiR La méthode de détection et de quantification des

miARNs implémentée dans le pipeline optimiR se distingue des stratégies existante en intégrant
l’information génétique, permettant de quantifier avec précision les polymiRs. La combinaison
de cette approche avec la stratégie d’alignement local et de résolution d’alignements ambigus
permet également de limiter le nombre de faux négatifs et de faux positifs. Toutefois, il reste
un certain nombre de faux négatifs inévitables avec notre approche, à cause de la contrainte
d’un alignement parfait de la séquence centrale des reads. Cette contrainte permet de diminuer
significativement le nombre d’alignements ambigus, mais les reads dont la séquence centrale est
altérée lors du séquençage ou lors de la préparation des librairies ne pourront pas être alignés.
Et pour la même raison, les isomiRs avec édition ARN ne seront pas non plus détectés.

Perspectives d’amélioration La diminution de faux négatifs et la détection des isomiRs
avec édition ARN permettrait d’améliorer la spécificité de l’outil. Par exemple, une seconde
étape d’alignement moins stringente à partir des reads non alignés permettrait de récupérer
une grande partie de faux négatifs. Cependant, en réduisant la stringence de l’alignement on
risque également d’introduire des faux positifs et d’impacter la sensibilité de l’outil. Cette
perspective demande donc une réfléction approfondie pour conserver une haute sensibilité et
spécificité.

Parmi les autres perspectives d’amélioration, on pourrait également étendre la librairie de
référence avec les séquences d’autres petits ARNs non codants séquencés en même temps que
les miARNs. De nombreux fragments d’ARNs, issus par exemple d’ARNt, d’ARNr, de snoARN,
de snARN ou d’ARN Y, peuvent ainsi être séquencés en même temps que les miARNs, et
leur quantification peut présenter un intérêt pour la recherche bio-médicale, par exemple pour
identifier de nouveaux biomarqueurs, ou pour découvrir de nouveaux mécanismes biologiques.

Comparaison avec les méthodes existantes Pendant les 3 années de ce projet de
thèse, au moins 10 nouveaux pipelines permettant la quantification de miARNs ont fait l’objet
d’une publication. Le nombre important de méthodes disponibles reflète l’importance de ce
domaine de recherche, et le besoin d’une méthode de quantification précise des miARNs, avec
une haute spécificité et sensibilité. Cependant, il est particulièrement difficile de comparer ces
méthodes entre elles, pour évaluer leurs spécifité et sensibilité. La principale raison est que
chaque outil dispose de son propre format d’annotation des résultats, et très souvent, seules
les abondances finales des miARNs détectés sont générées par ces outils, sans information sur
le nombre d’alignements ambigus, ou le détail des isomiRs identifiés.

La communauté miRtop Pour faciliter la comparaison d’outils, la communauté miR-
top, rassemblant des chercheurs travaillant sur la quantification de miARNs et d’isomiRs, a
récemment développé un nouveau format d’annotation, nommé miRGFF3. Ce format permet
en particulier d’indiquer le détail des abondances pour chaque isomiR, de recenser les reads qui
n’ont pas été alignés, et d’indiquer les alignements ambigus. Après la publication d’optimiR, j’ai
été invité à rejoindre ce groupe, et j’ai ainsi eu l’opportunité de participer au développement du
format miRGFF3, qui a fait l’objet d’une publication dans la revue Bioinformatics (incluse en
Appendice B). Grâce à ce format unique, qui a été intégré à optimiR, il sera donc possible de
comparer les résultats obtenus par des outils différents, afin d’identifier les forces et faiblesses
des différents pipelines d’alignement.
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Chapitre IV : MicroARNs et
paramètres de l’hémostase

1 Introduction: Hémostase, maladie throm-
boembolique veineuse, et implication des
microARNs

1.1 Hémostase
L’hémostase correspond à un ensemble de mécanismes naturels permettant au sang de

se maintenir dans les vaisseaux sanguins dans un état fluide. En cas de dommage vasculaire
entraînant une brèche dans un vaisseau, une vasoconstriction du vaisseau permet une diminution
du flux sanguin, et une accumulation de plaquettes sanguines (phase de l’hémostase primaire) et
de fibrine générée par la cascade de la coagulation (phase de l’hémostase secondaire) permettent
la formation d’un caillot sanguin, appelé thrombus. La fibrine permet ainsi d’agréger les
plaquettes, mais aussi différents éléments du sang tels que les érythrocytes 1 et ainsi former un
thrombus assez large pour bloquer la paroi endomagée du vaisseau, et stopper l’hémorragie.

Hémostase primaire Lors d’un dommage de l’endothélium, le collagène, normalement
isolé, est exposé aux plaquettes en circulation qui viennent s’y lier, et l’adhésion est renforcée
par le facteur von Willebrand (vWF), secrété par les plaquettes et les cellules endothéliales,
résultant en un amas qui bloque le saignement. Les plaquettes sont alors dans leur forme activée,
qui entraîne une modification leur structure pour faciliter leur adhésion. L’activation déclenche
aussi la production de microparticules 2 contenant divers ARNs et protéines, notamment le
vWF et le thromboxane A2, qui active des plaquettes additionnelles. L’agrégat de plaquettes
est ensuite renforcé par des fibres de fibrines, produites par la cascade de la coagulation.

Hémostase secondaire La cascade de la coagulation correspond à une série de réactions
impliquant différentes molécules dont des enzymes, qui sont tour à tour activées pour catalyser
la réaction suivante, permettant de générer la fibrine. Ces protéines sont appelées facteurs de
coagulation, qui sont généralement identifiés par des chiffres romains, avec un “a” minuscule
pour indiquer la forme activée. La liste des facteurs et de leurs fonctions est donnée dans la
Table IV.1. La cascade de la coagulation est divisée en deux voies : la voie extrinsèque (activée
par le facteur tissulaire relâché dans le sang lors d’un dommage de l’endothélium) et la voie
intrinsèque (activée par contact avec les structures sous endothéliales), qui activent toutes les

1. Aussi appelés globules rouges, des cellules anucléées dont la fonction est le transport d’O2 et de CO2. Ce
sont les cellules sanguines les plus nombreuses.

2. Des vésicules extracellulaires de petite taille.
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Facteur Nom Fonction
I Fibrinogène Renforce le thrombus dans sa forme activée (fibrine)
II Prothrombine Active I, V, VIII, XI, XIII, protéine C (via thrombomoduline), plaquettes
III Facteur Tissulaire (TF) Cofacteur du VIIa
V Proaccélérine Cofacteur du X
VII Proconvertine Active IX et X
VIII Anti-hémophile A Cofacteur du IX, lié au vWF
IX Anti-hémophile B Active X à l’aide du VIIIa
X Stuart-Prower Active II à l’aide du Va
XI Rosenthal Active IX, et prékallikréine
XII Hageman Active XI
XIII Laki-Lorand Stabilise les dépots de Fibrine

Table IV.1 – Facteurs de la coagulation.
L’ancien facteur VI correspond à la forme activée du facteur V, tandis que le facteur IV correspond aux ions
calcium Ca2+ nécessaires à l’activation de nombreux facteurs.

deux la voie commune et finale du facteur X, de la thrombine, et du fibrinogène qui, dans sa
forme activée, correspond à la fibrine (Figure IV.1).

Fig. IV.1 – Cascade de la coagulation

La thrombine, initialement produite en petite quantité, active à son tour de nombreux
facteurs permettant d’amplifier sa propre production, et donc la production de fibrine, dans
une boucle de rétroaction positive. En parallèle, la présence de thrombine permet également
l’activation de la Protéine C, produite à partir de thrombomoduline et de la Protéine S, dont
la fonction est de stopper la production de FVa. C’est donc un facteur anticoagulant, tout
comme le TFPI (en anglais pour Tissue Factor Pathway Inhibitor) et l’Antithrombine, qui
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régulent la cascade de coagulation et évitent une généralisation de l’état thrombotique.

Fibrinolyse À la fin du processus thrombotique, et après réparation de la lésion en-
dothéliale, le caillot sanguin est progressivement dissout par le mécanisme de fibrinolyse.
Ce mécanisme résulte de l’action de la plasmine, qui dégrade la fibrine. La plasmine est la
version active du plasminogène, qui est activé par tPA ou uPA, les activateurs tissulaires ou
urokinase du plasminogène, respectivement. Ces activateurs peuvent avoir leur action inhibée
par le PAI-1 (en anglais pour Plasminogen Activator Inhibitor 1 ), qui inhibe ainsi la fibrinolyse.

L’hémostase est ainsi profondément régulée et dépendante de l’équilibre entre de nombreux
facteurs pro- et anti-coagulants. Ainsi, une dérégulation de cet équilibre peut avoir des effets
délétères importants, tels qu’une hémorragie ou une thrombose.

1.2 Maladie thromboembolique veineuse
a) Description et épidémiologie

La thrombose veineuse (VTE) est la troisième maladie cardiovasculaire la plus fréquente,
avec une incidence annuelle estimée à 1.5 cas pour 1000 personnes [107]. Elle se manifeste
sous deux formes: la thrombose veineuse profonde (TVP) et l’embolie pulmonaire (EP). La
TVP, ou phlébite profonde, correspond à la formation d’un thrombus sur la paroi d’une veine,
généralement au niveau d’une valvule 3 dans les membres inférieurs, pouvant occasionner une
réduction du débit sanguin. Lorsque le thrombus se détache de la paroi veineuse on parle alors
d’embole, pouvant circuler dans le réseau sanguin jusqu’à une artère pulmonaire et provoquer
une EP (Figure IV.2), caractérisée par une obstruction de la circulation sanguine vers les
poumons, qui peut être fatale.

La VTE est très rare avant l’adolescence et augmente de façon exponentielle avec l’âge,
pour atteindre 1 cas pour 100 personnes chaque année chez les plus de 55 ans [207], et touche
plus fréquemment les hommes que les femmes. L’EP est fatale dans environ 10% des cas, et
les survivants ont un mauvais pronostic, avec un taux de mortalité d’environ 20% la première
année [74, 207], et jusqu’à 50% des patients développent des douleurs, un œdème ou des ulcères,
qui constituent le syndrome post-thrombotique, réduisant significativement leur qualité de vie
[128]. De plus, environ 30% des patients vont développer une nouvelle VTE dans les 10 ans
suivant le premier épisode [107].

La formation de thrombus est favorisée par l’association de trois facteurs, appelée triade
de Virchow (du nom de Rudolf Virchow):

— une altération du flux sanguin, provoquée par exemple par une immobilisation de longue
durée ;

— un dysfonctionnement ou une altération de l’endothélium, résultant par exemple d’un
traumatisme local ou d’une chirurgie ;

— une hypercoagulabilité, qui peut être influencée par des facteurs externes comme le tabac
et l’âge, mais aussi par des facteurs génétiques entraînant une déficience d’anticoagulant
naturels.

3. Les veines contiennent des valvules qui imposent un sens de circulation au sang. Une valvule est représentée
sur la Figure IV.2.
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Fig. IV.2 – Thrombus formé au niveau d’une valvule dans une veine d’un membre
inférieur. Une partie du thrombus est détachée, et l’embole résultante circule vers les
artères pulmonaires. L’embole obstrue éventuellement la circulation pulmonaire, à
cause de la réduction du diamètre des artères. Image adaptée de [120]

Environ la moitiée des cas de VTE sont provoqués par des facteurs externes, tels qu’une
chirurgie, un trauma, une immobilisation, ou un cancer. Parmi les cas de VTE non provoquées,
une part significative est attribuée à des facteurs génétiques héritables [306], pouvant causer
une dérégulation de l’hémostase. Les principaux facteurs de risques héritables identifiés pour
la VTE sont des déficiences des inhibiteurs de la coagulation (antithrombine, protéine C et
protéine S), qui entraînent naturellement un état d’hypercoagulation. Toutefois, les mutations
génétiques responsables de ces anomalies sont rares, avec une fréquence inférieure à 1% .
D’autres variants plus fréquents, mais avec un risque moins élevé, ont été identifiés: le variant
du F5 Leiden (rs6025), le F2 G20210A (rs1799963), et le rs2066865 du FGG (un gène entrant
dans la composition du fibrinogène avec FGA et FGB). Une vingtaine de variants additionnels,
plus fréquents mais avec un risque moins élevé, ont récemment été identifiés [176, 86]. De plus,
les individus avec un groupe sanguin différent de O ont des niveaux de vWF plus élevés [75],
et sont également à risque.

b) Prévention et traitement
Malgré sa prévalence importante, la VTE manque encore de biomarqueurs robustes pour

prédire le développement de la maladie ou le risque de récidive. La mesure des D-dimères, un
produit de la dégradation de la fibrine, est l’un des rares biomarqueurs utilisé cliniquement
pour effectuer un diagnostic de la VTE. Ce test possède une très haute sensibilité (∼98%)
mais manque de spécificité [119] car les D-dimères peuvent avoir des niveaux plus élevés avec
l’âge, ou en réponse à une infection, voire même à cause d’une inflammation chronique, et
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augmentent ainsi le risque de faux positifs. Il est donc difficile d’émettre un diagnostic à
partir de résultats avec de hauts niveaux de D-dimères, mais les bas niveaux sont fiables pour
conclure à une absence de risques immédiats pour la VTE. Si le taux de D-dimères est élevé,
le diagnostic doit être confirmé par imagerie, via une échographie Doppler pour la TVP, ou un
angioscanner pour l’EP.

Différentes mesures sont également effectuées afin de mesurer l’efficacité de la coagulation,
notamment le temps de céphaline activée (ou aPTT en anglais pour activated partial thrombo-
plastine time), le temps de prothrombine (TP), et le potentiel de génération de thrombine
(TGP, en anglais pour Thrombin Generation Potential). Le TP permet de déterminer l’efficacité
de la voie de coagulation extrinsèque, tandis que l’aPTT permet de mesurer celle de la voie
intrinsèque. Enfin, le test TGP permet de mesurer en temps réel la quantité de thrombine
générée après activation de la coagulation, et permet d’établir les caractéristique lag time
(le temps nécessaire au début de la génération de thrombine), thrombin peak (la quantité
maximale de thrombine générée) et l’ETP (ou Endogenous Thrombin Potential qui correspond
à la quantité totale de thrombine générée).

Pour déterminer si un élément singulier de la coagulation est déficient, d’autres paramètres
de l’hémostase sont également fréquemment mesurés, comme la quantification des plaquettes,
du vWF, ou des différents acteurs de la coagulation et de la fibrinolyse. Un dépistage des
facteurs génétiques à risques peut également être effectué, notamment chez les cas de VTE
non provoquée.

Afin de réduire le risque de développement de thrombus, des traitements à base d’an-
ticoagulants sont généralement prescrits tels que l’héparine 4, les anti-vitamines K 5, ou les
inhibiteurs du FXa et du FIIa. Cette approche est efficace pour réduire le risque de VTE, mais
peuvent augmenter le risque d’hémorragie. La recherche de nouveaux biomarqueurs robustes,
d’anticoagulants diminuant le risque de saignements, et de nouvelles cibles moléculaires per-
mettant un traitement moins risqué, font partie des objectifs principaux de la recherche sur la
VTE.

1.3 microARNs et hémostase
Plusieurs miARNs impliqués dans les mécanismes de l’hémostase ont été identifiés [7]. Ils

seraient impliqués dans la régulation de l’activité des plaquettes, et dans la régulation de
l’expression de plusieurs éléments de la cascade de la coagulation. Ils pourraient donc avoir un
rôle dans le développement de pathologies associées aux troubles de l’hémostase, comme une
hémorragie ou une thrombose, et ils pourraient avoir une utilité en tant que biomarqueurs
pour ces pathologies, par exemple pour prédire le risque de développement de la VTE ou le
risque de récidive.

microARNs plaquettaires Les premiers miARNs impliqués dans les mécanismes de
l’hémostase sont issus des plaquettes [159]. Les plaquettes sont des cellules anucléées issues du
cytoplasme des mégakaryocytes, et contiennent ainsi des miARNs produits par les mégakaryo-
cytes. Différents travaux suggèrent un rôle pour ces miARNs dans la régulation de l’activité
plaquettaire et l’hémostase.

4. L’héparine amplifie l’activité de l’Antithrombine
5. Les vitamines K sont des molécules requises pour l’activation de plusieurs facteurs de la coagulation (II,

IX, VII et X).
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Afin d’étudier l’impact des miARNs sur l’activité plaquettaire, un KO de Dicer a été
réalisé dans les mégakaryocytes d’un modèle murin [159]. Plusieurs conséquences ont été
observées, parmi lesquelles une augmentation de recepteurs plaquettaires impliqués dans la
formation de thrombus, une augmentation de la réactivité 6 des plaquettes, ainsi que des temps
de saignement plus courts.

Plusieurs miARNs plaquettaires ont par la suite été investigués afin de déterminer leurs
rôles dans l’hémostase primaire. Par exemple, les miR-223-3p et miR-126-3p, qui sont présents
dans des quantités particulièrement élevées dans les plaquettes, ont été identifiés comme
régulateurs de l’activité plaquettaire: un KO du miR-223-3p dans un modèle murin entraîne
une réponse plaquettaire amplifiée en présence de thrombine ou de collagène [70], tandis
qu’un KO du miR-126-3p entraîne une réduction de l’aggrégation de plaquettes en modifiant
l’expression de plusieurs récepteurs plaquettaires [132].

De plus, les plaquettes génèrent également des microparticules (MP) lors de leur activation,
qui participent à la formation du thrombus, notamment grâce à des protéines d’adhésion
celullaire (ex: Fibrinogène, Fibronectine, vWF, Thrombospondine, Vitronectine, Sélectine
P) et des facteurs de coagulation (ex: Facteurs V, XI, XIII, PAI-1, TFPI, Antithrombine,
Plasminogène, ou Protéine S), mais qui peuvent également contenir des miARNs. Si un nombre
important de MPs relâchent leur contenu dans le plasma, plusieurs travaux in vitro suggèrent
qu’une partie des MPs pourrait être absorbée par des cellules distantes, en particulier les
cellules endothéliales [296], permettant ainsi à des miARNs contenus dans ces MPs de réguler
des messagers ciblés dans ces cellules [259]. D’ailleurs, la protéine VAMP8, qui participe à
la production de ces MPs, serait elle même directement régulée par le miR-96-5p [152]. Les
plaquettes seraient d’ailleurs des contributeurs importants de miARNs circulants dans le plasma
[289], en particulier les miARNs miR-223-3p, miR-191-5p, miR-126-3p et miR-150-5p qui sont
très abondants dans les plaquettes. Ces miARNs circulants pourraient ainsi correspondre à
des biomarqueurs de l’activité plaquettaires.

Interactions de miARNs avec les gènes impliqués dans l’hémostase L’impact des
miARNs dans l’hémostase est encore peu connu, mais de nombreuses interactions miARN:ARNm
impliquant des gènes responsables de l’hémostase ont été identifiées. Les recherches d’interac-
tions à grande échelle ont permis d’identifier plus d’un millier d’interactions de miARNs avec
des gènes de l’hémostase. Cependant ces résultats manquent de fiabilité et ne permettent pas de
déterminer les interactions fonctionnelles (comme mentionné dans les sections I.2.2.c et I.4.2.a),
c’est-à-dire celles qui résultent en une diminution de l’expression de gènes ciblés. De nombreux
travaux à plus petite échelle, à partir de tests par Luciférase, centrés sur les gènes impliqués
dans l’hémostase, ont permis d’identifier une cinquantaine d’interactions fonctionnelles in vitro
dont la liste est présentée dans la table IV.2.

Récemment, une étude à moyenne échelle a été menée afin d’identifier les interactions
fonctionnelles entre des miARNs et de nombreux gènes impliqués dans l’hémostase [213]. Grâce
à la combinaison de tests par Luciférase et d’une technique appelée miTRAP 7 [32], ce travail
a permis d’identifier une cinquantaine de nouvelles interactions fonctionnelles avec des gènes
de l’hémostase, dont un extrait est présenté dans la table IV.3.

Toutefois, si des cibles de miARNs ont été identifiées parmi les gènes impliqués dans
l’hémostase, l’impact de cette régulation sur l’hémostase, notamment en termes de thrombose

6. Propention des plaquettes à être activées
7. Cette technique permet la co-purification d’un ARNm spécifique et des miARNs qui interagissent avec ce

dernier. Les miARNs peuvent ensuite être identifiés par séquençage.
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ARNm (Protéine) miARN
F3 (FIII) miR-106b, miR-126, miR-19a/b, miR-20a/b,

miR-223, miR-520g, miR-93
F11 (FXI) miR-181a, miR-145, miR-544

FGA
(Fibrinogène chaîne A) miR-759, miR-29c

FGB
(Fibrinogène chaîne B) miR-409-3p

PLAT (Activateur du
Plasminogène, Tissulaire) miR-133a, miR-144, miR-21-5p, miR-340

PLAU (Activateur du
Plasminogène, Urokinase) miR-181c, miR-193a/b-3p, miR-198, miR-23b-3p

PROS (Protéine S) miR-494

SERPINE1 (PAI-1) miR-10a, miR-143-3p, miR-145-5p, miR-148a-3p, miR-192-5p,
miR-301a-3p, miR-30b/c-5p, miR-421, miR-99a-5p

TFPI (TFPI) miR-27a/b-3p, miR-494, miR-500

THBS1 (Thrombospondine-1) let-7g-5p, miR-126-5p, miR-182-5p, miR-194, miR-200a,
miR-27b-3p, miR-467, miR-487b, miR-let-7f

VWF (vWF) miR-24

Table IV.2 – 49 interactions miARN:ARNm liées à l’hémostase identifiées par test Luciférase
dans différente études (le bras effectif du miARN n’est pas toujours communiqué)

ou d’hémorragie, est encore peu connu.

miARNs et risque de VTE Deux études basées sur des cohortes de patients atteints
de VTE ont récemment identifiées des miARNs dont les niveaux d’expression dans le plasma
sont associés au risque de développer une thrombose, et au risque de récidive.

La première, menée par l’équipe de Hansen [257] a évalué la différence d’expression de
97 miARNs plasmatiques, mesurés par RT-qPCR, entre un groupe de 20 patients ayant
développé une VTE (non provoquée) dans les 5 années précédant l’étude, et un groupe de
20 contrôles n’ayant jamais développé de VTE. Cette étude a identifié 9 miARNs avec une
différence d’expression entre les deux groupes (p < 0.05 sans correction pour le nombre de
tests effectués):

miARNs sur-exprimés chez les cas miR-10b-5p, miR-320a, miR-320b, miR-424-5p,
miR-423-5p

miARNs sous-exprimé chez les cas miR-103a-3p, miR-191-5p, miR-301a-3p, miR-
199b-3p

La seconde étude, menée par le groupe de Zöller [278] a récemment identifié des miARNs
associés au risque de récidive de la VTE. Ils ont évalué la différence d’expression de 110
miARNs plasmatiques, mesurés par RT-qPCR, entre un groupe de 39 patients ayant eu
plusieurs épisodes thrombotiques, et un groupe de 39 patients n’ayant eu qu’un seul épisode.
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ARNm (Protéine) miARN
F11 (FXI) miR-103a-3p, miR-1255a, miR-148b-3p, miR-151a-3p, miR-15b-5p,

miR-181b-5p, miR-24-3p, miR-30a/d-3p, miR-96-5p
F7 (FVII) miR-19a/b-3p

F8 (FVIII) miR-18a-5p, miR-30e-3p, miR-34a-5p, miR-454-3p, miR-532-5p,
miR-7-5p, miR-874-3p

FGA (Fibrinogène
chaîne A) miR-193b-3p, miR-194-5p

FGG (Fibrinogène
chaîne B) miR-151a-5p, miR-193a-5p, miR-452-5p, miR-99b-3p

SERPINC1
(Antithrombine) miR-186-5p, miR-19b-3p

Table IV.3 – 27 interactions miARN:ARNm identifiées dans une étude ayant utilisé une
combinaison de miTRAP et de tests par Luciférase

Ils ont ainsi identifié 12 miARNs associés au risque de récidive (en utilisant une correction
FDR 8 de 25%):

miARNs sur-exprimés chez les cas miR-15b-5p, miR-222-3p, miR-26b-5p, miR-532-
5p, miR-21-5p, and miR-30c-5p

miARNs sous-exprimé chez les cas miR-106a-5p, miR-197-3p, miR-652-3p, miR-361-
5p, miR-27b-3p,miR-103a-3p

Ces résultats sont encourageants pour la découverte de biomarqueurs liés au risque de VTE
et de récidive. Cependant, les cohortes impliquées dans ces études sont de petites tailles, ce qui
entraîne un manque de puissance pour obtenir des associations significatives robustes. Le seuil
de significativité de ces études est par conséquence relativement laxiste, et des réplications
dans des cohortes indépendantes sont nécessaires pour valider ces résultats.

2 Matériel et méthodes: Associations des ni-
veaux plasmatiques des microARNs avec
des variables cliniques et biologiques

Pour ce projet de thèse, j’ai mené des analyses à partir des niveaux d’expression des
miARNs circulants quantifiés avec optimiR. Dans un premier temps, j’ai effectué une recherche
des variants génétiques pouvant influencer ces niveaux d’expression. Par la suite, j’ai mis
en oeuvre une analyse permettant d’identifier les miARNs associés au risque de récidive de
VTE, et à différents paramètres impliqués dans l’hémostase. Les résultats de ces analyses ont
fait l’objet de l’article Bayesian network analysis of plasma microRNA sequencing data in
patients with venous thrombosis accepté dans la revue European Heart Journal Supplement.
Cette section présente brièvement le matériel et les méthodes utilisés lors de cette étude, et les
résultats seront discutés dans la dernière section.

8. Le False Discovery Rate, ou correction de Benjamini-Hochberg pour les tests multiples, permet de limiter
le pourcentage de faux positifs parmi les résultats significatifs (avec p < 0.05).
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2.1 Matériel: La cohorte MARTHA
La cohorte MARTHA est composée de patients non apparentés d’origine européenne ayant

développé une ou plusieurs VTE. Cette cohorte a été créée notamment pour identifier de
nouveaux déterminants moléculaires et génétiques de la maladie, afin d’améliorer les stratégies
de diagnostic et de traitement, et pour découvrir des biomarqueurs fiables permettant d’évaluer
le risque de survenue et de récurrence de la maladie.

Pour chaque patient de la cohorte MARTHA, un historique des incidents thrombotiques a
été réalisé, et des échantillons sanguins ont été prélevés. Aucun des participants ne possède les
facteurs de risques génétiques les plus importants, incluant les déficience en antithrombine,
protéine C et protéine S, ou de variant homozygote pour le F5 Leiden ou le F2 G20210A.

Dans le cadre de ce projet, les échantillons plasmatiques de 435 participants ont été
sélectionnés pour le séquençage de petits ARNs.

Données génétiques Le profil génétique d’environ 1500 participants de MARTHA a été
obtenu avec des puces à ADN, permettant de génotyper environ 600,000 variants génétiques.
Une imputation 9 des variants manquants a été effectuée par Marine Germain, ingénieure de
recherche au sein de l’équipe menée par David-Alexandre Trégouët, à partir des données de
1000 génomes [264], pour inférer le génotype d’environ 6,000,000 de variants supplémentaires.

Suivi de la récidive d’incident thrombotique Un sous ensemble des participants de
l’étude MARTHA fait l’objet d’un suivi clinique, permettant ainsi de recenser les récidives
d’incidents thrombotiques depuis l’entrée des patients dans la cohorte. De plus, les échantillons
sanguins ont été collectés au moment de l’entrée du patient dans la cohorte, à la suite d’un
évènement thrombotique. On pourra donc estimer la valeur prédictive des niveaux plasmatiques
de miARNs extraits dans ces échantillons par rapport au risque de récidive.

Mesures des paramètres biologiques de l’hémostase Différentes mesures ont été
réalisées chez une majorité des participants à l’étude. En particulier les tests d’aPPT, de TP
et de TGT ont été effectués, et plusieurs facteurs impliqués dans l’hémostase ont été mesurés:

— les facteurs de coagulation FI, FV, FVIII et FXI
— les facteurs anti-coagulation Protéine C, Protéine S, Antithrombine et TFPI
— les facteurs régulants la fibrinolyse PAI-1 et TAFI
— le vWF

Les D-dimères ont également été mesurés, ainsi que les quantités moyennes des différents
composants du sang (érythrocytes, plaquettes, et leucocytes).

2.2 Méthodes: Recherche d’associations avec les niveaux plas-
matiques des microARNs

a) Normalization des données de miARNs quantifiées
Parmi les 435 échantillons plasmatiques séquencés pour les petits ARNs, 391 ont également

des données génétiques disponibles. Le pipeline optimiR a donc été utilisé pour quantifier les

9. Une imputation des variants génétiques permet d’inférer le génotype de variants par analyse haplotypique.
Car les variants sont souvent associés de façon préférentielle avec d’autres variants, on dit qu’ils sont alors en
déséquilibre de liaison (LD). Ils forment ainsi des structures haplotypiques, et le génotype d’un ou plusieurs
variants au sein d’un haplotype premet d’inférer celui des autres variants de l’haplotype en LD.
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miARNs de ce sous ensemble de 391 individus. Certains échantillons ont été retirés de l’étude,
soit parce qu’ils présentaient des signes d’hémolyse (n = 34), soit parce qu’ils possèdent un
nombre particulièrement faible de reads séquencés alignés sur des miARNs (n = 3 échantillons
possèdent moins de 100,000 reads alignés).

Les abondances de miARNs obtenues avec optimiR sont appelées données brutes, et
possèdent une grande variabilité entre les échantillons, principalement à cause du protocole
d’extraction et de séquençage. Afin de pouvoir comparer les échantillons entre eux, une étape
de normalisation est donc nécessaire. Cette étape a été réalisée avec la méthode rlog de la
librairie DESeq2 [183]. Seuls les miARNs exprimés avec au moins 5 CPM 10 dans 75% des
échantillons restants ont été considérés pour la normalisation. Enfin, après normalisation,
10 échantillons outliers 11 ont été détectés par PCA (en anglais pour Principal Component
Analysis) et ont été retirés de l’étude.

Au final, les niveaux normalisés d’expression de 162 miARNs ont été obtenus pour 344
échantillons. Ces données seront utilisées pour les études d’association pangénomiques et les
études d’association avec les variables biologiques de l’hémostase.

b) Associations génétiques
Pour chacun des 162 miARNs, une GWAS a été effectuée afin de trouver des variants

susceptibles de modifier leurs niveaux d’expression. Les variables d’ajustement suivantes ont
été prises en compte pour ces analyses: âge, sexe, prise d’anticoagulant, et une combinaison
de 3 miARNs mesurés par PCR (let-7d/g/i-5p) qui reflètent la quantité totale de miARNs
dans l’échantillon [48]. Pour chaque étude GWAS, plus de 6,000,000 de variants sont testés, le
seuil de significativité utilisé est donc généralement de 5 × 10−8. Comme 162 miARNs sont
testés, une correction de type Bonferonni a été appliquée pour baisser ce seuil à 3.2 × 10−10.
Toutefois, les associations au seuil “classique” ont également été étudiées.

Réplication et méta-analyse Récemment, une analyse similaire a été menée par le
groupe canadien de Nikpay [212], pour 143 miARNs plasmatiques chez 710 individus sains,
et les résultats de ces analyses ont été rendus publiques sur la plateforme zenodo.org. Nous
avons donc récupéré ces résultats, qui ont dans un premier temps été utilisés pour répliquer
les associations identifiées dans MARTHA, puis de façon réciproque pour répliquer dans
MARTHA les associations identifiées par cette étude. Ensuite, les résultats des deux études
ont été combinés dans une méta-analyse avec effets aléatoires, afin d’augmenter la puissance de
l’analyse et découvrir des variants significatifs additionnels. Pour cette analyse, nous émettons
donc l’hypothèse que les effets génétiques sur les niveaux plasmatiques des miARNs observés
dans MARTHA sont similaires chez des individus sains.

c) Associations avec la récidive de thrombose veineuse et les paramètres
de l’hémostase

Analyse de survie pour l’association de miARNs avec le risque de récidive
Parmi les 344 échantillons sélectionnés pour les analyses d’association, 228 proviennent de
patients qui ont acceptés de participer à un suivi clinique, permettant de recenser la survenue

10. Counts per Millions en anglais, correpondant à: miRNAal / (total_miRNAsal / 1, 000, 000), avec
miARNal le nombre de reads alignés sur un miARN et total_miARNsal le nombre total de reads alignés
11. Échantillons dont les niveaux d’expression de miARNs sont significativement différents des autres. Ces

outliers ont donc un profil de miARNs particulier, et doivent d’être étudiés indépendemment.
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d’un nouvel épisode thrombotique. Pendant ce suivi, 41 patients parmi les 228 ont subit une
récidive. Afin d’établir l’association entre le niveaux d’expression des miARNs et le risque de
récidive chez ces 228 individus suivis, une analyse de survie basée sur un modèle de Cox a été
mise en oeuvre par Gaëlle Munsch, lors de son stage de M2 sous la direction de David-Alexandre
Trégouët. Ce modèle permet de prendre en compte l’âge de l’individu lors de la collecte de
l’échantillon, ainsi que son âge lors de la récidive. Les variables d’ajustement âge, sexe, indice
de masse corporelle et le statut fumeur / non fumeur ont été prises en compte dans ce modèle.

Corrélations entre les niveaux plasmatiques des microARNs et les variables
biologiques de l’hémostase Les données dont nous disposons ne permettent pas d’établir
des interactions directes entre les miARNs et les gènes impliquées dans l’hémostase. On
peut néammoins déterminer les corrélations entre les niveaux d’expression des miARNs
plasmatiques et les variables de l’hémostase disponibles pour cette étude. Ces analyses de
corrélation permettent de suggérer des relations pouvant exister entre les miARNs circulants et
les variables de l’hémostase. En particulier, une corrélation entre les niveaux d’expression d’un
miARN et les niveaux d’une protéine circulante (comme les facteurs pro et anti-coagulation)
peut suggérer l’implication du miARN, directe ou indirecte, dans la régulation de cette protéine.
Tandis qu’une corrélation avec les différentes mesures déterminant l’efficacité de coagulation
(aPPT, PT et TGT) permettent de suggérer l’implication d’un miARN dans le processus de la
coagulation.

Réduction du nombre de tests par réseaux bayésien Lors des analyses d’associa-
tions entre les niveaux d’expression des 162 miARNs et la récidive, ou les paramètres de
l’hémostase, une correction de la p-value doit être effectuée par rapport au nombre de tests
réalisés, afin de diminuer le nombre de potentiels faux positifs, qui correspondent aux associa-
tions significatives obtenues par chance. Avec une correction de type Bonferonni, le seuil de la
p-value est réduit à 3.1 × 10−4 pour 162 tests. Cependant, en considérant la taille modeste de
la cohorte de cette étude, un manque de puissance statistique risque d’entraver les chances de
trouver des associations significatives à ce seuil.

Pour cette étude, nous proposons une stratégie originale permettant de réduire le nombre
de miARNs testés, qui repose sur la construction de réseaux bayésiens. Cette stratégie a été
mise en oeuvre par Gaëlle Munsch. La construction de réseaux bayésiens permet de représenter
graphiquement les relations d’influences entre plusieurs variables, au sein d’un graphe orienté
acyclique, dont les noeuds correspondent aux variables étudiées, dans notre cas les niveaux
d’expression des miARNs. Les relations d’influences entre les noeuds sont modélisées par
des arcs orientés, dont l’orientation peut être forcée à l’aide d’informations dites à priori.
Comme il n’existe pas de relation connue entre les miARNs, aucun à priori n’est fourni pour
la construction du réseau. Les noeuds terminaux, qui sont influencés par d’autres noeuds mais
qui n’influencent aucun noeuds, intègrent donc l’effet cumulé des noeuds parents.

Le réseau bayesien construit à partir des niveaux d’expressions de miARNs est ainsi
structuré en plusieurs sous-réseaux, au sein desquels les niveaux de miARNs possèdent des
liens d’influence, et dont le miARN terminal cumule l’information du sous-réseau. Les miARNs
terminaux sont donc les plus intéressants pour une étude d’association avec une variable
d’intérêt.

Cette approche non supervisée, décrite plus en détails dans la publication, nous a permis
d’identifier 15 miARNs terminaux, qui ont été utilisés pour les études d’association avec la
récidive et les variables de l’hémostase. Cette stratégie originale permet de réduire le nombre le
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tests effectués et d’augmenter les chances d’identifier des associations significatives. Cependant,
nous avons tout de même effectué les analyses d’association avec l’ensemble des miARNs.
D’abord parce que cette approche de réduction est expérimentale et mérite d’être reproduite
dans une cohorte indépendante pour vérifier que les miARNs terminaux sont consistants.
Ensuite pour pouvoir répliquer les résultats observés dans d’autres études, en particulier les
résultats de l’étude menée par le groupe de Zöller sur la récidive. Et enfin pour générer une
ressource combinant l’ensemble des analyses d’associations, pouvant être utile à de futur
travaux sur l’implication des miARNs dans l’hémostase.

3 Article: Bayesian network analysis of plasma
microRNA sequencing data in patients
with venous thrombosis
Cet article a été accepté pour une publication dans la revue European Heart Journal

Supplements (Oxford University Press).
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Abstract
MicroRNAs (miRNAs) are small regulatory RNAs participating to several biological pro-
cesses and known to be involved in various pathologies. Measurable in body fluids, miRNAs
have been proposed to serve as efficient biomarkers for diseases and/or associated traits.
We here performed a next-generation-sequencing based profiling of plasma miRNAs in 344
patients with venous thrombosis (VT) and assessed the association of plasma miRNA levels
with several haemostatic traits and the risk of VT recurrence. Among the most signifi-
cant findings, we detected an association between hsa-miR-199b-3p and hematocrit levels
(p=0.0016), these two markers having both been independently reported to associate with
VT risk. We also observed suggestive evidence for association of hsa-miR-370-3p (p=0.019),
hsa-miR-27b-3p (p=0.016) and hsa-miR-222-3p (p=0.049) with VT recurrence, the observa-
tions at the latter two miRNAs confirming the recent findings of Wang et al. (Clin Epigenet-
ics 2019). Besides, by conducting Genome Wide Association Studies on miRNA levels and
meta-analyzing our results with some publicly available, we identified 21 new associations
of SNP with plasma miRNA levels at the statistical significance threshold of p<<<5×××10−8,
some of these associations pertaining to thrombosis associated mechanisms.
In conclusion, this study provides novel data about the impact of miRNAs’ variability in
haemostasis and new arguments supporting the association of few miRNAs with the risk of
recurrence in patients with venous thrombosis.

1 Introduction

Venous thrombosis (VT), including deep vein thrombo-
sis (DVT) and pulmonary embolism (PE), affects about
1,200,000 individuals each year in Europe and is thus

the third most common cardiovascular disease after coro-
nary artery disease and stroke.1 It is a severe disorder
that leaves many patients (25 to 50%) with a debilitat-
ing post-thrombotic syndrome2 and whose PE manifesta-
tion kills many of them (6% acute, 20% after one year).3

1
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About 50% of VT are unprovoked, i.e., they occur with-
out clear external factors like surgery, trauma, immobi-
lization, hormone use or cancer. The annual recurrent
rate is 6% and about 25% of patients with unprovoked
VT will face a recurrent event after a six-month course
of anticoagulant treatment.4 Thus, the secondary preven-
tion of VT in this specific population group of patients
with a first unprovoked VT is a major health issue.
There is an urgent need to better understand the patho-
physiological mechanisms leading to VT in order to de-
velop targeted therapeutic and preventative strategies to
save lives, improve quality of life and reduce health care
costs. Effective preventative options are available in the
form of anticoagulant treatments, but these are associ-
ated with major bleeding complications. There are un-
met needs to develop predictive biomarkers with high
sensitivity and specificity for accurate identification of
patients who will develop a recurrence, to avoid unac-
ceptably high risk of bleeding complications in patients
at low risk of recurrence. Indeed, preventing thrombosis
without inducing bleeding is the holy grail of anticoagu-
lant therapy. Currently, there are no commercially avail-
able anticoagulants that achieve this.
Predicting the risk of recurrence as well as discriminat-
ing between fatal (PE) and non fatal (DVT) events in
unprovoked VT patients remain challenging. There is
so far no established biomarkers that serve these aims,
even if D-dimers measurement has been proposed5 but
lacks specificity. We here propose a comprehensive mi-
croRNA profiling from plasma samples of VT patients
aimed at discovering microRNA derived biomarkers dis-
criminating between PE and DVT, and associated with
VT recurrence. MicroRNAs (miRNAs) represent a class
of small (∼22 nucleotides) noncoding RNAs that partic-
ipate in genes post-transcriptional regulation.6 It is now
well established that miRNAs are involved in the devel-
opment of human diseases, in particular cardiovascular
ones.7 Several genes participating to thrombosis asso-
ciated mechanisms have already been suspected to be
subject to miRNA regulation.8–11 So far, epidemiolog-
ical studies looking for association of plasma miRNAs
with VT outcomes are still sparse. Using plasma samples
of 20 VT cases and 20 healthy individuals, Starikova et
al. assessed the association of 97 miRNAs with VT risk
among which 9 were found significantly (p < 0.05) as-
sociated with the outcome.12 As for Wang et al.,13 by
looking for the association of 110 miRNAs with the risk
of VT recurrence in plasma samples of 39 cases and 39
controls, twelve miRNAs were identified. None of these
observations, that were obtained on miRNA data profiled
using RT-qPCR techniques, have yet been replicated.
Briefly, we here performed plasma miRNA profiling in

391 VT patients using a next-generation sequencing tech-
nology and assessed the association of identified miR-
NAs with several haemostatic traits and VT associated
clinical outcomes. Association analyses were conducted
using an original Bayesian Network inference strategy
aimed at identifying miRNAs with the highest abilities to
serve as relevant biomarkers. In addition, we integrated
genome wide genotype data with miRNA expression lev-
els in order to identify miRNAs that are under a strong
genetic control.

2 Materials & Methods

2.1 The MARTHA miRNA sequencing study

The MARseille THrombosis Association project refers
to a collection of VT patients recruited at the La Tim-
one Hospital in Marseille, France, initially between 1994
and 2005 and further extended over the 2010-2012 pe-
riod. Detailed description of this collection has already
been previously provided.14

The present study relies on a subsample of 391
VT patients that had been previously genotyped for
genome-wide polymorphisms using dedicated geno-
typing array15,16 and with available plasma sam-
ples. For each sample, total RNA was extracted
from 400 µL citrate plasma sample using miRNeasy
Serum/Plasma kit from Qiagen. From 6 µL of to-
tal RNA, plasma miRNA libraries were then prepared
with NEBNext Multiplex Small RNA Library Prep Set
for Illumina. The manufacturer’s protocol was fol-
lowed, with an optimized size selection method via
Ampure XP beads, a specific dilution of adapters
to 1/10, and 15 cycles of PCR amplification, us-
ing adapter sequences GATCGGAAGAGCACACGTCT-
GAACTCCAGTCAC and CGACAGGTTCAGAGTTC-
TACAGTCCGACGATC for 3’ and 5’ ends respectively.
Detailed characteristics of the experimental protocol for
libraries preparation and sequencing have already been
described.17

2.2 miRNA alignment and quantification pro-
cesses

Sequenced data were processed with the bioinformatic
OptimiR pipeline17 in order to detect and quantify miR-
NAs. Briefly, OptimiR aligned miRNAs to a library com-
posed of mature miRNA references sequences from miR-
Base 21.18 For miRNA integrating genetic variants in
their sequence (called polymiRs), the reference library
was upgraded by OptimiR with sequences integrating al-
ternative alleles. Ambiguous alignments were resolved
using a scoring algorithm that keeps only the most likely

2
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alignment while considering the frequent post transcrip-
tional modifications that miRNAs can undergo.19 Reads
aligned on polymiRs were kept if they were consistent
with the sample’s genotype, otherwise they were dis-
carded.17

From the resulting miRNA abundances, we performed
several quality assessments in order to discard unreliable
data. First, samples that were poorly sequenced, i.e with
less than 100,000 reads aligned, were discarded (n = 3)
as well as samples identified to be hemolyzed (n = 34).
The degree of hemolysis was determined based on the
optical density at 414nm, and values exceeding 0.2 were
defined as hemolyzed samples.20 Finally, in order to re-
tain only highly expressed miRNAs, we kept only those
with at least 5 counts in at least 75% of the remaining
samples.
Abundances were then normalized using the rlog method
from the DESeq2 R library.21 This normalization pro-
cess takes into account differences in library sizes due
to library preparation and sequencing protocols, and sta-
bilize variance across miRNAs and samples to respect
homoscedasticity constraints for further analysis. Princi-
pal component analysis (PCA) was applied to normalized
abundances in order to identify individuals with outliers
miRNA profiles. Individuals deviating by 3 standard de-
viation from the centers of the first four PCAs (n = 10)
were further excluded from downstream analyzes, leav-
ing 344 individuals for Bayesian network and association
analyses.

2.3 Bayesian Network analysis

A Bayesian Network (BN) is a probabilistic directed
acyclic graphical model that represents relationships
among a large number of variables (here mainly
miRNAs) with the aim of modeling the dependen-
cies/interactions and conditional independencies
between variables.22,23 Generally, any BN is defined by
a directed acyclic graph structure G = (V,E) where V is
the set of variables and E the set of edges representing
the directional relationships between variables and P
a joint probability distribution of the variables in the
network. Three types of nodes can be identified in a
given BN: the root nodes that are variables found to
influence several other variables but are not themselves
influenced by any other variables, the internal nodes that
are both influenced by and modulate other variables,
and finally terminal nodes that are variables that are
not identified as influencing others (see Figure 1). Any
variable influencing another variable in the network is
referred to as a parental node for this later variable.

In the following, we will mainly focus on terminal

Figure 1 – A bayesian network example
In this illustrative BN example, variables V1, V2 and V3 are root

nodes, V4 and V5 are internal nodes and V6 and V7 are terminal

nodes. V3 is also a parental node for V4 which is itself a parental

node for V7.

nodes assuming that such nodes, as integrating the cumu-
lative upstream effects of other variables, would serve as
more relevant and powerful endophenotypes to be tested
in relation to some outcomes of interest. In that context,
BN analysis can also be viewed as a data reduction tech-
nique since, instead of testing the association of all initial
variables with a given outcome, only the terminal nodes
will be tested for association, reducing then the multi-
ple testing burden. In this work, BNs will be constructed
with the «bnlearn» package24 that implements the rela-
tively fast tabu search algorithm handling both discrete
and continuous variables. In the current application, BNs
will be created from all expressed miRNAs but also with
the age and sex variables. These two latter variables
have been shown to have strong influence on circulating
miRNA levels25,26 and their integration in the BN anal-
ysis can then add information to more efficiently model
the dependencies and conditional independence between
some miRNAs.
Because tabu search is a greedy search algorithm, it may
end up into a local optimum. To overcome such situation
and to assess the stability of the BN analysis in identi-
fying robust terminal nodes, we generated 2,000 boot-
strapped datasets composed of 95% of the initial samples
and for each boostrapped datasets, we randomly shuffled
the way the input variables were ordered in the initial
dataset. For each shuffled bootstrapped dataset, a BN
was constructed and the terminal nodes identified. Af-
ter 2,000 bootstrap, we calculated the number of times a
given variable was identified as terminal node.
In order to assess whether the observed distribution of
the number of terminal node’s occurrences deviates from
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the null hypothesis of no correlation structure between
miRNAs, a permutation strategy was adopted. For each
permutation, we randomly selected at least 40 variables
whose values were permuted between individuals in or-
der to break down the original data correlation structure.
We generated 2,000 of such permuted datasets and con-
structed a BN on each of them. From these permuted
BNs, we counted the maximum number of times a given
variable (that could be any miRNA, age or sex) was iden-
tified as a terminal node and used this maximum value as
a cut off to identify robust terminal miRNAs in the un-
permuted analysis above.

2.4 Association analysis with haemostatic traits
and clinical outcomes

Identified terminal miRNAs were tested for association
with several haemostatic traits available in MARTHA
participants (see Table 1 ). Association analyses were
performed using linear regression model and adjusted
for age, sex, anticoagulant therapy and combined plasma
levels of hsa-let-7d-5p, hsa-let-7g-5p and let-7i-5p mea-
sured by qPCR, which serve as a control reference of
miRNA levels.27 Individuals under anticoagulant ther-
apy at the time of blood sampling were excluded for the
analysis on protein C, protein S and prothrombin time.
For association testing, log-transformation was applied
to the following variables: Activated Thrombin Genera-
tion Potential biomarkers (Endogenous Thrombin Poten-
tial, Lagtime), Partial Thromboplastin Time, Factor VIII,
Homocystein, Plasminogen Activator Inhibitor-1, Tissue
Factor Principal Inhibitor and von Willebrand Factor.
Terminal miRNAs were also tested for association with
the DVT vs PE outcome using a logistic regression model
while a Cox model was used to assess their association
with VT recurrence whose information was available in
228 patients only. For the latter analysis, we applied the
Cox survival model with left truncature28 and adjusted
for age, sex, body mass index and smoking. To address
the multiple testing issue associated with the number of
terminal miRNAs that will be tested for association with
the phenotypes, we applied a Bonferroni correction based
on the effective number of independent variables.29

2.5 Genome Wide miR-eQTL analysis

As MARTHA participants have been typed for high-
density genotyping arrays and imputed for common
polymorphisms available in the 1000G reference panel,
we performed genome-wide association study (GWAS)
on each expressed miRNA for identifying miRNA ex-
pression quantitative trait loci (miR-eQTL) using the
mach2QTL program.30 Analyses were performed under

the assumption of additive genetic effects and adjusting
for the following covariates: sex, age of blood collection,
anticoagulant prescription, RT-qPCR measured hsa-let-
7 combination,27 and the 4 first principal genetic com-
ponents retrieved from PCA analysis as previously de-
scribed.15,16 GWAS results were filtered out for variants
with minor allele frequency lower than 0.05 and with im-
putation criterion r2 below 0.4. Finally, we combined
the results of our miR-eQTL analysis with those previ-
ously described by Nikpay et al.31 and available at zen-
odo.org/record/2560974 in order to identify additional
SNP × miRNA associations. For this, a random-effect
model based meta-analysis was adopted as implemented
in the GWAMA software.32 SNP × miRNA associations
were considered as cis effects when the SNP maps ± 1
Mb from the mature miRNA position. Otherwise, they
were considered as trans. Any association with p-value
< 3.2×10−10 corresponding to the Bonferroni threshold
corrected for the number of tested SNP × miRNA asso-
ciations was considered as genome-wide significant. We
also used a miRNA-wide threshold of p < 5×10−8, the
standard statistical threshold generally advocated in the
context of a single GWAS, to identify additional sugges-
tive associations.

3 Results

3.1 The MARTHA miRNA cohort

Detailed description of the clinical and biological char-
acteristics of the 344 participants is shown in Table 1.
Of note, 228 patients have been followed for the risk of
recurrence for a mean time period of 11.4 ± 4.3 years.
During this period, 41 patients experienced a new VT
event.

After the application of the OptimiR workflow, 162
miRNAs were found expressed in the 344 MARTHA par-
ticipants. Full miRNA data are provided in Supplemen-
tary Table 1. The most expressed miRNA was the hsa-
miR-122-5p (Supplementary Figure 1), a miRNA known
to be mainly expressed in liver and that was previously
shown to be amongst the most abundant plasma miR-
NAs.33 Additional highly expressed miRNAs were hsa-
miR-486-5p, hsa-miR-92a-3p and hsa-miR-451a (Sup-
plementary Figure 1). Of note, the 25 most expressed
miRNAs accounted for more than 90% of all sequenced
reads that were aligned to miRNA mature sequences.

3.2 BN analysis of miRNA data

Under the null hypothesis of no specific structure in the
miRNA data, all miRNAs were identified as a terminal
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Table 1 – Characteristics of the MARTHA miRNA co-
hort

Variables N Mean±SD (1)
Gender (Male / Female) 344 144 / 200
Age (years) 344 52.1 ± 14.5
Smoking (Yes/No) 343 94 / 249
BMI (kg/m2) 331 25.86 ± 4.62
Deep Vein Thrombosis / Pulmonary Embolism 344 259 / 85
Anticoagulant therapy (Yes/No) 344 122 / 222
Antithrombin (IU/ml) 313 102.41 ± 11.59
Activated Partial Thromboplastin Time (sec) 341 33.42 ± 6.02
Ddimers (µg/mL) 184 0.39 ± 0.33 (2)
FV (IU/ml) 150 109.21 ± 22.26
FVIII (IU/dl) 294 135.07 ± 48.31
FXI (IU/ml) 336 130.78 ± 31.99
Fibrinogen (g/L) 342 3.42 ± 0.66
Hematocrit (L/L) 343 0.42 ± 0.03
Homocysteine (µmol/L) 304 12.26 ± 5.65
Platelet count (G/L) 344 254.62 ± 64.91
Mean platelet volume (fL) 344 7.90 ± 0.77
Hemoglobin (g/dL) 344 140.42 ± 13.19
PAI-1 (UI/ml) 272 12.25 ± 13.44
Protein C (IU/ml) 318 99.55 ± 40.56
Protein S (IU/ml) 322 81.3 ± 27.49
TAFI (µg/mL) 336 15.27 ± 4.72
TFPI (ng/ml) 336 14.17 ± 6.84
vWF (IU/dl) 308 154.34 ± 67.74
Prothrombin Time (%) 344 87.63 ± 27.95
Thrombin Generation 193
• Endogeneous Thrombin Potential (nM.min) 1761.44 ± 280.31
• Peak (nM) 340.35 ± 57.51
• Lagtime (min) 3.34 ± 1.17

VT recurrence during follow-up (Yes/No) 228 41 / 187
(1) Count data are shown for categorical variables, other reported values were
mean ± standard deviation.
(2) In about 50% participants, D-dimers values were below the detection limit
(0.22) and thus discarded. Mean and SD were then computed over all Ddimer
values > 0.22.

node at least once and, on average, a miRNA was found
as a terminal node in 6.3% ± 3.5 of the permuted BNs,
with a maximum of 18.3%. Using the latter threshold,
the bootstrap BN analysis identified 15 terminal miRNAs
and the number of times each of them was found as a
terminal node in boostrapped BNs is shown in Figure 2.

3.3 Association of miRNAs’ levels with VT as-
sociated biological and clinical traits

The application of the Li and Ji multiple testing proce-
dure29 estimated the number of effective independent ter-
minal miRNAs as 14, leading to an adapted Bonferroni
threshold of 3.6×10−3. At this statistical level, only one
association between terminal miRNAs and haemostatic
traits was detected. Plasma levels of hsa-miR-199b-3p
was negatively correlated (ρ =−0.17, p = 0.0016) with
hematocrit levels. Interestingly, this miRNA has recently
been reported to associate with VT risk12 whose as-
sociation with hematocrit levels have already been de-
scribed.34,35 The full results of the scan for association
between miRNAs and haemostatic traits are given in Sup-
plementary Table 2.
Of note, the strongest association of terminal miRNAs
with recurrence risk was observed for hsa-miR-370-
3p (HR = 1.77[1.09 − 2.88], p = 0.019), this miRNA
being also the terminal miRNA that discriminated the
most between DVT and PE (OR for PE = 0.72[0.49−
1.05], p = 0.090) (Table 2). Of interest, one of our
terminal miRNAs, hsa-miR-197-3, was reported to as-
sociate with VT recurrence in Wang et al.13 However,
we did not observe here such trend for association (HR
= 0.78[0.35−1.76], p = 0.55). Nevertheless, among the
9 additional miRNAs reported in Wang et al. and also
exressed in MARTHA, we found two with a suggestive
association with VT recurrence: hsa-miR-27b-3p (HR
= 0.4[0.2− 0.79], p = 0.016) and hsa-miR-222-3p (HR
= 1.76[1.01−3.08], p = 0.049) (Supplementary table 3).

3.4 miR-eQTL analyses

At the pre-specified genome-wide statistical level of
3.2 × 10−10, 3 SNP × miRNA associations, all cis,
were identified in the MARTHA study (Table 3). These
were observed for rs12473206 with hsa-miR-4433b-3p
(p = 8.12 × 10−35), rs2127870 with hsa-miR-625-3p
(p = 9.57× 10−26) and rs140930133 with hsa-miR-941
(p = 5.07 × 10−15). The latter two have already been
observed in whole blood36 and adipose tissue.37 Using
a more liberal miRNA-wide threshold of p = 5× 10−8,
10 additional suggestive associations, 1 in cis and 9 in
trans, were observed (Table 3). Regional association
plots and boxplot summarizing the genotype × miRNA
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Figure 2 – Percentage of significant terminal miRNAs found in 2000 bootstrapped bayesian networks
The bootstrap BN analysis identified 15 terminal miRNAs with an occurrence percentage over the significance threshold (18.3%) determined

by the permutation analysis.

Table 2 – Association of terminal miRNAs with VT out-
comes in the MARTHA miRNA study

miRNA VT recurrence Pulmonary Embolism vs
Deep Vein Thrombosis

HR [95%CI] p (1) OR [95%CI] p (2)
hsa-miR-370-3p 1.77 [1.09 – 2.88] 0.019 0.72 [0.49 - 1.05] 0.090
hsa-miR-184 0.53 [0.30 – 0.95] 0.024 1.23 [0.92 - 1.66] 0.153
hsa-miR-4732-5p 0.41 [0.18 – 0.92] 0.024 0.70 [0.39 - 1.22] 0.218
hsa-miR-4433b-3p 1.54 [1.04 – 2.29] 0.033 1.01 [0.75 - 1.36] 0.930
hsa-miR-215-5p 0.63 [0.37 – 1.09] 0.091 1.11 [0.73 - 1.67] 0.633
hsa-miR-134-5p 1.58 [0.85 – 2.91] 0.142 0.89 [0.57 - 1.39] 0.601
hsa-miR-381-3p 1.45 [0.83 – 2.56] 0.194 0.81 [0.53 - 1.23] 0.327
hsa-miR-145-3p 0.51 [0.15 – 1.76] 0.278 0.62 [0.24 - 1.56] 0.311
hsa-miR-23a-3p 0.67 [0.26 – 1.70] 0.393 1.00 [0.51 - 1.93] 0.999
hsa-miR-197-3p 0.78 [0.35 – 1.76] 0.555 1.41 [0.79 - 2.56] 0.251
hsa-miR-150-3p 1.23 [0.53 – 2.83] 0.629 0.90 [0.49 - 1.66] 0.743
hsa-miR-484 1.20 [0.56 – 2.59] 0.637 1.27 [0.69 - 2.38] 0.447
hsa-miR-199a-3p 0.80 [0.22 – 2.86] 0.726 1.17 [0.46 - 2.97] 0.746
hsa-miR-378d 0.81 [0.15 – 4.56] 0.812 0.41 [0.10 - 1.46] 0.184
hsa-miR-20a-5p 1.09 [0.40 – 2.95] 0.863 0.74 [0.36 - 1.52] 0.411

HR = Hazard Ratio; OR = Odds Ratio; CI = Confidence Interval
(1) p-values were obtained from the Likelihood Ratio Test statistic associated with
a Cox survival model adjusted for age, sex, BMI and smoking.
(2) p-values obtained from a logistic model ajusted for age, sex, BMI and smoking

associations at these 13 main candidates are shown in
supplementary materials.

Of note, the most significant association was observed
between hsa-miR-4433b-3p and rs12473206, a variant
located within the mature miRNA sequence. It can
be speculated that this variant impacts the maturation
process of the miRNA or its target spectrum, and thus
influences its plasma expression levels. In addition,
two SNPs with cis effects on miRNA levels (thereafter
referred to as cis miSNPs) have been previously found
to associate with levels of the protein encoded by
the miRNA host gene. In whole blood, the miSNP
rs2127870 was reported to influence FUT8 levels,38

FUT8 being the host gene for hsa-miR-625-3p. Sim-
ilarly, the DNAJC5 rs2427555 that is in very strong
linkage disequilibrium with the miSNP rs140930133 we
here found associated with plasma hsa-miR-941 levels,
has been reported to influence the expression of DNAJC5
in lymphoblastoid cells.39 These observations are sup-
portive elements for the observed miSNP associations
and would suggest a joint regulation of hsa-miR-625-3p
and hsa-miR-941 expressions with those of their host
genes as already documented for several miRNAs.40

One trans-eQTL located in the long non-coding RNA
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Table 3 – Significant associations at the 5× 10−8 statistical level between SNPs and plasma miRNA levels in the
MARTHA miRNA study

miRNA miRNA host gene Top SNP Associated MAF R2 Chr Distance to 5’ miRNA
/ Position (1) Effect (SD) p SNP Genomic Context

Cis associations

hsa-miR-4433b-3p intergenic rs12473206 0.23 0.99 2 -13 0.979 (0.080) 8.12×10−35 exonic_ncRNA
(hsa-miR-4433b)

hsa-miR-625-3p FUT8 rs2127870 0.27 0.99 14 141025 0.533 (0.051) 9.57×10−26 intergenic
hsa-miR-941 DNAJC5 rs140930133 0.19 0.97 20 8822 -0.349 (0.045) 5.07×10−15 Intronic (DNAJC5)
hsa-miR-432-5p RTL1 rs201969986 0.29 0.95 14 177423 -0.346 (0.063) 3.31×10−8 intergenic

Trans associations
hsa-miR-184 rs144867605 0.07 0.82 11 75957983 0.804 (0.134) 2.02×10−9 intergenic
hsa-miR-654-5p rs11109171 0.44 0.99 12 98098091 -0.246 (0.042) 3.28×10−9 intergenic
hsa-miR-320c rs10151482 0.06 0.93 14 41934917 0.427 (0.074) 6.47×10−9 intergenic
hsa-miR-184 rs143007764 0.06 0.65 3 142899139 0.916 (0.161) 1.14×10−8 intergenic
hsa-miR-1-3p rs73245753 0.12 0.79 4 26292392 0.589 (0.105) 2.31×10−8 intergenic
hsa-miR-330-3p rs1554362 0.45 0.82 2 101221457 -0.227 (0.041) 2.81×10−8 intronic (LINC01849)
hsa-miR-582-3p rs4522365 0.13 0.83 15 29964742 0.314 (0.057) 2.91×10−8 intergenic
hsa-miR-4446-3p chr12:95274192:I 0.09 0.61 12 95274192 -0.492 (0.089) 3.07×10−8 intergenic
hsa-miR-320d rs12800249 0.05 0.63 11 21240436 0.481 (0.088) 4.33×10−8 Intronic (NELL1)

MAF = minor allele frequency; R2 = imputation quality criterion
(1) For cis associations, the distance to 5’ miRNA is reported, while for trans associations, the hg19 position is reported.

(lncRNA) LINC01849 was associated with hsa-miR-
330-3p. The identified trans miSNP, rs1554362, is also
an eQTL for the PDCL3 transcript levels in different
tissues according to the GTeX database.41 Another
intronic miSNP located in the NELL1 gene was associ-
ated with hsa-miR-320d levels. The seven other trans
eQTL are located in intergenic regions. We sought to
in silico replicate these miSNP associations using the
results from Nikpay et al.31 who scanned for genetic
polymorphisms associated with miRNA levels in 710
plasma samples. Unfortunately, as the Nikpay et al.
study relied on a genotyping array focusing mainly on
coding regions and used a very stringent imputation
quality criterion (r2 > 0.9), it was not possible to assess
all our candidate associations. Only 4 were testable
(hsa-miR-941 × rs140930133, hsa-miR-432-5p ×
rs201969986, hsa-miR-654-5p × rs11109171, hsa-miR-
320c × rs10151482) among which only the association
of rs140930133 with hsa-miR-941 levels replicated
(p = 6.3×10−11).

Conversely, we looked into the MARTHA results
to replicate the 223 miSNP associations that were
significantly (p < 5×10−8) detected in the Nipkay et al.
study. We were able to test 92 of them among which 37
replicated at the nominal level of p = 0.05 in MARTHA
(Table 4). These involved 29 cis and 8 trans miSNP
associations.

Among these 8 trans miSNP associations, three
deserve to be highlighted. First, plasma levels of
hsa-miR-143-3p were influenced by the intronic ZFPM2
rs4734879, ZFPM2 being a locus reported to associate
with venous thrombosis risk42 and platelet func-
tion.42 In MARTHA, plasma levels of hsa-miR-143-3p

were negatively significantly correlated with BMI
(ρ = −0.24, p = 3.6× 10−4) and borderline significant
with PAI-1 activity levels (ρ = −0.21, p = 5.3× 10−3)
(Supplementary Table 2). Second, hsa-miR-126-3p
plasma levels were associated with the rs600038
located in the promoter region of the ABO gene.
This polymorphism is in strong linkage disequilib-
rium (LD) with several other ABO polymorphisms
that are known to associate with VT risk, including
the rs579459 (r2 = 0.99) tagging for the A1 ABO
blood group. In MARTHA, plasma levels of hsa-
miR-126-3p were strongly and positively correlated
(ρ ∼ 0.20) with red cells (p = 1.73 × 10−5), lympho-
cytes (p = 2.5 × 10−4), platelets (p = 5.9 × 10−4) and
polynuclear (p = 6.0 × 10−4) (Supplementary Table
2). Third, polymorphisms (rs970280, rs11070216) in
the promoter region of the THBS1 gene were found
associated with plasma levels of hsa-miR-222-3p. This
miRNA has been previously reported to associate with
the risk of VT recurrence13 and has a suggestive associ-
ation (p = 0.049) in our study (Supplementary Table 3),
where it positively correlated with antithrombin levels
(ρ = 0.21, p = 8.8 × 10−4) (Supplementary Table 2).
THBS1 encodes Thrombospondin-1 and is known to
be involved in angiogenesis and platelet aggregation.43,44

Finally, we performed a random effect meta-analysis
of both datasets in order to discover additional miSNPs.
At the 5×10−8 statistical threshold, we identified 7 new
cis and 5 new trans miSNP associations (Table 5). None
of these miSNP associations appeared to involve loci
with documented link with thrombosis related traits.
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Table 4 – Association of SNPs with plasma miRNA levels identified in Nikpay et al (Cardiovasc Res 2019) that
nominally replicated (p <0.05) in MARTHA miRNA study

NIKPAY (N=710) MARTHA (N=344)
miRNA SNP Chr Position(bp) EA EAF Effect SE p EAF R2 Effect SE p (1)

Cis associations
miR-941 rs2427550 20 62547575 A 0.23 -0.157 0.023 3.96×10−11 0.19 0.99 -0.339 0.044 5.76×10−15

miR-584-5p rs17795259 5 148416952 C 0.15 0.268 0.018 1.35×10−45 0.15 0.99 0.213 0.043 4.82×10−7

miR-4433b-5p rs2059631 2 64574682 A 0.43 0.289 0.017 1.57×10−56 0.45 1 0.129 0.029 4.96×10−6

miR-139-3p rs4944563 11 72316881 C 0.17 0.169 0.026 1.18×10−10 0.14 1 0.182 0.042 6.82×10−6

miR-181a-5p rs74746864 1 199023240 G 0.11 0.175 0.025 4.12×10−12 0.13 0.95 0.221 0.066 4.27×10−4

miR-425-5p rs7623513 3 142100428 C 0.15 -0.044 0.007 7.48×10−10 0.12 0.95 -0.166 0.054 1.04×10−3

let-7e-5p rs2198171 19 52174483 G 0.27 -0.089 0.014 3.10×10−10 0.25 0.97 -0.124 0.043 1.83×10−3

miR-197-3p rs7355073 1 110129740 T 0.16 -0.078 0.011 1.23×10−12 0.19 1 -0.118 0.041 2.10×10−3

miR-26b-5p rs12623740 2 219665715 A 0.49 -0.060 0.007 3.37×10−18 0.51 0.99 -0.138 0.051 3.24×10−3

miR-152-3p rs9910516 17 46183160 A 0.23 0.093 0.016 1.52×10−8 0.27 0.95 0.089 0.033 3.44×10−3

miR-27b-3p rs10993381 9 97639463 T 0.07 0.170 0.016 2.00×10−24 0.06 0.99 0.148 0.055 3.86×10−3

miR-182-5p rs2693738 7 129431977 G 0.32 0.115 0.02 2.36×10−8 0.37 0.82 0.166 0.063 4.30×10−3

miR-181a-3p rs1434282 1 199010721 C 0.27 0.211 0.022 9.03×10−21 0.26 0.98 0.122 0.048 5.57×10−3

miR-181a-5p rs12125200 1 198992043 A 0.27 0.340 0.013 1.13×10−111 0.24 0.96 0.124 0.049 5.79×10−3

miR-584-5p rs4147470 5 148528107 T 0.49 -0.131 0.014 7.71×10−20 0.51 1 -0.081 0.032 6.15×10−3

miR-26b-5p rs833083 2 219336959 T 0.41 -0.076 0.006 3.96×10−30 0.43 0.81 -0.137 0.057 7.96×10−3

miR-181a-5p rs878254 1 199257141 A 0.48 -0.122 0.015 3.54×10−15 0.49 0.9 -0.104 0.045 0.010
miR-181a-5p rs2360961 1 199000277 C 0.4 -0.151 0.016 4.39×10−20 0.40 0.94 -0.095 0.043 0.014
miR-30d-5p rs13282464 8 135707922 T 0.15 0.092 0.007 2.02×10−33 0.17 1 0.047 0.023 0.020
miR-4433b-5p rs6740438 2 64528086 C 0.13 0.163 0.029 1.78×10−8 0.15 0.98 0.083 0.041 0.022
miR-30d-5p rs13268530 8 135727196 T 0.15 0.095 0.007 1.68×10−35 0.17 0.99 0.045 0.023 0.024
miR-21-5p rs2665392 17 57809453 A 0.16 0.059 0.011 3.59×10−8 0.16 0.88 0.078 0.041 0.027
miR-4433b-5p rs35503140 2 64539015 C 0.21 -0.130 0.022 9.86×10−9 0.19 0.95 -0.071 0.037 0.029
miR-584-5p rs9325124 5 148248818 A 0.39 -0.085 0.015 7.62×10−9 0.45 1 -0.056 0.031 0.036
miR-181a-5p rs3861924 1 199121330 A 0.18 0.137 0.02 2.06×10−11 0.20 0.96 0.097 0.054 0.037
miR-1908-5p rs174561 11 61582708 C 0.3 0.151 0.012 4.76×10−31 0.26 1 0.052 0.030 0.040
miR-151a-3p rs11167012 8 141968408 A 0.42 0.059 0.006 3.79×10−24 0.40 1 0.061 0.036 0.045
miR-139-3p rs10898849 11 72269302 T 0.25 0.124 0.022 3.30×10−8 0.27 1 0.054 0.032 0.046
let-7i-5p rs6581454 12 62934442 G 0.47 0.039 0.006 3.04×10−11 0.44 0.99 0.034 0.021 0.049

Trans associations
miR-222-3p rs11070216 15 39817245 T 0.19 -0.067 0.012 4.87×10−8 0.19 0.97 -0.198 0.051 5.06×10−5

miR-222-3p rs970280 15 39864403 G 0.32 -0.064 0.010 8.79×10−10 0.32 0.94 -0.113 0.042 3.57×10−3

miR-143-3p rs4734879 8 106583124 G 0.28 0.239 0.031 2.88×10−14 0.24 0.96 0.098 0.038 5.60×10−3

miR-1-3p rs11906462 20 61158952 T 0.20 0.310 0.033 6.28×10−20 0.23 0.42 0.262 0.116 0.012
miR-320a rs1443651 2 68569316 G 0.45 -0.036 0.006 7.12×10−10 0.44 1 -0.053 0.028 0.029
miR-16-5p rs137214 22 35288857 T 0.28 0.041 0.007 1.76×10−8 0.29 0.97 0.088 0.050 0.040
miR-126-3p rs600038 9 136151806 C 0.21 0.055 0.009 5.95×10−9 0.34 1 0.041 0.024 0.041
miR-320c rs1443651 2 68569316 G 0.45 -0.031 0.005 2.77×10−10 0.44 1 -0.066 0.039 0.045

R2 = imputation quality criterion; EA = Effect Allele; EAF = Effect Allele Frequency
(1) One sided test p-value

Table 5 – Significant (p < 5×10−8) associations of miSNP with miRNA plasma levels derived from the MARTHA
miRNA and Nipkay et al. (Cardiovasc Res 2019) meta-analysis

MARTHA Nikpay Combined (N=1054)
miRNA Chr Position (bp) SNP EA EAF R2 Effect SE p EAF Effect SE p phet (1) Effect SE p (2)

Cis associations
miR-181b-5p 1 199257141 rs878254 A 0.485 0.90 -0.054 0.032 0.0916 0.480 -0.071 0.013 1.64×10−7 0.61 -0.069 0.012 3.18×10−8

miR-148a-3p 7 25991977 rs9639523 T 0.375 0.87 -0.081 0.034 0.0191 0.344 -0.072 0.013 2.03×10−7 0.80 -0.073 0.013 8.41×10−9

let-7a-5p 9 96916230 rs10512230 T 0.287 1 0.040 0.031 0.1934 0.315 0.026 0.004 6.49×10−8 0.67 0.027 0.005 2.19×10−8

let-7d-5p 9 97229465 rs4497033 T 0.492 0.99 -0.061 0.036 0.0895 0.463 -0.028 0.005 1.50×10−7 0.36 -0.029 0.005 3.85×10−8

miR-2110 10 115933905 rs17091403 T 0.091 1 -0.141 0.043 1.13×10−3 0.074 -0.103 0.023 9.90×10−6 0.44 -0.112 0.020 4.34×10−8

miR-342-3p 14 100256449 rs8011282 C 0.474 0.99 0.095 0.030 1.39×10−3 0.487 0.067 0.014 5.65×10−6 0.41 0.073 0.013 3.68×10−8

miR-99b-5p 19 52160843 rs11084100 C 0.392 1 -0.067 0.024 5.17×10−3 0.419 -0.065 0.012 1.12×10−7 0.94 -0.066 0.011 1.50×10−9

Trans associations
miR-215-5p 2 171402733 rs724806 C 0.252 0.97 0.091 0.057 0.1123 0.326 0.143 0.027 1.44×10−7 0.40 0.134 0.024 4.09×10−8

miR-10b-5p 7 13236107 rs6948643 G 0.264 1 -0.071 0.040 0.0766 0.285 -0.090 0.017 2.84×10−7 0.66 -0.087 0.016 4.62×10−8

let-7d-3p 11 2611449 rs1024164 A 0.133 0.87 -0.083 0.034 0.0147 0.092 -0.065 0.013 7.78×10−7 0.63 -0.068 0.012 3.18×10−8

miR-378a-3p 11 133763476 rs10894759 A 0.317 0.99 0.066 0.028 0.0206 0.296 0.059 0.011 7.86×10−7 0.82 0.060 0.011 3.58×10−8

miR-7-5p 15 41614621 rs7163989 G 0.293 0.99 -0.112 0.041 6.68×10−3 0.278 -0.089 0.016 1.48×10−7 0.61 -0.093 0.016 2.70×10−9

R2 = Imputation quality criterion; EA = Effect Allele; EAF = Estimated Allele Frequency
(1) p-value of the test for heterogeneity between the MARTHA and Nipkay studies
(2) p-value of the combined effect obtained through a random effect meta-analysis of the results of both studies
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4 Discussion

In this study, we reported the largest investigation to date
of miRNA plasma profiling in a cohort of VT patients.
Capitalizing on the application of a next generation se-
quencing technology, known to be more efficient and sen-
sitive to detect and quantify miRNAs compared to mi-
croarray or RT-qPCR techniques, we were able to de-
tect 162 highly expressed miRNAs. These miRNAs were
then tested for association with several VT related phe-
notypes including 38 haematological traits and VT re-
currence. In order to deal with the correlation between
miRNA levels and reduce the multiple testing burden as-
sociated with the number of tested miRNAs, we deployed
an original Bayesian Network analysis aimed at identify-
ing miRNAs that could serve as more powerful biomark-
ers for the investigated traits. In addition, as our studied
VT patients had been previously typed for genome-wide
genotypes, we were able to perform GWAS on each of
the 162 miRNAs, and combined our results with some
previously obtained in disease-free individuals in order to
identify novel associations of common SNPs with plasma
miRNA levels.

Several conclusions could be derived from this work.
First, we did not identify any miRNA that significantly
associated with the risk of VT recurrence. In our study,
the miRNA that discriminated the most between patients
with or without recurrence, but also between DVT vs PE
patients, was the hsa-miR-370-3p. Several works have
already reported the involvement of has-miR-370-3p in
lipids metabolism45–48 and one of the most robust tar-
get gene for hsa-miR-370-3p is CPT1A49 whose role
in lipid metabolism is also very documented.50–52 Hsa-
miR-370-3p is also predicted to target drug-metabolism
genes such CYP2D6 and VKORC1L150 that are related
to the warfarin anticoagulant pharmacotherapy. Aside
this miRNA, we observed a trend of association with
VT recurrence for the hsa-mir-27b-3p and hsa-miR-222-
3p that had been previously identified in Wang et al.13

but these associations (p = 0.016 and p = 0.0495, re-
spectively) did not survive any multiple testing correction
(Supplementary Table 3).
Larger studies would be mandatory to confirm these ob-
servations and increase our chance to identify other miR-
NAs associated with the risk of recurrence in VT pa-
tients. Second, we observed several significant asso-
ciations of miRNAs with haematological traits that de-
serve further replication in independent studies. One can
highlight the significant correlation between hematocrit
levels and plasma levels of hsa-miR-199b-3p, a miRNA
that has been reported to be associated with VT risk.12

Third, our miR-QTL study identified about 25 signifi-
cant (p < 5× 10−8) associations of SNPs with plasma

miRNA levels, of which, to the best of our knowledge,
21 have never been reported, including a dozen of trans
associations. These associations could help decipher-
ing the genomic architecture of complex diseases where
miRNAs are involved. For example, plasma levels of
hsa-miR-143-3p were found to be associated with the
rs4734879 mapping to ZFPM2, a gene known to asso-
ciate with platelet function42 and VT risk.53 We also ob-
served a strong association of rs12473206 with plasma
levels of hsa-miR-4433b-3p, a miRNA whose serum lev-
els have recently shown to be associated with stroke.54

The impact of this SNP on stroke risk deserves to be fur-
ther and deeply investigated. The results of our GWAS
on miRNA levels were combined with those obtained by
Nipkay et al.31 and freely available at https://zenodo.org/.
However, only SNPs with imputation quality greater than
0.90 are available at this resource, which has hampered
our ability to replicate some of the main associations ob-
served in the MARTHA miRNA study. To facilitate fu-
ture studies aimed at disentangling the genetic regulation
of miRNAs, the results of the 162 GWAS performed on
miRNA levels in MARTHA will be available for down-
load at https://zenodo.org/.

Altogether, this study produced a rich source of infor-
mation relating plasma miRNAs and biological/clinical
traits associated with VT that could be of great use to
generate and/or validate new hypothesis.
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Bayesian Network Analysis of plasma microRNA sequencing
data in patients with venous thrombosis: 

Supplementary Materials

Supplementary tables descriptions

Supplementary table 1: Raw abundances of plasma microRNA sequencing data

Supplementary Table 2: Correlation between plasma miRNA levels and haematological traits 

Supplementary Table 3: Association of plasma miRNA levels with the risk of VT recurrence in the
MARTHA miRNA study

Supplementary Figures

Supplementary Figure 1 : Raw abundances of the 25 most expressed microRNAs

Abundances are shown for each microRNA as a percentage of total microRNAs quantified in the 344 MARTHA patients

3 Article: microRNA sequencing data analysis in patients with VTE 107



Supplementary Figure 2 : Regional association plots and boxplots of significant cis associations

For each figure, a regional association plot (on the left) shows the associations of SNPs in the region centered on the peak SNP, and a
boxplot (on the right) shows the distribution of miRNA expression for each genotype of the peak SNP. (A) hsa-miR-4433b-3p and

rs12473206. (B) hsa-miR-625-3p and rs2127870. (C) hsa-miR-941 and rs1409330133. (D) hsa-miR-432-5p and rs201969986.

Supplementary Figure 3 (on the next page): Regional association plots and boxplots of significant 
trans associations
(A) hsa-miR-184 and rs144867605. (B) hsa-miR-654-3p and rs11109171. (C) hsa-miR-320c and rs10151482. (D) hsa-miR-184 and
rs143007764. (E) hsa-miR-1-3p and rs73245753. (F) hsa-miR-330-3p and rs1554362. (G)  hsa-miR-582-3p and rs4522365. (H) hsa-

miR-4446-3p and rs10648640. (I) hsa-miR-320d and rs12800249.
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Supplementary Table 3: Association of plasma miRNA levels with the risk of VT recurrence in the MARTHA miRNA study
Extrait de la table: la table complète et le reste des supplementary materials 
peuvent être fournis par le corresponding author.

miRNA HR [95%CI] p

hsa-miR-27a-3p 0.19 [0.07 - 0.52] 0.001
hsa-miR-941 3.34 [1.53 - 7.33] 0.0027

hsa-miR-330-3p 2.99 [1.36 - 6.55] 0.0054
hsa-miR-191-5p 3.01 [1.29 - 7.07] 0.0101
hsa-miR-451a 0.57 [0.36 - 0.89] 0.0105
hsa-miR-30e-3p 3.79 [1.34 - 10.77] 0.0107
hsa-miR-320a 0.21 [0.06 - 0.73] 0.0108

hsa-miR-744-5p 2.43 [1.22 - 4.83] 0.011
hsa-miR-320d 0.26 [0.09 - 0.78] 0.013
hsa-miR-4446-3p 2.47 [1.2 - 5.09] 0.0137
hsa-miR-139-3p 3.07 [1.25 - 7.54] 0.0149
hsa-miR-27b-3p 0.4 [0.2 - 0.79] 0.0161

hsa-miR-370-3p 1.77 [1.09 - 2.88] 0.0194
hsa-miR-184 0.53 [0.3 - 0.95] 0.0235
hsa-miR-409-3p 1.68 [1.06 - 2.66] 0.0244
hsa-miR-4732-5p 0.41 [0.18 - 0.92] 0.0244
hsa-miR-320b 0.23 [0.06 - 0.91] 0.0262

hsa-miR-6842-3p 2.08 [1.06 - 4.08] 0.0314
hsa-miR-4433b-3p 1.54 [1.04 - 2.29] 0.0332
hsa-miR-99b-3p 2.57 [1.08 - 6.08] 0.0343

hsa-miR-1180-3p 0.45 [0.21 - 0.97] 0.0357

hsa-miR-16-2-3p 0.52 [0.28 - 0.96] 0.0382
hsa-miR-485-5p 1.89 [1.02 - 3.48] 0.0416
hsa-miR-654-5p 1.91 [1.01 - 3.6] 0.0448
hsa-miR-222-3p 1.76 [1.01 - 3.08] 0.0495
…

Association were tested using a Cox model adjusted for age, sex , smoking and BMI
Reported p-values were obtained from the Likelihood Ratio Test (LRT) statistic

110 Chapitre IV. MicroARNs et paramètres de l’hémostase



4 Discussions et conclusions 111

4 Discussions et conclusions
4.1 Associations génétiques

Les GWAS réalisées à partir des 162 miARNs ont permis d’identifier seulement 3 cis-eQTLs
significatifs en utilisant la correction de Bonferroni pour les tests multiples, dont deux ont déjà
été identifiés dans des études similaires [115, 53]. L’association du miR-4433b-3p avec le variant
rs12473206, localisé dans la séquence miR-4433b-3p, est la seule qui n’a pas été découverte
précédemment. Cette association n’est donc détéctable que si l’étape de quantification des
miARNs prend en compte la détection de polymiRs, comme le permet optimiR.

En utilisant le seuil “classique” (p < 5 × 10−8) de significativité pour les GWAS, on trouve
10 associations supplémentaires inédites, dont 1 cis-eQTL, et 9 trans-eQTLs. En comparaison,
l’étude menée par Nikpay avec 710 échantillons a détécté 223 eQTLs au seuil classique de
significativité. Le manque d’association significatives dans MARTHA est donc probablement
lié à un manque de puissance, lié à la taille modeste de la cohorte. Malgré ce manque de
puissance, notre étude a permis de répliquer 37 associations identifiées par Nikpay, permettant
ainsi de confirmer ces associations. De plus, la combinaison des résultats obtenus par les
deux études dans une méta-analyse a permis d’identifier 12 associations supplémentaires,
dont 10 qui n’ont pas été découvertes par de précédentes études. Au total cette étude a donc
permis de répliquer une quarantaine d’associations précédemment identifiées, et de découvrir
21 nouvelles associations. Ces résultats démontrent qu’il est possible d’identifier des eQTLs
pour des miARNs circulants.

Associations d’intérêt pour l’étude des troubles de l’hémostase Parmi les trans-
eQTLs répliqués à partir des données de Nikpay, l’association entre le miR-222-3p et les
variants rs11070216 et rs970280 sont les plus significatives (p = 5.06 × 10−5 et p = 3.57 × 10−3,
respectivement). Ces deux variants sont localisés en amont du gène THBS1, et possèdent
des variants en LD précédemment rapportés comme influançant les niveaux d’expression
de THBS1 [286]. De plus, certains de ces variants en LD sont localisés dans les introns de
THBS1. Cela suggère qu’une modulation de l’expression de THBS1 par ces variants pourrait
influencer l’expression du miR-222-3p. Une interaction directe a d’ailleurs récemment été
identifiée entre ce miARN et ce gène dans un modèle porcin [305]. Le gène THBS1 correspond
à la protéine d’adhésion cellulaire thrombospondine-1 pouvant former des complexes avec
plusieurs facteurs impliqués dans l’hémostase, tels que le fibrinogène ou le plasminogène, et est
exprimé notamment par les plaquettes lors de leur activation. On peut également mentionner
deux autres associations avec un effet trans, également découvertes par Nikpay et répliquées
dans MARTHA: la première concerne le miR-143-3p et le variant rs4734879 intronique du
gène ZFPM2, et la seconde concerne le miR-126-3p et le variant rs600038 localisé dans le
promoteur d’ABO. Ces deux associations peuvent avoir un intérêt pour l’étude des troubles de
l’hémostase, car le variant rs4734879 du gène ZFPM2 est en LD (r2 = 0.70) avec le rs4602861
précédemment rapporté comme associé au risque de VTE [147], et ce variant est également en
LD avec le rs6993770 (r2 = 0.97) associé à l’abondance de plaquettes [9]. Le variant rs600038
du locus ABO est quand à lui en LD (r2 = 0.99) avec le rs495828, lui aussi précédemment
rapporté comme associé avec le risque de VTE [106].

Mécanismes de régulation de l’expression des miARNs On peut suggérer deux
mécanismes par lesquels les cis-eQTLs peuvent réguler les niveaux d’expression des miARNs.
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Le premier est celui d’un variant localisé dans la séquence du pri- ou du pre-miARN, comme
c’est le cas pour le miR-4433b-3p et du rs12473206, qui peut interférer avec le processus de
maturation du miARN, et donc influencer les niveaux de production du miARN. Le second
correspond à des variants localisés au niveau de régions régulatrices de l’expression, tels que des
enhancer, promoteurs, ou ilôts CpG. Par exemple, un cluster de miARNs localisés sur le locus
génomique 14q32, auquel appartient le miR-432-5p qui est régulé par le cis-eQTL rs201969986
dans MARTHA, est connu comme étant régulé épigénétiquement. Dans notre étude sur les
données de MARTHA, plusieurs miARNs appartenant à ce cluster sont également régulés
suggestivement par ce variant rs201969986: le miR-409-3p (p = 2.95 × 10−7), le miR-381-3p
(p = 2.4 × 10−6), le miR-654-5p (p = 9.6 × 10−6), le miR-127-3p (p = 2.3 × 10−5), et le
miR-379-5p (p = 2.9 × 10−5). Grâce à une précédente étude sur l’associations de variants
génétiques avec les niveaux de méthylation de l’ADN dans MARTHA [12], nous avons constaté
que le variant rs201969986 est également fortement associé aux niveaux de méthylation d’un
site CpG à moins de 3000 nucléotides du variant (le cg18089426, p = 4 × 10−44). Cela suggère
que ce variant génétique, ou un variant en LD avec ce dernier, pourrait influencer localement
les niveaux de méthylation, et ainsi influencer les niveaux de transcription des gènes et du
cluster de miARNs présents sur ce locus. D’après le catalogue GWAS 12 [37], ce locus est
associé à plusieurs maladies complexes telles que la sclérose latérale amyotrophique, le diabète
de type 1 et 2, ou la scoliose, mais aussi avec l’abondance de plaquettes [9], ce qui en fait un
locus intéressant pour la recherche sur les troubles de l’hémostase. Si les miARNs présents dans
cette région ne sont pas directement impliqués dans ces pathologies, ils pourraient néammoins
servir de biomarqueurs reflètant les niveaux de régulation de cette région.

En revanche, il est difficile d’identifier le mécanisme pouvant mener à une régulation en
trans d’un miARN. Certaines associations en trans semblent impliquer un miARN et un
ARNm ciblé dans le cytoplasme, comme le miR-222-3p et le gène THBS1. Cependant, comme
mentionné dans la section I.4.3, à cause de l’abondance du nombre de cibles potentielles pour
un miARN, il est peu probable que la modification de l’expression d’un ARNm ciblé puisse
influencer l’abondance d’un miARN. Toutefois, si le gène est transcrit en un ARN connu comme
régulant l’expression du miARN par un mécanisme tel que le TDMD, alors une modification de
l’expression de ce gène pourrait se répercuter par une modification de l’abondance du miARN.
Par exemple, une association trans entre le miR-7-5p et un variant influençant les niveaux
d’expression du lncARN Cyrano, un ARN connu comme régulant les niveaux du miR-7-5p par
TDMD, a été identifié par la méta-analyse.

4.2 Associations avec le risque de récidive de la VTE et avec
les variables biologiques de l’hémostase

Malgré l’utilisation de la technique de réduction par réseaux bayésiens, cette étude n’a pas
permis de découvrir d’association significative entre les 15 miARNs terminaux et la récidive
ou les variables de l’hémostase. Cela suggère que l’hypothèse utilisée pour cette réduction, qui
stipule que les miARNs terminaux sont les plus à même de faire office de biomarqueurs, en tant
qu’intégrateurs de l’effet cumulé de miARNs parents dans le même sous réseau, n’est pas valide
pour les traits analysés. Toutefois, ce manque de résultats significatifs peut aussi s’expliquer par
la taille modeste de la cohorte, qui ne permet pas d’obtenir une puissance statistique nécessaire
pour observer des associations significatives. Cependant, plusieurs associations suggestives (p
< 0.05) sont intéressantes parmi les 162 miARNs testés.

12. Ressource bioinformatique qui recense les résultats de GWAS dont les résultats ont été publiés.
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Par exemple, 25 miARNs possèdent une association suggestive avec le risque de récidive,
dont 15 sont sur-exprimés chez les patients ayant subit une récidive, et 10 sous-exprimés.
Parmi ces associations suggestives, les miARNs miR-27-3p (sous-exprimé) et miR-222-3p
(sur-exprimé) sont particulièrement intéressants car ils ont été précédemment associés au
risque de récidive dans l’étude du groupe de Zöller, avec la même tendance d’expression. De
plus le miARN le plus significativement associé au risque de récidive est le miR-27a-3p (p =
0.001, sous-exprimé), qui appartient à la même famille que le miR-27b-3p, et qui partage donc
potentiellement les mêmes cibles. Ces deux miARNs ont précédemment été identifiés comme
régulant l’expression du TFPI [2, 13], mais il n’y a aucune corrélation entre ces deux miARNs
et les niveaux plasmatiques du TFPI dans nos données (miR-27a-3p: ρ = −0.02, p = 0.5 et
miR-27b-3p: ρ = 0.09, p = 0.2). Le miR-27b-3p a également été identifié comme régulant
directement l’expression de THBS1 [277], ce qui est un point commun avec le miR-222-3p.
Parmi les associations suggestives avec les variables de l’hémostase dans MARTHA, le miR-
222-3p est positivement corrélé aux taux d’antithrombine (ρ = 0.21, p = 8.8 × 10−4), et le
miR-27b-3p est légèrement corrélé avec les taux de PAI-1 (ρ = 0.14, p = 3.8 × 10−2).

La corrélation la plus significative observée dans MARTHA concerne le miR-193b-5p et
les niveaux plasmatiques de PAI-1 (ρ = 0.33, p = 2.6 × 10−7), un inhibiteur de la fibrinolyse
régulant les activateurs du plasminogène. De plus, son paralogue miR-193a-5p est également
associé à PAI-1 (ρ = 0.3, p = 2.9 × 10−5). Comme la corrélation entre ces deux miARNs et
PAI-1 est positive, il n’y a probablement pas de régulation directe entre ces deux miARNs et le
PAI-1, mais il est possible que ces miARNs régulent un gène interagissant avec PAI-1, pouvant
influencer ses niveaux plasmatiques. Par exemple, ces deux miARNs on été prédemment
identifiés comme régulant directement l’expression de PLAU, un activateur du plasminogène
dont l’action est inhibée par par PAI-1.

Globalement, les corrélations observées entre les niveaux plasmatiques des 162 miARNs et
les traits de l’hémostase sont modestes, avec des valeurs comprises entre -0.25 et 0.33. Ces
corrélations ne permettent pas d’affirmer l’implication directe d’un miARN dans la régulation
d’un trait de l’hémostase, mais elles peuvent néammoins servir pour supporter de précédentes
ou futures observations. Par exemple le miR-10a-5p précédemment rapporté comme régulant
directement la production de PAI-1 [173], possède une corrélation négative avec les taux
plasmatiques de PAI-1 dans nos données (ρ = −0.14, p = 2.1 × 10−3), supportant ainsi le rôle
du miR-10a-5p dans la régulation directe de la production de la protéine PAI-1.

4.3 Conclusions
Cette étude n’a pas permis d’établir définitivement l’implication de miARNs dans la

régulation des paramètres de l’hémostase ou de découvrir de nouveaux biomarqueurs robustes
pour la récidive de la VTE. Cependant, plusieurs associations suggestives intéressantes ont
été découvertes, en particulier les associations des miR-222-3p et miR-27b-3p avec la récidive
de la VTE, qui avaient précédemment été rapportées par le groupe de Zöller. Cette étude a
également permis d’identifier de nouvelles associations génétiques avec les niveaux plasmatiques
de plusieurs miARNs. Ces associations ont permis d’établir les déterminants génétiques
responsables du contrôle de l’expression de plusieurs miARNs, et pourraient avoir un intérêt
pour les travaux de recherche bio-médicale ciblant ces miARNs.

Toutes les données générées au cours de cette étude sont publiées en tant que matériel
supplémentaire avec l’article publié dans European Heart Journal Supplement, et les résultats
des associations génétiques sont disponibles sur la plateforme zenodo.org. Ces données
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pourraient ainsi être une ressource majeure pour de futures études entre les miARNs et les
paramètres de l’hémostase.

Perspectives Plusieurs pistes sont envisageables pour poursuivre cette étude. Première-
ment, ont pourrait étendre cette analyse aux autres petits ARNs non codants ou fragments
d’ARN séquencés en même temps que les miARNs, mentionnés dans la section I.1.3.f. En
particuliers, les fragments d’ARN Y sont fréquemment observés dans le plasma, et ils ont
récemment été associés avec l’activité plaquettaire [132]. Ainsi ces autres petits ARNs non
codants pourraient servir de biomarqueurs reflètant l’activité plaquettaire ou une dérégulation
de l’hémostase. Ensuite, on pourrait également effectuer une recherche de miARNs de novo
dans nos échantillons, afin de potentiellement découvrir des miARNs non indexés dans la
miRBase. Enfin, les données produites dans cette étude pourraient également être réutilisées
dans le cadre d’une méta-analyse avec une étude similaire dans une nouvelle cohorte, afin
d’augmenter la puissance statistique nécessaire à l’observation d’associations significatives.



Travaux Annexes

En parallèle de mon projet de thèse, j’ai eu l’opportunité d’être impliqué dans plusieurs
projets de recherches, qui m’ont permis de développer des compétences supplémentaires en
bioinformatique et biostatistique, et de partager mes connaissances sur les microARNs.

1 Associations génétiques avec les niveaux
plasmatiques du Facteur V

Avant de mettre en application des études de type GWAS pour trouver les déterminants
génétiques des niveaux d’expression plasmatiques des miARNs, je me suis formé à ce type
d’analyse sur les niveaux plasmatiques du Facteur V. Ce trait a été mesuré chez des participants
de l’étude MARTHA, et cette analyse est particulièrement intéressante car il n’y a que très
peu de connaissances sur les variants génétiques pouvant influencer les niveaux plasmatiques
du Facteur V.

Le FV, décrit brièvement dans la section IV.1.1, est un facteur de la cascade de la coagulation
qui intervient au niveau de la voie commune en tant que co-facteur du FX, pour activer le
FII en thrombine. J’ai ainsi effectué une GWAS sur les niveaux plasmatiques du FV, qui ont
été mesurés chez 510 individus. Cette analyse a permis de mettre en évidence une association
significative avec le variant rs6027, localisé dans un exon du gène F5, qui avait précédemment
été identifié comme pouvant influencer de façon significative les niveaux de production du gène
F5. Deux associations suggestives ont également été découvertes, la première avec le variant
rs27218, intronique au gène MAST4, et la seconde avec le variant rs927826, intronique au gène
PLXDC2. Ces deux associations ont été analysées dans la cohorte indépendante MARTHA12,
constituée de 1156 individus, et seule l’association avec le variant de PLXDC2 a été répliquée.
Des travaux supplémentaires de biologie moléculaire ont par la suite permis de confirmer
l’influence du gène PLXDC2 sur l’expression du F5, ainsi que d’autres gènes de la cascade de
la coagulation. Les résultats de ces travaux ont fait l’objet d’une publication dans la revue
Journal of Thrombosis and Haemostasis, incluse dans la partie suivante.

Les résultats de certaines analyses que j’ai effectué sur le F5 m’ont par la suite ammené à
contribuer à une autre étude, visant à déterminer la contribution de deux variants exoniques
du F5, le Leiden rs6025 et le rs4524, sur le risque de VTE. Cette étude a fait l’objet d’une
publication dans la revue Scientific Reports, disponible en Appendice C.
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Abstract
Background: Factor V (FV) is a circulating protein primarily synthesized in the liver, 
and mainly present in plasma. It is a major component of the coagulation process.
Objective: To detect novel genetic loci participating to the regulation of FV plasma 
levels.
Methods: We conducted the first Genome Wide Association Study on FV plasma 
levels in a sample of 510 individuals and replicated the main findings in an independ‐
ent sample of 1156 individuals.
Results: In addition to genetic variations at the F5 locus, we identified novel associa‐
tions at the PLXDC2 locus, with the lead PLXDC2 rs927826 polymorphism explain‐
ing ~3.7% (P  =  7.5  ×  10−15 in the combined discovery and replication samples) of 
the variability of FV plasma levels. In silico transcriptomic analyses in various cell 
types confirmed that PLXDC2 expression is positively correlated to F5 expression. 
SiRNA experiments in human hepatocellular carcinoma cell line confirmed the role of 
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1  | INTRODUC TION

Coagulation factor V (FV) plays an important and dual role in the reg‐
ulation of blood coagulation by exhibiting both pro‐ and anticoagu‐
lant functions (reviewed in1). In plasma, single‐chain FV expresses 
anticoagulant activity as a cofactor of both TFPI and activated pro‐
tein C. In situations where the coagulation system is triggered, FV is 
converted to a highly effective procoagulant cofactor to activated 
factor X (FXa), which activates prothrombin to thrombin, which in 
turn catalyzes fibrin deposition and activates platelets. Although FV 
deficiency is known to associate with bleeding tendency, it has re‐
cently been proposed that FV plasma levels were associated with 
the risk of venous thrombosis (VT) in an ambiguous pattern. Indeed, 
in 2377 VT patients and 2943 controls of the MEGA study, individu‐
als with either high (>1.22  IU/mL) or low (<0.57  IU/mL) FV levels 
were at higher risk of disease.2

Until now, only one genetic factor, the HR2 haplotype located in 
the F5 gene, has been robustly found associated with FV plasma lev‐
els3 even though it has been hypothesized that FV Leiden genotype 
could also modulate FV plasma levels.2,4

We here report the results of the first genome wide association 
study (GWAS) aiming to identify new genetic determinants of FV 
plasma levels.

2  | MATERIAL S AND METHODS

2.1 | Study description

This work builds on two independent samples of unrelated VT pa‐
tients of European ancestry recruited at the Thrombophilia center of 
La Timone Hospital (Marseille, France), the MARseille THrombosis 
Association (MARTHA) and MARTHA12 cohorts.5 MARTHA pa‐
tients were used for the discovery GWAS, whereas MARTHA12 in‐
dividuals were considered for the replication step. All participants 
provided written informed consent, and the protocol was approved 
by the ethics committee of the participating institution.

The MARTHA project has already been extensively described.6,7 
It is composed of unrelated subjects of European origin, with the 
majority being of French ancestry, consecutively recruited at the 
Thrombophilia center of La Timone hospital (Marseille, France) be‐
tween January 1994 and October 2012. All patients had a docu‐
mented history of VT and are free of well‐characterized genetic risk 

factors including AT (Antithrombin), PC (Protein C), or PS (Protein S) 
deficiency, homozygosity for FV Leiden or FII G20210A, and lupus 
anticoagulant. The MARTHA12 study is an independent sample of 
1245 VT patients recruited between 2010 and 2012, according to 
the same criteria as the MARTHA patients.5,8

2.2 | Hemostatic traits measurements

FV activity plasma levels (FV:C) were measured using human FV de‐
ficient plasma on automated coagulometers (STA® analysers from 
Diagnostica Stago). Activated partial thromboplastin time (aPTT) 
and prothrombin time (PT) were measured in plasma with the use of 
automated coagulometers. Tests were conducted on the same day 
as blood collection or within a few weeks (after freezing). PT was re‐
corded as a ratio of the patient's PT to the mean normal PT, and aPTT 
was recorded in seconds (s). FV:C plasma levels were available in 510 
participants of the discovery phase and 1156 participants of the rep‐
lication. FV antigen plasma levels (FV:Ag) were measured by ELISA 
on freezing samples using the ZYMUTEST Factor V kit (Hyphen 
Biomed) in a random sample of 60 patients from the MARTHA study 
(n = 20 per rs927826 genotypes). Factor II (FII) and Factor X (FX) 
activity levels in plasma were measured in MARTHA and MATHA12 
cohorts by using human FII‐ or FX‐deficient plasma on automated 
coagulometers in a total of 738 patients with no anti‐vitamin K an‐
tagonists (VKA) at the time of blood sampling.

2.3 | Genotyping

DNA samples of the MARTHA participants were typed with 
high‐density genotyping arrays and imputed for single nucleotide 

PLXDC2 in modulating factor F5 gene expression, and revealed further influences on 
F2 and F10 expressions.
Conclusion: Our study identified PLXDC2 as a new molecular player of the coagula‐
tion process.

K E Y W O R D S

biomarkers, coagulation factor, computational biology, factor V, genetics

Essentials
•	 Little is known about the regulation of Factor V plasma 

levels.
•	 A Genome Wide Association Study (GWAS) was per‐
formed on Factor V plasma levels.

•	 Genetic variations at the PLXDC2 gene are associated 
with plasma levels of Factor V.

•	 This study identifies a novel player of the coagulation 
process.
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polymorphisms (SNPs) available in the 1000G reference as previ‐
ously described.5 In MARTHA12, wet‐lab genotyping was per‐
formed using Taqman assay. Genotyping was done using Taqman 
5′ nuclease assay (ThermoFischer Scientific, ref. C___2386120_10 
(rs27218, MAST4), C___8879235_10 (rs1409338, PLXDC2)), fol‐
lowing the supplier instructions, on an LC480® Real time PCR 
Instrument (Roche Life sciences), using dedicated Dual Color 
Hydrolysis Probe program. Reactions were made in a 10 μL final 
volume in a 1  ×  final concentration of Genotyping Master Mix 
(ThermoFischer Scientific ref. 4371355), with 25 ng of DNA, and 
0,1  μL of 20× Genotyping Assay containing probes, nucleotides, 
and DNA Taq Polymerase.

2.4 | Genetic association analyses

For the GWAS discovery phase, association analyses of imputed 
SNPs with plasma FV levels were performed using linear regres‐
sion analysis adjusted for age, sex, and the four first principal 
components derived from the GWAS data as implemented in 
the Mach2QTL program.9 Only SNPs with acceptable imputation 
quality (r2 > .5) and minor allele frequency >0.05 were considered. 
At the replication stage, associations of SNPs with plasma FV 
levels were assessed using standard linear regression analysis ad‐
justed for age and sex. Haplotype association analyses were con‐
ducted using THESIAS software.10 Results from the discovery and 
replication studies were meta‐analyzed via a fixed‐effects model 
based on the inverse‐variance weighting method. A replicated 
SNP was further tested for association with additional hemostatic 
traits including PT, aPTT, FII, and FX circulating levels. For these 
analyses, patients with VKA at the time of blood sampling were 
excluded.

2.5 | RNA interference mediated PLXDC2 silencing 
experiments

Small interfering RNA (siRNA) PLXDC2 gene silencing was conducted 
in human hepatocytes, a key cell type for F5 regulation, to validate 
in vitro the association between PLXDC2 and F5 gene expressions. 
Additional expression of coagulation factors F2, F7, and F10 were 
also measured to assess the specificity of the PLXDC2 association 
with F5 expression.

The human hepatocellular carcinoma cell line Hep3B (American 
Type Culture Collection) was grown at 37°C in 5% CO2 in Dulbecco's 
Modified Eagle's Medium containing 10% fetal calf serum, 2 mmol/L 
glutamine and 100 U/mL penicillin/streptomycin. Cells were seeded 
on 12‐well plates at 100  000 cells per well and were transfected 
72  hours later with 50  nmol/L control siRNA or an siRNA target‐
ing the PLXDC2 gene, s39607 (sequence ctacagaagatgataccaa from 
Thermofisher) using lipofectamine RNAiMax (Life Technologies) ac‐
cording to the manufacturer's instructions. Twenty‐four hours fol‐
lowing transfection, total RNA was extracted (NucleoSpin RNA II 
kit; Macherey‐Nagel) and reverse transcribed (high‐capacity cDNA 
reverse transcription kit, Life Technologies) and gene expression 
was analyzed by real‐time qPCR using a LightCycler LC480 (Roche). 
Primers used for quantification of PLXDC2 and F5, F2, F7, and F10 
are provided as Supporting Information. Expression of mRNA lev‐
els was normalized to human non‐POU domain containing, oct‐
amer‐binding housekeeping gene (NONO), human alanin (ALA) and 
human heat shock protein 90 kDa alpha (cytosolic) class B member 
1 (HSP90AB1). Data (Table S1) were expressed as a fold change in 
mRNA expression relative to control cells.

The impact of PLXDC2 knock‐down on gene expression was 
tested via two‐way analysis of variance.

3  | RESULTS

FV activity plasma levels (FV:C) were measured using human FV de‐
ficient plasma on automated coagulometers. The discovery GWAS 
was composed of 510 patients with venous thromboembolism (VTE) 
assessed for 6  264  382 SNPs and main significant findings were 
tested for replication in an independent sample of 1156 patients (see 
Materials & Methods). Main clinical and biological characteristics of 
the studied samples are shown in Table 1.

The Manhattan and Quantile‐Quantile plots summarizing the 
GWAS results are shown in Figures S1‐S4. About 70 SNPs achieved 
genome‐wide significance (P < 5 × 10−8), with all SNPs mapping to the 
F5 locus on chromosome 1q24.2. The lead SNP, rs72708008, with 
association P value = 8.43 × 10−12, was in high linkage disequilibrium 
(LD) (r2  > .80) with several SNPs including the rs6027 (p.Asp2222Gly, 
P = 1.27 × 10−11) known to tag the F5 HR2 haplotype whose associ‐
ation with FV:C plasma levels has already been established.11 After 
conditioning on rs6027, no additional signal reached genome‐wide 
significance (Figure S3 and Table S2), the smallest P value being now 
P = 3.05 × 10−7 and observed at the PLXDC2 locus. Because two other 

TA B L E  1  Description of the MARTHA and MARTHA12 cohorts

 
Discovery MARTHA
N = 510

Replication MARTHA12
N = 1156

Age 47.3 ± 16.0 50.4 ± 15.4

Gender (M/F) 176/334 527/629

Current 
smoker (%)

24.1 20.2

FV Leiden  
carriers (%)

15.5 11.0

BMI, kg/m2 25.34 ± 4.96 26.26 ± 5.06

Vitamin K 
antagonist 
users (%)

3.7 28

FV:C plasma 
levels (IU/mL)

1.068 ± 0.235 1.089 ± 0.217

Activated par‐
tial thrombo‐
plastin time, s

31.68 ± 3.71 33.61 ± 6.95

Prothrombin 
time (%)

99.11 ± 14.72 83.64 ± 30.03

Note: Mean ± standard deviation.
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SNPs at the F5 locus, rs6025 (p.Arg534Gln) and rs4524 (p.Lys858Arg), 
have been extensively studied in relation to VT risk,5 we further ana‐
lyzed their joint association with rs6027 with respect to FV:C plasma 
levels in both the discovery and replication cohorts using haplotype 
analysis. This analysis revealed that in addition to the strong decreas‐
ing effect of the rs6027‐C allele (β = −.151 ± .02, P = 1.93 × 10−12), the 
rs4524‐C allele was associated with a slight decrease (β = −.033 ± .01, 
P = .003) in FV:C plasma levels (Table S3). Altogether, these two F5 
SNPs explained ~7% of the variability of FV:C plasma levels.

Aside the aforementioned F5 association signal, two other 
loci with several SNPs in LD exhibited suggestive statistical 
evidence for association with FV:C plasma levels in the dis‐
covery cohort, with P‐values ranging between ~10−6 and 10−5 
(Figure S1, Table S2). These loci were MAST4 and PLXDC2 where 
lead SNPs, rs27218 (intronic; P = 9.02 × 10−7) and rs927826 (in‐
tronic; P = 1.10 × 10−6), respectively, were looked for replication. 
Although the association of MAST4 rs27218 did not replicate 
(Table 2), the association of PLXDC2 rs927826 with plasma FV:C 
levels was confirmed (P = 2.89 × 10−10). In both the discovery and 
replication samples, the rs927826‐G allele was associated with 
decreased FV:C plasma levels, β = −.076 ± .016 (P = 1.10 × 10−6) 
and β = −.062 ± .010 (P = 2.89 × 10−10), respectively. When both 
samples were combined, the overall statistical evidence for as‐
sociation of rs927826 with FV:C levels reached P = 7.54 × 10−15, 
with no evidence for heterogeneity across the two samples 
(P = .458), and with the rs927826 explaining ~3.5% of FV:C plasma 
variability. As a reminder, the PLXDC2 locus was the top locus in 
the GWAS analysis conditioned on F5 rs6027 (Table S2) and the 
rs927826 ranked 4th (P = 3.13 × 10−7) in this conditional GWAS.

To assess whether PLXDC2 could be a true determinant of FV lev‐
els and not a determinant of the clotting assay used to measure FV:C 
levels, we measured FV antigen (FV:Ag) levels by ELISA in a random 

sample of 60 patients from the MARTHA study. The ELISA data con‐
firmed the specificity of the association of PLXDC2 genotypes with 
FV plasma levels as the rs927826‐G allele was associated with signif‐
icant (P = .028) decrease of FV:Ag levels (Table 3). Note, in this subsa‐
mple, the correlation between the two FV measurements was 0.76.

We further examined the correlation between PLXDC2 and 
F5 gene expression in several genome‐wide gene expression data 
from multiple cell lines and tissues.12‒17 In all investigated resources 
except macrophages, we observed positive correlations between 
PLXDC2 and F5 expressions, the strongest correlation (r  =  .45, 
P = 3.94 × 10−14) being observed in liver (Figure S5) where FV synthe‐
sis mainly occurs (Table 4). We also assessed the correlation of liver 
PLXDC2 expression with that of other coagulation genes expressed 
in the liver (F2, F7 and F10). We observed a significant positive, but 
less strong, correlation with F2 expression (r =  .17, P =  .007) and a 
very low correlation, if any, with F7 and F10 expressions (Table 4).

To strengthen the perspective of a specific effect of the rs927826 
variant on FV levels, we tested its association with FII and FX plasma 
levels in 738 participants. Even though FII and FX were moderately 
correlated with FV plasma levels (r = .35, P = 4.8 × 10−17 and r = .32, 
P = 4.40 × 10−14 for FII and FX, respectively), we did not find any 
association between rs927826 and both FII (β = −.002 ± .01, P = .83) 
and FX (β = .003 ± .01, P = .81) plasma levels (Table S4).

To follow up on these genetic epidemiological findings, we con‐
ducted preliminary in vitro study to assess whether PLXDC2 gene ex‐
pression could associate with F5 gene expression in human liver cells (see 
Materials and Methods). As shown in Figure 1, knock‐down expression 
of PLXDC2 using siRNA was associated with a significant decrease liver 
expression of F5 (P = .020). Concurrently, expressions of other coagula‐
tion genes (F2, F7, and F10) were also measured, and we also observed 
a significant decrease of F2 (P = .004) and F10 (P = .0003) expressions 
when PLXDC2 is silenced. F7 expression remained unchanged (P = .1).

TA B L E  2  Association with FV activity plasma levels of lead SNPs at two loci that reached suggestive evidence for association in the 
discovery GWAS

 

MAST4 rs27218a  PLXDC2 rs927826a ,b

CC CT TT MAF TT TG GG MAF

Discovery

Mean FV plasma 
levels ± SD

1.03 ± 0.22
N = 271

1.09 ± 0.23
N = 199

1.23 ± 0.29
N = 40

0.274 1.11 ± 0.22
N = 249

1.04 ± 0.24
N = 224

0.95 ± 0.19
N = 37

0.293

Additive allele effectc    +0.075 ± 0.015
P = 9.02 × 10−7

      −0.076 ± 0.016
P = 1.10 × 10−6

Replication

Mean FV plasma 
levels ± SD

1.102 ± 0.21
N = 605

1.07 ± 0.22
N = 434

1.101 ± 0.21
N = 89

0.271 1.13 ± 0.22
N = 537

1.05 ± 0.21
N = 461

1.02 ± 0.20
N = 87

0.293

Additive allele effect   −0.019 ± 0.010
P = .054

      −0.062 ± 0.010
P = 2.89 × 10−10

Abbreviations: MAF, minor allele frequency; SD, standard deviation.
aImputation quality criterion was .984 and .996 for MAST4 rs27218 and PLXDC2 rs927826, respectively, in the discovery GWAS. 
bIn the replication study, rs927826 was substituted by rs1409338 that served as a proxy (r2 = .97) because of some technical issues in wet‐lab geno‐
typing the rs927826. 
cAssociation testing was adjusted for age, sex, and the four main genetics components in the discovery cohort and on age and sex in the replication 
study. 
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4  | DISCUSSION

Altogether, these results strongly support the role of PLXDC2 in the 
regulation of F5 gene, and more generally in the coagulation cas‐
cade. Interestingly, the PLXDC2 rs927826 has recently been found 
associated with activated partial thromboplastin time in a Japanese 
population, but with no formal replication of the statistical findings 

or experimental validation.18 We did not observe such association 
in our population but did observe an association of rs927826 with 
prothrombin time (Table S4). This polymorphism is in very strong LD 
(r2 > .80) with other PLXDC2 SNPs (Table S5), all located in intronic 
regions subject to epigenetic regulation,19 but only the rs927826 is 
so far predicted to affect transcription factors’ binding.20

Little is known about the PLXDC2 gene/protein. It is recognized 
as a cell surface transmembrane receptor expressed in various tis‐
sues (see, e.g., GTEx Portal21) without so far clear arguments that 
it could be directly involved in mRNA regulation. We showed that 
PLXDC2 expression correlated with F5 expression in different cell 
lines and that F5 mRNA expression was significantly reduced in 
the liver in the PLXDC2 knock‐down experiment. Interestingly, the 
siRNA experiment revealed that the PLXDC2 gene expression could 
also modulate the liver expression of F2 and F10 genes that might 
indicate a more generalized effect on coagulation. However, we did 
not find any association between the rs927826 variant and either FII 
or FX plasma levels.

Of interest, in a recent plasma proteomic profiling study,22 the 
F5 rs6027 and PLXDC2 rs927826 variants we found here associated 

TA B L E  3  Association of rs927826 genotypes with plasma FV 
antigen (FV:Ag) and activity (FV:C) in a sample of 60 patients from 
the MARTHA cohort

rs927826 FV:Ag (IU/mL) FV:C (IU/mL)

TT (n = 20) 0.647 ± 0.163 1.182 ± 0.271

TG (n = 20) 0.621 ± 0.133 1.204 ± 0.265

GG (n = 20) 0.545 ± 0.140 1.006 ± 0.200

P valuea P = 0.0286 P = 0.0263

Note: Mean ± standard deviation.
aAssociations were tested using a linear regression model adjusted for 
age and sex, under the assumption of an additive model. 

TA B L E  4   Correlations between PLXDC2 and F2/F5/F7/F10 gene expressions in six different tissues

 
Macrophagesa 
N = 684

Whole bloodb 
N = 78

Monocytesc 
N = 849

Endothelial cellsd 
N = 157

Adipose tissuee 
N = 200

Liverf 
N = 253

F2 NA −0.27
P = 0.02

NA 0.16
P = 0.05

NA 0.17
P = 0.007

F5 0.03
P = .45

0.39
P = 0.001

0.17
P = 5.83 × 10−6

0.33
P = 4.87 × 10−5

0.31
P = 6.32 × 10−6

0.45
P = 3.94 × 10−14

F7 −0.02
P = 0.56

−0.33
P = 0.003

−0.05
P = 0.18

−0.08
P = 0.31

−0.06
P = 0.37

0.03
P = 0.61

F10 NA NA NA −0.06
P = 0.49

−0.08
P = 0.26

0.08
P = 0.21

NA: Expressions were not available
Corresponding publication for each study: a[12]; b[13]; c[14]; d[15]; e[16]; f[17]

F I G U R E  1   Impact of PLXDC2 gene silencing on F5 gene expression in liver. Abbreviation: KD = siRNA KnockDown. Quantification of 
PLXDC2 and F5, F2, F7, and F10 mRNA levels in Hep3B cells after 24 hours of treatment with 50 nM siRNA directed to PLXDC2 gene (n = 9 
for both controls and siRNA KD). A 79% decrease (P < 10−8) in PLXDC2 gene expression was followed by a significant decrease in F5 (−27%, 
P = .02), F2 (−21%, P = .004), and F10 (−23%, P = .0003) gene expression, whereas F7 expression was not significantly decreased (−12%, P = .11)
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with plasma FV levels were both found influencing the plasma levels 
of the same four proteins (CD3E, CDH7, SLC22A16, and TOR1AIP1), 
such observations adding support for PLXDC2 and F5 belonging to a 
same regulatory pathway.

The strength of our study lies in its novelty. Indeed, there is 
limited information currently available regarding the regulation of 
plasma levels of FV. We performed the first GWAS on FV plasma 
levels and replicated the findings in an independent sample of sub‐
jects that limited the risk of spurious findings. Moreover, we in‐
creased the specificity of the finding by replicating the observed 
association between PLXDC2 rs927826 genotypes and FV activ‐
ity plasma levels by using an ELISA measuring FV antigen levels 
in plasma. Several limitations must be acknowledged. First, this 
study was performed in VT patients, and validation of the ob‐
served genetic association deserves to be investigated in healthy 
individuals to assess whether the observed effect size also holds in 
non‐diseased individuals. Second, the size of our discovery cohort 
was relatively modest compared with what is currently done in a 
GWAS context, which has likely hampered our chance to detect 
additional loci participating to FV regulation. Additional efforts 
would be needed to measure FV plasma levels in independent co‐
horts with both available plasma and GWAS data to better charac‐
terize the genetic regulation underlying FV plasma variability. With 
large samples, it would also be interesting to assess the contribu‐
tion of rare variants which was not possible in the current GWAS 
study mainly focusing on common polymorphisms. Finally, PLXDC2 
is recognized as a cell‐surface transmembrane receptor and it is 
then unclear how it could be involved in the regulation of F5 gene 
expression. Moreover, the correlation between PLXDC2 and F2 ex‐
pression in the liver and the significant decrease of F2 and F10 gene 
expressions in the PLXDC2 knock‐down experiment might indicate 
a more generalized effect on coagulation. Further experimental 
studies are mandatory to decipher the underlying mechanism.

In conclusion, all these observations point out the existence 
of a new player in the coagulation cascade whose exact molecular 
contribution needs to be extensively investigated. Its impact on 
FV‐mediated coagulation related disorders also warrants further 
investigations as whole blood PLXDC2 expression levels have been 
reported to be associated with stroke.23
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3 Participations à d’autres travaux de re-
cherche

Grâce à mes compétences dans le développement d’outils bioinformatiques, j’ai eu l’oppor-
tunité d’apporter mon aide sur un projet d’outil bioinformatique développé par Waqasuddin
Khan, qui a réalisé un post-doctorat sous la direction de David-Alexandre Trégouët. Cet
outil a pour but d’identifier des MNVs (en anglais pour Multi Nucleotides Variants), qui
correspondent à une combinaison de deux variants ou plus, localisés au sein d’un même codon.
Chaque codon, ou triplet de nucléotides, étant traduit en acide aminé selon le code génétique,
la présence d’un variant génétique dans un codon peut engendrer la production d’un acide
aminé différent, et donc impacter la fonction de la protéine produite. Les outils d’annotation de
variants usuels permettent d’identifier les acides aminés impactés par la présence d’un variant,
mais ne prennent généralement pas en compte la combinaison de plusieurs variants au sein
d’un même codon: les MNVs. L’outil développé par Waqasuddin Khan, nommé MACARON,
permet ainsi d’identifier ces MNVs et de prédire les acides aminés engendrés par ces MNVs.
J’ai été chargé de tester cet outil sur différents jeux de données afin d’identifier certains points
à améliorer, et j’ai apporté mon aide pour mettre en oeuvre ces modifications. Cet outil a fait
l’objet d’une publication dans la revue Bioinformatics, disponible en Appendice D.

J’ai également eu l’occasion de contribuer à un projet de recherche sur les miARNs en
apportant mon expertise sur le sujet pour un projet de recherche visant à identifier des
miARNs pouvant servir de biomarqueurs pour le risque de développer un vasospasme chez
des patients ayant subit une hémorragie sous-arachnoïdienne. Cette étude a été menée par
Anne-Sophie Pulcrano-Nicolas lors de sa thèse sous la direction de David-Alexandre Trégouët,
et les résultats ont fait l’objet d’une publication dans la revue Stroke, disponible en Appendice E.

Enfin, j’ai été invité au cours de ma thèse à participer à différents projets développés par
la communauté miRtop. Le premier projet de cette communauté a aboutit avec la création
du format miRGFF3, mentionné dans la section III.4, permettant d’unifier l’annotation des
miARNs et isomiRs lors de la quantification par alignements des données de séquençage de
petits ARNs. Un outil éponyme, miRtop, a également été créé afin d’effectuer des analyses
comparatives à partir de données ayant le format miRGFF3. Un dernier projet, toujours en
cours, vise a étudier l’impact du choix du kit de préparation de la librairie utilisé lors du
séquençage sur la précision et la qualité de l’analyse des miARNs et des isomiRs.



Annexe A : Bases de la biologie
moléculaire

1 De l’ADN aux protéines
Au début du vingtième siècle, on connaissait déjà la notion des gènes, qui définissent des

caractères biologiques héritables, notamment grâce aux travaux de Gregor Mendel. Cependant,
on ne savait pas comment ces caractères étaient transmis, ni par quel support. A partir
des années 1950, des découvertes majeures en biologie moléculaire ont permis d’élucider ces
questions, et ainsi de révolutionner la recherche en biologie et en médecine. La première étape
fondamentale fût d’établir la structure de l’acide désoxyribonucléique (ADN) et son rôle en
tant que support héritable de l’information génétique [77, 280]. Francis Crick propose alors que
l’information génétique est encodée par une succession des quatre types de bases nucléotidiques
qui composent l’ADN: adénine (A), cytosine (C), guanine (G) et thymine (T). Les couples de
bases C-G ou A-T peuvent se former grâce à des liaisons hydrogènes, permettant ainsi à l’ADN
d’avoir une structure en deux brins complémentaires antisens (Figure A.1). Cette structure en
double brins complémentaires facilite sa réplication lors de la division cellulaire, et assure de
cette façon que les cellules issues de la division héritent de la même information génétique.
L’ADN est le composant principal des chromosomes, et chez l’homme, plus de 3 milliards de
nucléotides sont répartis sur 23 paires de chromosomes 1 localisées dans le noyau cellulaire.

Les cellules contiennent également des macromolécules appelées protéines, qui assurent une
multitude de fonctions essentielles au sein de l’organisme. Une protéine est constituée d’une
séquence d’acides aminés, aussi appelée chaîne polypeptidique. Le repliement de cette chaîne
dépend des affinités des acides aminés entre eux et avec le milieu, et il détermine aussi sa
fonction. Il existe une vingtaine d’acides aminés 2 distincts, et leurs agencement le long d’une
chaîne polypeptidique est dicté par les gènes, qui sont encodés par des segments de nucléotides
le long de l’ADN. Le mécanisme permettant de traduire le flux d’information encodé dans
les gènes en protéines, repose sur deux principes découverts peut après la résolution de la
structure de l’ADN: le code génétique 3 [55, 189, 135] et les ARNs messagers [33, 93, 125].

Le code génétique permet d’assigner à chaque triplet de nucléotides un acide aminé, et ainsi
de traduire un gène en une séquence d’acides aminés pour former une protéine. Ces triplets
de nucléotides sont appelés codons, et les 64 combinaisons possibles 4 de codons permettent
d’encoder les 20 acides aminés connus avec redondance (Figure A.2). Certains codons ont une

1. 22 paires d’autosomes et 1 paire de chromosomes sexuels, sans compter l’ADN mitochondrial
2. 20 acides aminés standards et 2 non standards (selenocysteine + pyrrolysine)
3. L’expression code génétique correspond généralement à la matrice permettant de traduire une suite de

nucléotide en acides aminés (présentée dans la figure AI.2).
4. Il y a 64 combinaisons de triplets parmi 4 nucléotides possibles (43 = 64)

125
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Fig. A.1 – a) Représentation schématique de la structure en double hélice de l’ADN.
b) Appariement d’une Adénine et d’une Thymine. c) Appariement d’une Guanine
et d’une Cytosine (après 1953, il sera découvert qu’il y a généralement 3 liaisons
hydrogènes entre une guanine et une cytosine, et non deux, comme représenté ici).
Figure adaptée de l’article [280].

fonction spécifique: le codon AUG correspond à l’acide aminé méthionine et aussi au codon
“START” qui signale l’initiation de la traduction, tandis que les codons UAA, UAG et UGA
correspondent à des codons STOP, qui signalent la fin de la traduction.

L’ARN (acide ribonucléique) messager (ARNm) est une copie de la séquence d’un gène
réalisée par la protéine ARN polymérase 5, et contient donc la même information que celle au
niveau de l’ADN. Le brin d’ARN est ainsi identique à la séquence d’ADN dupliquée, excepté
les thymines qui sont substituées par des uraciles (U) dans l’ARN. Ce messager est traduit
en protéine par l’intermédiaire des ribosomes et des ARNs de transferts (ARNt), qui vont
permettre de construire la chaîne d’acides aminés selon la suite de codons identifiés (Figure A.3).

Le mécanisme permettant la copie d’une séquence ADN en ARN est appelé transcription,
et celui permettant d’assembler une protéine à partir d’un ARN messager est appelé traduction
(Figure A.4).

5. L’ARN polymérase a été découverte en 1960 Hurwitz, Stevens et Loe [121]. Il existe plusieurs protéines
ARN polymérases chez l’homme, notées de I à III. La transcription des messagers est effectuée par l’ARN
polymérase II
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Fig. A.2 – Le code génétique. Image de © Nature Education

Fig. A.3 – Synthèse d’une protéine. Image de © Nature Education

2 Transcription et maturation du messager
Les gènes peuvent ainsi être définis comme les segments d’ADN qui sont transcrits en

ARN. Lors de la transcription d’un gène, un ensemble de protéines vient se fixer en amont
du segment d’ADN, sur un site spécifique appelé promoteur. Parmi ce complexe de protéines,
on trouve des facteurs de transcription essentiels à l’initiation de la transcription, et l’ARN
polymérase qui va générer le transcrit. Le produit de la transcription possède une structure
spécifique, et un sens. Les extrémités sont notées 5’ et 3’, et le transcrit est toujours généré
du 5’ vers le 3’. La polymérase va simultanément lire la séquence ADN est produire un brin



128 Annexe A. Bases de la biologie moléculaire

Fig. A.4 – De l’ADN à la protéine: mécanismes de transcription et de traduction.
Image de © Nature Education

d’ARN complémentaire et antiparallèle (Figure A.5).

Fig. A.5 – Transcription de l’ADN en ARN. Image de © Nature Education

Les régions situées aux extrémités 5’ et 3’ du transcrit sont notées UTR (Untranslated
Regions 6), et ne sont pas traduites. Comme les régions UTR, certains segments de l’ARN
ne sont pas traduits, mais contrairement aux UTR, ils sont dissociés et exclus du transcrit.
Les régions exclues sont appelées introns, et celles retenues sont appelées exons. Le processus

6. Région non traduite, en français
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d’exclusion des introns est appelé épissage.

Un ARN messager va ainsi subir plusieurs étapes de maturation avant d’être traduit en
protéine. Les 3 étapes de la maturation des ARNs messagers sont: la pose d’une coiffe en
5’, 7 la polyadénylation en 3’, 8 et l’épissage des introns. 9 Dès le début de la transcription
par l’ARN polymérase, une coiffe composée d’un guanosine méthylée triphosphate antisens
(notée 7mG) est ajoutée à l’extrémité 5’ naissante du transcrit. Cette coiffe permet à la fois
de protéger le transcrit d’une dégradation, et également d’être reconnue par les ribosomes
dans le cytoplasme pour initier la traduction. Une fois la transcription de l’ARN achevée,
un complexe protéique effectue une découpe du transcrit au niveau de l’extrémité 3’, puis
ajoute une queue d’environ 250 adénines (notée poly-A). La queue poly-A permet, comme la
coiffe, de protéger le transcrit d’une dégradation. Elle facilite également l’export du transcrit
dans le cytoplasme et sa traduction. Le site d’ajout de la queue poly-A est appelé site de
polyadénylation, et une majorité de gènes possèdent plusieurs sites de polyadénylation pouvant
générer des transcrits alternatifs. Enfin, l’épissage des introns est effectué soit pendant ou
immédiatement après la transcription par un complexe protéique appelé spliceosome, constitué
de protéines et de petits ARNs. Certains exons sont parfois éliminés en même temps que les
introns, générant des transcrits alternatifs, pouvant générer des protéines avec des structures
et fonctions distinctes (Figure A.6). Il est estimé que 95% des transcripts avec de multiples
exons subissent des épissages alternatifs [216].

Fig. A.6 – Epissages alternatifs. Image du NHGRI

Ces trois modifications post-transcriptionnelles permettent ainsi d’obtenir un messager
mature (Figure A.7) qui pourra être traduit en protéine une fois exporté dans le cytoplasme.

7. Découvert en 1974 indépendamment par les équipes de Reddy et Busch [19]
8. Découvert en 1971 par les équipes de Darnell, Edmond et Lee [54]
9. Découvert par les laboratoires dirigés par Sharp et Roberts en 1977 [26].
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Fig. A.7 – Maturation du messager

Chez l’homme, les gènes traduits en protéines représentent moins de 3% du génome (soit
approximativement 20 000 gènes), alors que plus de 83% du génome est transcrit en ARN 10. Ce
phénomène est appelé transcription pervasive, et implique qu’une très large majorité d’ARNs
n’est pas traduite en protéines. Parmis ces ARNs on trouve notamment l’ARN ribosomal
qui est un composant principal des ribosomes, les ARNs de transfert qui permettent de faire
correspondre les codons aux acides aminés, ou les petits ARNs faisant partie du spliceosome.
Les gènes correspondants à ces ARNs sont dits non-codants (ARNnc), car leurs séquence ne
code pas pour une protéine. Il existe plusieurs classes d’ARNnc, et on distingue généralement
les petits ARNs non codants (taille inférieure à 200bp) des long non codants. Parmi les petits
non codants, on trouve en particulier les microARNs, qui régulent la traduction des messagers
en protéines, en se fixant à la partie 3’UTR de l’ARN. Ils ont ainsi une fonction de régulation
post-transcriptionnelle des gènes.

3 Régulation de l’expression des gènes
L’ADN s’enroule autour de protéines appelées histones, et forment ensemble la chroma-

tine qui compose les chromosomes. Selon la densité d’histones présentes dans une région de
l’ADN, la chromatine est plus ou moins accessible par les complexe protéiques permettant la
transcription des gènes. Lors de la transcription, les histones sont fréquemment ré-organisées
le long de la chromatine afin de libérer des régions d’ADN pour permettre la transcription.
Généralement, la transcription est activée lorsque la chromatine est repliée localement et que
le promoteur est en contact avec une région plus ou moins distante en amont appelée enhancer.
Le contact entre l’enhancer et le promoteur est alors facilité par l’intermédiaire du complexe
médiateur, aussi appelé complexe de Kornberg. La transcription est activée lorsque tous ces
éléments sont en place (Figure A.8).

L’expression d’un gène dépend ainsi en premier lieu de la disponibilité de l’ensemble des
acteurs de la transcription, et de l’état de la chromatine. Certains gènes peuvent également
être régulé par la fixation d’un répresseur au niveau du promoteur, qui empêche la machinerie
de transcription d’effectuer sa tâche. C’est notamment le cas de l’opéron 11 lactose.

10. Estimations faites en 2012 par le projet ENCODE [64]
11. Un opéron est une région de l’ADN contenant plusieurs gènes transcrits simultanément
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Fig. A.8 – Initiation de la transcription. Image adaptée de [256]

Régulation épigénétique L’accessibilité de la chromatine est principalement dictée
par les histones, le complexe protéique autour duquel s’enroule l’ADN pour constituer un
nucléosome, qui possède également des queues d’acides aminés accessibles par des protéines
tierces. Certains acides aminés spécifiques de ces queues d’histones subissent régulièrement des
modifications chimiques qui impactent la structure de la chromatine et par la même occasion le
niveau d’expression des gènes à proximité. Plus d’une centaine de modifications chimiques des
queues d’histones ont été recensées, les plus fréquentes étant la méthylation et l’acétylation.

L’accessibilité de la chromatine par la machinerie de transcription peut être également
entravée par des modifications chimiques au niveau de l’ADN. Ces modifications concernent
principalement la méthylation des cytosines. Une région fortement méthylée (hyperméthylation)
est généralement associée à une inhibition de la transcription de la région. Les cytosines
méthylées sont généralement suivies d’une guanine, et sont souvent densément regroupées dans
des régions appelées îlots CpG généralement localisées en amont d’un promoteur.

Les modifications des queues d’histones et la méthylation de l’ADN constituent le profil
épigénétiques, qui correspond à l’ensemble des modifications biochimiques qui impactent
l’expression des gènes sans modifier la séquence de l’ADN, et qui sont héritables au cours de
la division cellulaire.

Régulation génétique La différence d’expression génique entre individus s’explique
d’une part par les conditions environnementales, et d’autre part par les variations génétiques,
qui sont des différences au niveau de la séquence ADN duent à des mutations. Ces variants
sont principalement le résultats d’erreurs lors de la division cellulaire et de la réplication de
l’ADN, et sont aussi causées par des dommages de l’ADN (par exemple lors de l’exposition
à des radiations) qui n’ont pas été correctement réparés. On peut également observer des
insertions et des délétions provoquées par des éléments mobiles (transposons ADN) qui peuvent
se déplacer d’un locus 12 à un autre ou se recopier le long de l’ADN.

Le génome d’un individu, composé d’environ trois milliards de nucléotides, peut être
obtenu grâce aux technologies de séquençage de l’ADN. Le Human Genome Project (projet

12. Location génomique
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génome humain) lancé dans les années 90 a permis de séquencer entièrement le premier génome
humain, et par la même occasion de développer de nouvelles technologies de séquençage,
dites NGS (Next Generation Sequencing ou séquençage de nouvelle génération). Si le Human
Genome Project a mis une dizaine d’années à aboutir, la technologie NGS a permis par la
suite de séquencer rapidement de nouveaux génomes, et ainsi d’établir la diversité génétique
inter-individuelle. Les projets HapMap, 1000 genomes, HRC ou encore TopMed ont permis
d’établir des catalogues de variants génétiques observés chez l’homme ainsi que leurs fréquence
selon la population étudiée.

On distingue deux types de variants génétiques suivant leur taille. Parmi les variations
génétiques à grande échelles, on peut observer des délétions, insertions, duplications, inversions
et substitution de larges segments d’ADN, voire même des translocations, qui correspondent
à l’échange de deux segments d’ADN sur deux chromosomes différents (Figure A.9). Ces
mutations, appelées aussi réarrangements chromosomiques, sont rares excepté dans les cellules
cancéreuses où elles sont fréquentes et ont une forte probabilité d’impacter la viabilité de la
cellule.

Fig. A.9 – Variations génétiques. Images fournie par le NHGRI

Les variations génétiques à petites échelle, qui impactent un ou quelques nucléotides sont
beaucoup plus fréquentes. La substitution d’un nucléotide par un autre est la plus commune,
mais on observe également fréquemment une insertion ou une délétion d’un ou plusieurs
nucléotides. Ces variants sont appelée Single Nucleotide Variant (SNV), ou Single Nucleotide
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Polymorphisme (SNP) lorsque le variant est fréquemment observée (fréquence > 1%).
Ces variants apparaissent tout le long du génome, mais sont plus fréquemment observés

dans les régions non transcrites du génome. Les variants dans les régions transcrites peuvent
avoir un effet délétère, comme impacter l’expression ou la fonction du gène correspondant, et
ont moins de chance d’être propagées dans une population qu’une variation neutre ou avec un
effet bénéfique. Ce phénomène s’appelle la pression de sélection. Ainsi on observe davantage de
variants dans les régions intergénique (entre deux gènes) qu’intragénique (au sein d’un gène).
Similairement, les variants intragéniques sont plus fréquemment observés dans les introns que
dans les exons.

Il faut toutefois noter que des variants dans des régions non codantes peuvent être délétères,
par exemple si ils sont localisés sur des sites régulant l’expression des gènes comme les
promoteurs ou enhancers. À l’inverse, les variants exoniques ne sont pas forcément délétères,
car on observe souvent des substitutions avec un effet neutre, dits synonymes, qui n’impactent
pas la séquence d’acide aminés de la protéine traduite grâce à la redondance du code génétique.
De plus, les variants délétères peuvent subsister au sein d’une population si ils n’affectent pas
la viabilité de l’organisme ou ses capacités de reproduction. Certains variants sont effectifs
uniquement si les deux copies alléliques sont concernées, c’est à dire que le même variant est
présent sur les deux éléments de la paire de chromosomes. Enfin, de nombreux variants ont
un faible impact négatif, mais l’accumulation de variants avec un faible impact au sein d’un
organisme peut avoir des effets importants.
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Abstract

Motivation: MicroRNAs (miRNAs) are small RNA molecules (�22 nucleotide long) involved in post-transcriptional
gene regulation. Advances in high-throughput sequencing technologies led to the discovery of isomiRs, which are
miRNA sequence variants. While many miRNA-seq analysis tools exist, the diversity of output formats hinders ac-
curate comparisons between tools and precludes data sharing and the development of common downstream ana-
lysis methods.

Results: To overcome this situation, we present here a community-based project, miRNA Transcriptomic Open
Project (miRTOP) working towards the optimization of miRNA analyses. The aim of miRTOP is to promote the devel-
opment of downstream isomiR analysis tools that are compatible with existing detection and quantification tools.
Based on the existing GFF3 format, we first created a new standard format, mirGFF3, for the output of miRNA/
isomiR detection and quantification results from small RNA-seq data. Additionally, we developed a command line
Python tool, mirtop, to create and manage the mirGFF3 format. Currently, mirtop can convert into mirGFF3 the out-
puts of commonly used pipelines, such as seqbuster, isomiR-SEA, sRNAbench, Prost! as well as BAM files. Some
tools have also incorporated the mirGFF3 format directly into their code, such as, miRge2.0, IsoMIRmap and
OptimiR. Its open architecture enables any tool or pipeline to output or convert results into mirGFF3. Collectively,
this isomiR categorization system, along with the accompanying mirGFF3 and mirtop API, provide a comprehensive
solution for the standardization of miRNA and isomiR annotation, enabling data sharing, reporting, comparative
analyses and benchmarking, while promoting the development of common miRNA methods focusing on down-
stream steps of miRNA detection, annotation and quantification.

VC The Author(s) 2019. Published by Oxford University Press. All rights reserved. For permissions, please e-mail: journals.permissions@oup.com 1
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Availability and implementation: https://github.com/miRTop/mirGFF3/ and https://github.com/miRTop/mirtop.

Contact: desvignes@uoneuro.uoregon.edu or lpantano@iscb.org

Supplementary information: Supplementary data are available at Bioinformatics online.

1 Introduction

microRNAs (miRNAs) are the best known class of small RNAs and
were discovered in the nematode worm Caenorhabditis elegans
(Bartel, 2004, 2018). It was first reported that the gene lin-4 gener-
ated a 22 nucleotide (nt) long RNA molecule that bound to the
3’-UTR of the lin-14 gene transcript, thereby regulating its expres-
sion during larval development (Lee et al., 1993). miRNA genes are
transcribed into a primary RNA (pri-miRNA) that is processed into
a hairpin-like miRNA precursor (pre-miRNA) after cutting off the
5’ and 3’-tails by Drosha and DGCR8 proteins (Denli et al., 2004).
The pre-miRNA hairpin is then exported to the cytoplasm and proc-
essed by Dicer, which cleaves off the hairpin loop and releases a
miRNA duplex about 22 nt long (Perron and Provost, 2008).
Originally, it was believed that only one strand of the duplex is
retained and incorporated into the RNA-induced silencing complex
thereby mediating gene silencing by imperfect base pairing between
the miRNA and the 3’-UTR of target messenger RNAs (mRNA)
(Vella et al., 2004). It was later shown that both arms of a miRNA
can produce mature miRNAs, either simultaneously (Yang et al.,
2011), or in a tissue specific manner (Londin et al., 2015; Telonis
et al., 2015). In addition, it was shown experimentally that both
amino acid-coding sequences (Tay et al., 2008) and 5’-UTRs (Zhou
and Rigoutsos, 2014) can also be targeted by miRNAs. miRNAs are
essential to virtually all biological processes including, but not lim-
ited to, cell differentiation, cell proliferation, cell death, fat metabol-
ism and neuronal cell fate (Bartel, 2004, 2018). Moreover, the
deficit or excess of miRNAs have been associated with several
human diseases, such as myocardial infarction and different types of
cancer (Ardekani and Naeini, 2010). miRNAs reside not only inside
cells, but also in a variety of biofluids (Zhang et al., 2018; Zhou
et al., 2018), which led to the suggestion that they could be used as
non-invasive disease biomarkers or even therapies (Liu et al., 2014;
Pan et al., 2018; Telonis et al., 2015; Zhang et al., 2018, 2019).

IsomiRs are sequence variants from annotated miRNAs
(Desvignes et al., 2015; Fromm et al., 2015; Kim et al., 2019).
IsomiRs were first described by Morin et al. (Morin et al., 2008) in
human stem cell lines using next generation sequencing technolo-
gies. Sequence variations can affect different parts of the mature
miRNA sequence as consequences of different biochemical processes
(Pantano et al., 2010). Variations at the 5’ and 3’-ends can be due to
imprecision of the Drosha/Dicer cutting machinery(Bofill-De Ros
et al., 2019b; Gu et al., 2012). Moreover, it has already been shown
that, in humans, these endpoint variations may differ in both healthy
individuals and patients (Loher et al., 2014; Telonis et al., 2015;
Telonis and Rigoutsos, 2018). In fact, isomiRs are likely genetically
controlled because they depend on a person’s sex, population origin
and ethnicity (Loher et al., 2014; Telonis et al., 2015), as well as on
tissue, tissue state and disease subtype (Magee et al., 2018; Telonis
et al., 2017). Non-templated nucleotide additions at the 3’-end can
be due to terminal uridylyl transferases that generally add adenine
or uridine nucleotides (Menezes et al., 2018). Variations and non-
templated additions at the 3’-end can assume a new function consid-
ering that the tail end of a miRNA can contain a cell-compartment
localization signal (Hwang et al., 2007) or change target-specificity
(Yang et al., 2019). Finally, post-transcriptional processing of
miRNAs can generate nucleotide changes at any position of the se-
quence by RNA processing enzymes, such as A-to-I editing by RNA-
specific adenosine deaminase (ADAR) enzymes (Kawahara et al.,
2007). The specific function of isomiRs is still not well understood,
but multiple studies have suggested a context-specific effect of
isomiRs on gene regulation (Garate et al., 2018; Menezes et al.,
2018; Telonis et al., 2017; Trontti et al., 2018). This conclusion is
further supported by the fact that different isomiRs from the same

mature miRNA can target virtually non-overlapping sets of tran-
scripts (Engkvist et al., 2017; Kume et al., 2014; Tan et al., 2014;
Telonis et al., 2015; Yang et al., 2019).

Several tools have been developed to analyze miRNAs and their
respective isomiRs (Lukasik et al., 2016) (Supplementary Table S1).
These tools differ in their alignment strategies, ways to handle cross-
mapping events, abundance cutoffs, or isomiR annotation methods.
Many tools operate by mapping sequenced reads on a curated data-
base such as MirGeneDB (https://doi.org/10.1101/258749),
miRBase, miRCarta, or RNACentral (Backes et al., 2018; Fromm
et al., 2015; Kozomara and Griffiths-Jones, 2014; Sweeney et al.,
2019). Some tools allow users to provide custom database of inter-
est: e.g. species-specific annotation, all members of the let-7 family,
miRNA precursors or shRNA products. The benefit of such an ap-
proach is its speedy execution due to the small size of the search
space. Databases like isomiR Bank, re-analyze public datasets and
share the annotation through a web-page (Zhang et al., 2016). Each
of these tools report isomiRs in a different format and with different
levels of complexity (Supplementary File S1).

Seqbuster integrates its own aligner to maximize the number of
isomiRs analyzed but only retains isomiRs with a maximum of one
nucleotide change within the miRNA (missing the cases with more
changes) and three different nucleotides at each end (Pantano et al.,
2010). Seqbuster outputs a tabular delimited file with a column for
each isomiR type. It works with the isomiR Bioconductor package
to detect expression data and isomiR differences (https://doi.org/doi:
10.18129/B9.bioc.isomiRs).

isomiR-SEA (Urgese et al., 2016) implements a miRNA-specific
alignment procedure for comparing each read of the sample to all the
miRNA sequences from miRBase and MirGeneDB, collecting unique-
ly and multi-mapped sequences (Fromm et al., 2015; Kozomara and
Griffiths-Jones, 2014). This tool annotates the positions of the varia-
tions (mismatches and indels) enabling fine categorization of each
aligned read that can be classified as canonical miRNA or one of the
isomiRs described in Supplementary Tables S2 and S3. isomiR-SEA
then outputs a detailed isomiR expression quantification table, with a
focus on the conserved miRNA-mRNA interaction sites. isomiR-SEA
is implemented in Cþþ using functions collected in the SeqAn bio-
informatics library (Reinert et al., 2017).

sRNAbench (Aparicio-Puerta et al., 2019) applies a bowtie seed
alignment option (Langmead et al., 2009), either to the genome (gen-
ome mode) or to miRNA reference sequences (library mode), to score
only the first L nucleotides (by default L¼19 allowing one mismatch)
and therefore does not take into account mismatches at the 3’-end of
the read caused by any post-transcriptionally added nucleotides.
sRNAbench clusters all reads that map to the reference precursor with-
in a window of the canonical mature miRNA sequence (3 nt upstream
of the start coordinate and 5 nt downstream of the end coordinate) and
applies a hierarchical isomiR classification scheme. The sRNAbench
tool has several tab-separated output files for isomiR analysis.

miRge2.0 maximizes isomiR discovery by iteratively mapping
reads to user-defined miRNA and non-miRNA libraries using bow-
tie with a final step of loose alignment to the miRNA reads of any
unaligned sequences (Lu et al., 2018). miRge2.0, has a threshold op-
tion to remove called miRNAs whose reads are predominantly
isomiR, rather than canonical, based on a user-specified threshold to
correct for false positive miRNAs.

Prost! (PRocessing Of Small Transcripts) quantifies and anno-
tates miRNA expression (Desvignes et al., 2018). Prost! uses the
global aligner BBMap (https://sourceforge.net/projects/bbmap/) to
align transcripts to a user-specifiable genome assembly allowing
for the identification of post-transcriptional modifications (e.g. non-
templated additions, editing, alternative cutting) as well as identify-
ing whether an isomiR can equally likely originate from one or more
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genomic loci. Prost! then groups transcripts based on genomic loca-
tion(s) and each group of sequences is annotated with user-defined
databases of mature miRNAs, miRNA precursors and other types of
RNAs. Genomic location groups with identical annotations are fur-
ther combined and can be used for downstream differential expres-
sion analyses.

IsoMiRmap maps and quantifies isomiRs by considering both a
miRNA library and the genome (ignoring miRNAs region). The
IsoMiRmap tool (Loher and Rigoutsos––Personal Communication),
currently in development, considers the entire genome when map-
ping while having modest computational requirements. Considering
the entire genome has the advantage of being able to flag whether or
not an isomiR is exclusive to the miRNA library or if it could have
been transcribed from a gene different from that of the canonical
miRNA sequence. The IsoMiRmap tool outputs in various formats,
including HTML, tab separated files and mirGFF3.

OptimiR produces miRNA and isomiR expression abundances,
and optionally integrates genetic information to retain or discard
alignments depending on their consistency with the genotype of the
sample (Thibord et al., 2019). If the user provides a vcf file with gen-
etic variants located on mature miRNAs, the miRBase reference
library is automatically updated with new sequences that integrate
the variants. The alignment procedure relies on bowtie2 local align-
ment mode, without any mismatch allowed in the central sequence
(Langmead and Salzberg, 2012). A customizable score is then com-
puted for each alignment, which resolves cross-mapping events and
discards unreliable alignments.

Although the analysis of miRNAs and their isomiRs has dramat-
ically changed over the past several years, a lack of consensus per-
sists among bioinformatic tools used to describe and study the
isomiR landscape. Tools generate different output file types with dif-
ferent structures and isomiR notations. This lack of homogeneity,
which has an advantage in representing a diversity of ways of
approaching isomiRs, however, prevents the evaluation of each tool
to case-specific situations and precludes data sharing and the devel-
opment of common downstream analyses that would be independ-
ent of the tool used for detection and quantification.

To overcome this situation, we present here mirGFF3, a standar-
dized output format for the analysis of miRNAs and their isomiRs
based on transcriptomic sequencing data. mirGFF3 was created to
fit all research fields and as many tools as possible with the idea of
democratization and standardization of data analysis. This new file
format allows the storage of relevant miRNA/isomiR information
and was developed based on the existing GFF3 (General Feature
Format) format (https://github.com/The-Sequence-Ontology/
Specifications/blob/master/gff3.md), commonly used in genome an-
notation and mRNA analyses. Importantly, mirGFF3 uses an onto-
logical naming system to relate identified sequence features to the
sequence ontology project (Eilbeck et al., 2005). Moreover, we
developed a Python API (mirtop) that supports general file opera-
tions as well as importing miRNA tool output files and converting
and exporting them into the new mirGFF3 format to promote the
development of downstream tools usable by all in a collaborative
environment.

2 Results

To communicate ideas, define standards, and to develop successful
formats and tools useful to the majority of researchers in the
miRNA community, we created the miRNA Transcriptomic Open
Project (miRTOP), an entirely open source and community-based
project. The project is open for participation to any member of the
miRNA community, regardless of level of seniority and status.
miRTOP serves as an incubator of ideas that helps improve miRNA
analysis standards and boost collaboration. All updates and progress
reports are and will continue to be publicly available as they happen,
and discussion summaries have already been released through
GitHub. The project owns its own GitHub organization which artic-
ulates so far four different repositories: (1) the main web page, (2)
the mirGFF3 format, (3) the mirtop API and (4) the incubator
(https://github.com/miRTop/incubator/issues), where new ideas take

form. Additional repositories will be added as projects develop. The
miRTOP group uses the GitHub project web pages to organize dif-
ferent analyses in a transparent, communicative and inclusive man-
ner to promote collaboration and equality among all members of
the miRNA community. Crowd-supported projects have recently
started to emerge in bioinformatics research (Lesurf et al., 2015). As
one of them, miRTOP encourages communication, collaboration
and community-driver problem solving as well as decision making.
The research problems are selected by the miRNA community and
commonly addressed.

2.1 The mirGFF3 file format: definition and explanation
The mirGFF3 format was developed based on the original GFF3 for-
mat, taking advantage of the coordinate system information that
GFF3 can handle and the possibility to store attributes in column 9
(Supplementary File S2). The GFF3 format is commonly used for the
annotation of genomic coordinates and is a popular data exchange
format, particularly within the Generic Model Organism Database
(O’Connor et al., 2008) and genome browsing applications such as
Ensembl or IGV (Thorvaldsdottir et al., 2013; Zerbino et al., 2018).
The mirGFF3 format definition and corresponding descriptions are
maintained on the mirGFF3 specific GitHub page, and have been
deposited in the FAIRsharing (Sansone et al., 2019) and EDAM
databases (Ison et al., 2013). Other file formats, such as BED, BAM,
or VCF files, were considered but their customization to miRNA
data would have necessitated more complicated alterations to be un-
biased compared to the adaptation of the original GFF3 file format.
For instance, many extra columns would have been necessary to
adapt the BED file format to define miRNA attribute information,
and for BAM and VCF files, several different isomiR attribute tags
would have to be implemented in addition to the already mandatory
ones. In contrast, the original GFF3 file format already provides a
structure fulfilling all the miRNA and isomiR requirements without
the need to create a totally new file format or extension.

In the mirGFF3 format, the columns ‘seqid’, ‘source’, ‘type’,
‘start’, ‘end’ and ‘strand’, are used as defined in the original GFF3
format (Supplementary Table S2). The column ‘type’ accepts the
terms ‘ref_miRNA’ or ‘isomiR’ which are part of the sequence ontol-
ogy project for miRNA definition (http://www.sequenceontology.
org/browser/current_release/term/SO: 0000276) as SO: 0002166
and SO: 0002167, respectively. The column ‘score’ is available for
each tool to use freely if additional information needs to be added or
specified. The column ‘phase’ is ignored in the mirGFF3 format
given that it refers specifically to reading frame in protein coding
sequences. Finally, column 9, ‘attribute’, was adapted to contain all
the relevant information concerning the metadata that characterize
each specific isomiR (Supplementary Table S3). In the mirGFF3 def-
inition, attributes starting with a capitalized letter are reserved to
the attributes listed in Supplementary Table S3, but custom attrib-
utes can be added by adding their descriptor in lower case.

mirGFF3 format accepts headers that include sample origin,
names and other custom information used to parse the data by the
API framework. All header lines should start with the string ‘##’.
Four header lines are mandatory: (1) the mirGFF3 format version, (2)
the database used for annotation, (3) the sample names and (4) the
tool used for annotation and quantification (Fig. 1a). The database
line can point to any of the already published resources and their ver-
sion: miRBase (Kozomara and Griffiths-Jones, 2014), miRCarta
(Backes et al., 2018b), miRGeneDB (Fromm et al., 2015), or a custom
database. For existing databases, the version should be provided. For
custom databases, an optional link to download the coordinates or
precursor sequences should be provided. Sample names should be
given after the character string ‘COLDATA’ and should contain the
sample names, each separated by a ‘,’ (comma) character (if more
than one sample). The header string, ‘TOOLS’, is used to inform the
tool used to detect miRNAs and isomiRs from the transcriptomic
sequencing data. If the attribute ‘Filter’ is used, a line starting with
the character string ‘FILTER’, which explains the possible values
this attribute refers to, should be added for the user to filter the file
content based on these criteria (Fig. 1a). In addition, we encourage
users to add any header line that could provide additional useful
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information concerning the original small RNA-seq analysis. The
most common information could be, but is not limited to, the com-
mand line/parameters used to generate the mirGFF3 file, the date of
generation, or the description of any custom adjustments done dur-
ing the previous annotation and quantification analysis.

The column ‘attribute’ (column 9) of the original GFF3 format
was adapted to contain all the metadata relevant to miRNA/isomiR
analyses [e.g. the exact sequence variation(s) that an isomiR dis-
plays, its expression in different samples, its mapping location] with
the possibility to filter and classify isomiRs by mature miRNA(s)
and/or pre-miRNAs(s) (Supplementary Table S3). The unambiguous
identification of isomiRs between studies is still an open problem
because different tools utilize different nomenclature and categoriza-
tion systems. To this end, we adopted a unique identifier (UID), or
‘IsomiR license plate’, inspired by the MINTmap approach for
tRNA fragments (Loher et al., 2017; Pliatsika et al., 2016) and act-
ing as a sequence-dependent unique ID that is independent of gen-
ome assembly or species and does not require an arbitrary naming
mechanism. Any isomiR sequence can be translated into a UID and
any UID can be converted back to the isomiR sequence it represents
(Fig. 1b). In the mirGFF3 format, a UID name, e.g. ‘iso-NN-C{N}’,
concatenates three pieces of information, each separated by a ‘-’
(dash). First, the prefix ‘iso-’ specifies that this sequence corresponds
to an isomiR; second, the length (NN) of the sequence is provided
and third, the suffix is the encoded nucleotide sequence. The nucleo-
tide sequence conversion method follows the rules of MINTmap in
which each nucleotide triplet is encoded into a single character
therefore reducing the string length by one third.

The ‘Variant’ attribute constitutes another characteristic of the
mirGFF3 format specifically organized to maximize clarity,

communication and standardization across the community. The
‘Variant’ attribute follows an isomiR description and miRNA–
mRNA interaction characteristic adapted from the isomiR-SEA
format (Urgese et al., 2016). Briefly, isomiR modification character-
izations are based on a comparison of the sequence of a given
isomiR to its reference miRNA in the chosen database. Changes on
the 5’-end of the sequence, related to the start of the miRNA, are
described as ‘iso_5p’ and changes on the 3’-end of the sequence,
related to the tail of the miRNA, are described as ‘iso_3p’. This an-
notation prefix is followed by details on the nucleotide changes of
this isomiR compared to the provided reference. A ‘–’ (minus sign) is
used if the isomiR start or end is upstream compared to the reference
extremity. In contrast, a ‘þ’ (plus sign) is used if the isomiR start or
end is downstream compared to the reference endpoint (Fig. 1c)
(Loher et al., 2014; Telonis et al., 2015). For example, an isomiR
with both ‘iso_5p:–1’ and ‘iso_3p:þ1’ as ‘Variant’ attributes would
be two nucleotides longer than its reference: one nucleotide longer
at the 5’-end and one nucleotide longer at the 3’-end (Fig. 1c). In
both ‘iso_5p’ and ‘iso_3p’ cases, the nucleotide additions have to be
templated additions, meaning that these nucleotides are encoded in
the genome. In cases of 5’-non-templated additions (additions that
do not match the reference genomic sequence), isomiRs are
described as ‘iso_add5p’ (Fig. 1c). Similarly, in the case of 3’-non-
templated additions, isomiRs are described as ‘iso_add3p’.

Finally, isomiRs that present nucleotide changes in their se-
quence that do not affect their extremities are described as ‘iso_snv’
(single nucleotide variant). This type of isomiR is further divided
into five subtypes (Fig. 1d): (1) ‘iso_snv_seed’, when the nucleotide
variation is located in the seed of the detected isomiR between
nucleotides 2 to 7; (2) ‘iso_snv_central_offset’, when the nucleotide
variation is located at the seed offset position, at nucleotide 8, a nu-
cleotide that is relevant to the strength of the miRNA-mRNA inter-
action; (3) ‘iso_snv_central’, when the nucleotide variation is
located in the central part of the miRNA, between nucleotide 9 to
12, (4) ‘iso_snv_central_supp’, when the nucleotide variation is
located in the supplementary region of the miRNA, between nucleo-
tides 13 to 17 and (5) ‘iso_snv’, when the nucleotide variation is
located in any other position in the miRNA, nucleotides 1, and 18
to the end of the miRNA.

The ‘Filter’ attribute was adapted from the variant caller format
file, where it is used to decide whether a variant passes or not the
user-defined filtering options. Each annotation and quantification
tool has the possibility to attribute to each isomiR a reliability score
that can be any custom value defined in the additional header lines
of the mirGFF3 file.

The ‘Hits’ attribute is used to represent the number of times that
the read name/sequence matches the database with different isomiR
changes. For example, in the human genome assembly GRCh38
(International Human Genome Sequencing Consortium, 2004), iso-
22-DV0Y6O6N3 (with sequence AATGCACCTGGGCAAGGAT
TCT) can be attributed to both MIMAT0002871&hsa-miR-500a-
3p (ATGCACCTGGGCAAGGATTCTG) and MIMAT0004775
&hsa-miR-502-3p (AATGCACCTGGGCAAGGATTCA) with dif-
ferent but presumably equally likely variations from the two referen-
ces. In the first assignment case (hsa-miR-500a-3p), the 5’-end and
3’-end differ from the reference by one nucleotide, whereas in the se-
cond assignment case (hsa-miR-502-3p), the 3’-end differs from the
reference by the insertion of one nucleotide. By setting ‘Hits¼2’ and
representing the sequence in two lines (with ‘Parent’ attribute being
one of the references in each line), both possible origins can be ad-
equately captured. The ‘Expression’ value for the variant is set to
the number of total reads for the sequence, and not a proportion of
them, and the ‘UID’ attribute can be used to parse the file and avoid
over-counting. A different example could be the isomiR iso-23-
UPVMX5I80O (with sequence TACAGTAGTCTGCACATTGGT
TA) that can be attributed to three different loci located on three dif-
ferent human chromosomes: MIMAT0004563&hsa-miR-199b-3p
on chromosome 9 and MIMAT0000232&hsa-miR-199a-3p on
chromosomes 1 and 19 (all three loci having ACAGTAGTCTGCAC
ATTGGTTA as reference sequence). In this situation, one can set
‘Hits¼3’ and take a similar approach as above. Alternatively,

(a)

(b)

(c)

(d)

(e)

Fig. 1. The mirGFF3 file format and the mirtop API. (a) Example of input file header

and the required lines: file format version, database used and samples included. (b)

Examples of sequence compression to uniquely identify each sequence. (c) Examples

of isomiRs with changes at the 5’- and 3’-ends and their respective variant attributes.

The first sequence represents a portion of the miRNA precursor (i.e. pre-miRNA) and

the second sequence is the reference isomiR defined by the user or the database used.

Bold orange letters indicate templated additions. Bold red letters indicate non-tem-

plated additions at the 3’-end of the isomiR. Orange strikethrough letters indicate

non-templated nucleotide additions at the 3’-end of the isomiR. (d) Example of nucleo-

tide changes at different positions/regions of the isomiR and their respective naming.

(e) The mirtop API workflow shows the main formats accepted as input files, the func-

tions the Python API have implemented and the output file formats
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because this isomiR perfectly matches each genomic location in the
exact same way, it could be listed in a single line with the ‘Hits’ at-
tribute set to ‘1’ and the ‘Parent’ attribute would be used to reflect
the multiple possible origin by having the three reference names sep-
arated by a comma character.

We realized that column 9 can be overwhelmed by the number
of attributes it contains; for that reason, a mirGFF3 file can be con-
verted into a tabular format facilitating the parsing by other tools or
custom scripts. In addition, mirGFF3 can be output as a GTF format
changing the separator character used in the ‘Attributes’ column.

2.2 The mirtop API framework
The API framework ‘mirtop’ was developed in Python (v.2.7 and
v3.6) and uses other common bioinformatics packages. It operates
BAM files (pysam) (Li et al., 2009), Bed files (pybedools, bedtools)
(Dale et al., 2011; Quinlan, 2014) and standard IO processes with
sequences (Biopython) (Cock et al., 2009). The mirtop package is
based on a central class that converts each line of the mirGFF3 file
into a Python class structure, containing all the information related
to each isomiR. A validation step for mirGFF3 rules and restrictions
occurs at the creation of the file, avoiding errors that can be difficult
to uncover later.

The mirtop API framework contains five different operations:
importing, converting, managing, compiling and exporting (Fig. 1e).
The importers in mirtop have so far been coded to import and con-
vert the output files of seqbuster (bcbio-nextgen), miRge2.0, isomir-
SEA, sRNAbench and Prost! into the mirGFF3 format.
Furthermore, IsoMiRmap, miRge2.0, OPTIMIR and QuagmiR
(Bofill-De Ros et al., 2019a) have already implemented the mirGFF3
format into their outputs. This is an indication of the short adapta-
tion time required thanks to the use of the standard GFF3 format
mirtop uses. The mirtop operator can also manage and compile
mirGFF3 files allowing joining, filtering on single or multiple files
and transformation of the mirGFF3 information into a count ma-
trix. Finally, mirtop exporters create the final mirGFF3 file and can
also convert it into other output formats commonly used for down-
stream analyses. Currently, mirtop, in addition to the mirGFF3 for-
mat, can export to FASTA, isomiRs (Bioconductor package, https://
bioconductor.org/packages/release/bioc/html/isomiRs.html) and VCF
formats, which are all used in a diversity of visualization and analysis
tools for isomiR characterization and variant calling (http://www.inter
nationalgenome.org/wiki/Analysis/vcf4.0/).

The conversion of several different tool outputs into a common
file format will help researchers and developers focus on down-
stream analyses without being limited to only one quantifying tool
and a specific output format. The mirtop API will therefore help
boost the development of universal downstream analyses, enhancing
the reproducibility and quality of miRNA and isomiR biology
research.

3 Discussion

Here, we present a community-backed effort to standardize, hom-
ogenize and enhance the ways researchers report, share and commu-
nicate miRNA results. We have organized a community with a
common goal for miRNA/isomiR result standardization, and cre-
ated mirGFF3, an adapted GFF3 file format. mirGFF3 was specific-
ally designed to contain all relevant information concerning
miRNAs and isomiRs identified in small RNA-seq data, regardless
of the upstream methods or downstream use-cases. This new format
represents the first consensus supported by multiple experts in the
field for the report of isomiR variations and abundances in one or
more biological samples produced by high throughput sequencing
technologies. The mirGFF3 format is complementary to existing
bioinformatics tools that support GFF3 files and aligns to the tran-
scriptomic communities that have based their mRNA annotations
on GFF3 files. Similar to BAM or VCF file formats, mirGFF3 con-
tains all the information necessary to re-analyze the data in the same
way as when the raw output file from any analysis pipeline is avail-
able. The API framework, mirtop, which enables the conversion of

miRNA quantification tool outputs and the processing of general
statistics and count matrices, will serve as a catalyst for the use of
the mirGFF3 format. The mirtop API supports any version of the
mirGFF3 format and can convert older files to the latest version if
needed.

The mirGFF3 file format and the mirtop API tool are the results
of an open-membership international miRNA community created to
promote open source code sharing in a collaborative and well-
supported bioinformatic environment. The mirGFF3 format and
associated mirtop API will encourage the miRNA community to de-
velop downstream analysis protocols independent of the initial tool
that was used for detection and quantification. The mirGFF3 format
will provide a common entry point for a variety of applications
ranging from the annotation of miRNAs/isomiRs or filtering for
technical errors inherent to each library preparation protocol
(Giraldez et al., 2018), to visualization, variant calling, differential
expression, clustering, or any other sequence analyses.

We are currently using mirGFF3 and mirtop to study the accur-
acy of isomiRs detection across laboratories, protocols and tools by
re-analyzing multiple publicly available datasets (Giraldez et al.,
2018; Kim et al., 2019; Wright et al., 2019). The current status of
this project can be accessed at: https://github.com/miRTop/isomir_
accuracy_meta_analysis. The use of the mirGFF3 format and mirtop
makes comparisons easier, more transparent and reproducible.

The miRTOP group is and will remain open to any researcher
interested in small RNA analysis at any level, from experimental sci-
entists to computational biologists. miRTOP was created by mem-
bers of the miRNA research community for the miRNA research
community and offers networking and organization to improve and
to promote collaborative research.
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Minor allele of the factor V K858R 
variant protects from venous 
thrombosis only in non-carriers of 
factor V Leiden mutation
M. Ibrahim-Kosta1,2, P. Suchon1,2, F. Couturaud3, D. Smadja   4,5, R. Olaso6, M. Germain7, 
N. Saut1,2,8, L. Goumidi2, C. Derbois6, F. Thibord7,9, S. Debette7,10, P. Amouyel11, 
J. F. Deleuze6,12, P. van Doorn13, E. Castoldi13, E. Patin14,15,16, M. C. Alessi1,2, D. A. Trégouët   7 
& P. E. Morange1,2,8

Factor V serves an important role in the regulation of blood coagulation. The rs6025 (R534Q) and rs4524 
(K858R) polymorphisms in the F5 gene, are known to influence the risk of venous thrombosis. While 
the rare Q534 (factor V Leiden) allele is associated with an increased risk of venous thrombosis, the 
minor R858 allele is associated with a lower risk of disease. However, no study has deeply examined the 
cumulative impact of these two variations on venous thrombosis risk. We study the association of these 
polymorphisms with the risk of venous thrombosis in 4 French case-control populations comprising 
3719 patients and 4086 controls. We demonstrate that the Q534 allele has a dominant effect over R858. 
Besides, we show that in individuals not carrying the Q534 allele, the protective effect of the R858 allele 
acts in a dominant mode. Thrombin generation-based normalized activated protein C sensitivity ratio 
was lower in the 858R/R homozygotes than in the 858K/K homozygotes (1.92 ± 1.61 vs 2.81 ± 1.57, 
p = 0.025). We demonstrate that the R858 allele of the F5 rs4524 variant protects from venous 
thrombosis only in non-carriers of the Q534 allele of the F5 rs6025. Its protective effect is mediated by 
reduced factor VIII levels and reduced activated protein C resistance.

Factor V (FV) serves an important role in the regulation of blood coagulation, having both pro- and anticoagu-
lant properties1. FV circulates in blood as a precursor of activated FV (FVa), which serves as a cofactor to FXa in 
the activation of prothrombin to thrombin. The procoagulant activity of FVa is under strict control by activated 
protein C (APC), which cleaves multiple peptide bonds in FVa2. FV also has two identified anticoagulant activi-
ties, as a cofactor to APC in the inactivation of factor VIIIa3 (FVIIIa) and as a cofactor to the coagulation inhibitor 
tissue factor pathway inhibitor (TFPIα) in the inhibition of FXa4,5.
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A large number of missense polymorphisms in the F5 gene coding for FV has been reported6. Among these, two 
genetic variations are now well established to affect the risk of venous thrombosis (VT): FV Leiden (FVL, rs6025, 
R534Q) identified by Bertina et al.7 and the Lysine to Arginine substitution at amino acid 858 (rs4524, K858R) 
identified by Smith et al.8. The Q534 allele is the major genetic risk factor of VT and has a frequency of ∼5% in the 
general population of European descent. The Q534 allele has been associated with a ∼3 fold increased risk of VT 
through resistance to APC9. Conversely, the minor R858 allele of rs4524 has been associated with a protective OR 
(∼0.8) for VT8. This association has been replicated in other studies and meta-analyses10–14. There is some evidence 
that the protective effect of the R858 allele is mediated through its influence on plasma APC resistance15,16.

Although several studies have previously attempted to address the joint influence of the rs6025 and rs4524 pol-
ymorphisms on VT risk10,12,14,15, none of them have properly taken into account the linkage disequilibrium (LD) 
between the two polymorphisms to accurately estimate their respective influence on disease risk. Indeed, haplotype 
analysis is not only adapted to detect interactive effects between polymorphisms17,18 but is also particularly well suited 
to identify the true contribution on a trait of a polymorphisms from what is due to its LD with other variant(s)19,20.

In this work, we performed a comprehensive haplotype analysis of the rs6025 and rs4524 in a case-control 
setting totaling 3716 VT patients and 4086 controls in order to better estimate their true impact on VT risk. In 
addition, we supplemented our epidemiological observations with experimental data on the functional impact of 
the rs4524 on the PC anticoagulant pathway.

Results
Association of rs6025 (R534Q) and rs4524 (K858R) variants with VT.  Genotype distributions of 
the two studied F5 variants in cases and controls are provided in Table 1. As already well documented, the pres-
ence of the Q534 allele was about 3-fold more frequent in cases than in controls (0.083 vs 0.025, p = 4.37 10−63). 
Conversely, the minor allele (R858) of the rs4524 variant was less frequent in cases than in controls (0.213 vs 
0.259, p = 2.14 10−11). The Q534 allele was associated with an increased risk of VT (OR = 3.61 [3.06–4.24]), while 
the R858 was associated with a decreased risk of VT (OR = 0.77 [0.72–0.84]) in the combined study samples with 
no evidence for heterogeneity across studies (p = 0.778).

Linkage disequilibrium and haplotype analyses of the rs6025 (R534Q) and rs4524 (K858R) var-
iants.  The two variants were in complete negative (D’ = −1) LD, generating 3 haplotypes: R534/K858 (H1), 
Q534/K858 (H2) and R534/R858 (H3). Haplotype distributions in cases and controls are shown in Table 2. These 
distributions were very consistent across the four studies. In agreement with the results of the single variant anal-
yses, the unique haplotype (H2) carrying the Q534 allele was more frequent in cases than in controls, whereas the 
unique haplotype (H3) carrying the R858 form was less frequent in cases, homogeneously across the four studies.

Association of F5 diplotypes with VT.  Because of the strong LD between the two F5 variants, the three 
observed haplotypes generated 5 diplotypes, i.e pairs of haplotypes carried by a given individual. Association of 
these diplotypes with VT risk in the combined studies are shown in Table 3. In the absence of the Q534 allele, 
carrying one or two copies of the H3 haplotype was homogeneously associated with a protective OR for VT, 
OR = 0.78 [0.70–0.88] and OR = 0.74 [0.58–0.94], respectively. The test for heterogeneity between these two ORs 
was not significant (p = 0.68) indicating a dominant effect of the H3 haplotype in non carriers of the Q534 allele

rs6025 (R534Q) rs4524 (K858R)

R/R R/Q Q/Q

P valuea K/K K/R R/R P valueaFVL−/FVL− FVL+/ FVL− FVL+/ FVL+

EDITH

  Controls 1103 (95%) 56 (5%) 1
8.79 10−10

656 (56%) 445 (38%) 69 (6%)
0.0077

  Cases 1030 (88%) 138 (12%) 3 704 (61%) 396 (34%) 51 (5%)

EOVT

  Controls 1170 (95%) 58 (5%) 0
1.72 10−16

672 (55%) 477 (39%) 79 (6%)
0.010

  Cases 340 (83%) 70 (17%) 1 255 (62%) 136 (33%) 20 (5%)

FARIVE

  Controls 561 (95%) 27 (5%) 0
8.43 10−5

314 (54%) 220 (38%) 44 (8%)
0.0031

  Cases 532 (89%) 62 (11%) 1 363 (63%) 184 (32%) 31 (5%)

MARTHA

  Controls 1052 (95%) 58 (5%) 0
5.26 10−23

586 (53%) 460 (41%) 64 (6%)
3.19 10−6

  Cases 1202 (68%) 340 (22%) 0 973 (63%) 490 (32%) 79 (5%)

COMBINED

  Controls 3886 (95%) 199 (~5%) 1
4.37 10−63

2228 (55%) 1602 (39%) 256 (6%)
2.14 10−11

  Cases 3104 (83%) 610 (16%) 5 (1‰) 2295 (62%) 1206 (33%) 181 (5%)

Table 1.  Association of F5 rs6025 and rs4524 with VT risk in four French case-control studies. aCochran 
Armitage trend test’s p-value. FVL−: absence of Factor V Leiden mutation; FVL+: presence of Factor V Leiden 
mutation.
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By contrast, we observed a dominant effect of the H2 haplotype (tagging for the Q534 allele), as H2 carriers 
were exposed to the same VT risk whether they were carrying the H1H2 or the H2H3 diplotype, OR = 2.99 
[2.36–3.79] and OR = 2.36 [1.61–3.45], respectively (p for heterogeneity = 0.30).

Association of F5 diplotypes with quantitative biological phenotypes.  Association of F5 diplo-
types with plasma levels of FV and normalized Agkistrodon Contortrix Venom ratio (ACVn) from MARTHA 
GWAS and MARTHA12 cases are shown in Table 4. Association analyses for ACVn were conducted after exclud-
ing individuals on anticoagulant therapy. We observed a significant association between ACVn and the H2 hap-
lotype (tagging for the Q534 allele: p = 1.79 10−169 for H1H2 and p = 1.00 10−59 for H2H3). Carrying a diplotype 
including the H3 haplotype (tagging for R858) in the absence of the Q534 allele had no effect on the quantitative 
biological phenotypes measured (ACVn and FV plasma levels). Only a trend toward an association between H3 
haplotype and lower APC resistance in the ACVn test was observed under a dominant model (p = 0.06).

To get more insight into the protective effect of the rs4524 R858 allele, we measured thrombin generation at 10 
pM tissue factor (TF) in the absence and presence of APC in 25 homozygous carriers of this allele (858R/R) and in 25 
non-carriers (858K/K), all without Q534 allele (Fig. 1). While the area under the thrombin generation curve without 
APC (endogenous thrombin potential (ETP)−APC, Fig. 1A) was similar in the two genotype groups (707.8 ± 158.3 nM.
min vs 716.0 ± 139.1 nM.min, p = 0.876 after adjustment for age and sex), the ETP plus APC (ETP+APC, Fig. 1B) was 
lower in the 858R/R homozygotes than in the 858K/K homozygotes (143.4 ± 133.3 nM.min vs 205.2 ± 127.7 nM.min) 
and the difference was close to significance after correction for age and sex (p = 0.067). Accordingly, the normalised 
APC sensitivity ratio (nAPCsr, Fig. 1C) was also lower in the 858R/R homozygotes than in the 858K/K homozygotes 
(1.92 ± 1.61 vs 2.81 ± 1.57), with p = 0.025. This indicates that the minor allele of the rs4524 polymorphism is associ-
ated with reduced plasma APC resistance in the ETP-based assay, in line with its protective effect against VT.

In contrast, no significant difference in APC sensitivity ratio (APCsr) between 858R/R and 858K/K homozy-
gotes was observed in the Immunochrom assay (2.05 ± 0.18 vs 1.97 ± 018, p = 0.169 after correction for age and 
sex) (Fig. 1D), which specifically measures APC resistance arising from poor FVIIIa inactivation. However, FVIII 
levels (Fig. 1E) were somewhat lower in 858R/R homozygotes than in 858K/K homozygotes (99.7 ± 26.4 IU/dL vs 
113.9 ± 19.4 IU/dL, p = 0.039).

Controls Cases OR (95%CI)

EDITH (N = 1150) (N = 1140)

H1 R534/K858 0.73 0.73 —

H2 Q534/K858 0.02 0.06 2.58 [1.85–3.61]

H3 R534/R858 0.25 0.21 0.85 [0.74–0.98]

EOVT (N = 1228) (N = 411)

H1 R534/K858 0.72 0.70 —

H2 Q534/K858 0.02 0.09 3.51 [2.38–5.17]

H3 R534/R858 0.26 0.21 0.86 [0.70–1.04]

FARIVE (N = 575) (N = 577)

H1 R534/K858 0.71 0.73 —

H2 Q534/K858 0.02 0.06 2.26 [1.41–3.61]

H3 R534/R858 0.27 0.21 0.78 [0.65–0.95]

MARTHA (N = 1110) (N = 1542)

H1 R534/K858 0.71 0.68 —

H2 Q534/K858 0.03 0.11 4.96 [3.67–6.71]

H3 R534/R858 0.26 0.21 0.83 [0.73–0.95]

Table 2.  Association of haplotypes derived from F5 rs6025 (R534Q) and rs4524 (K858R) with VT risk.

Diplotype Controls Cases

H1 H1 2064 (51%) 1812 (49%) Reference

H1 H2 146 (4%) 474 (13%) OR = 2.99 [2.36–3.79]
p = 1.58 10–19

H2 H3 53 (1%) 131 (4%) OR = 2.36 [1.61–3.45]
p = 1.06 10–5

H2 H2 0 5 (0, 1%) NA

H1 H3 1545 (38%) 1071 (29%) OR = 0.78 [0.70–0.88]
p = 5.97 10−5

H3 H3 255 (6%) 178 (5%) OR = 0.74 [0.58–0.94]
p = 0.013

Table 3.  Distribution of diplotypes derived from F5 rs6025 (R534Q) rs4524 (K858R) variants in the combined 
cases and control population. H1 haplotype refers to the R534/K858 haplotype. H2 haplotype represents the 
unique haplotype carrying the FVL mutation (Q534/K858). H3 haplotype represents the unique haplotype 
carrying the rare R858 allele (R534/R858). Odds Ratios (OR) were adjusted for age, sex and study population.
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Discussion
In the present study, we performed the first haplotype/diplotype association analysis of the F5 rs6025 and rs4524 
polymorphisms with respect to VT risk. This analysis that efficiency takes into account the LD between the two 
polymorphisms for accurately estimating their true impact on VT risk, demonstrated that the R858 allele of the 
rs4524 is protective against VT but only in individuals not carrying the Q534 allele of the rs6025. Conversely, the 
Q534 allele is a risk factor for VT whatever the allele present at the rs4524 locus.

Due to a complete negative LD between the 2 variants, the R858 and the Q534 alleles are never on the same 
haplotype in the French studied populations.

Whereas the mechanism by which the Q534 allele induces a hypercoagulable state is well documented1, the 
mechanisms underlying the protection from VT provided by the R858 allele deserve to be clarified. The K858R 
variant is located in the N-terminal part of the B-domain and is part of the so-called G-allele, a particular F5 allele 
which is characterized by having guanines (G) instead of adenines (A) at nucleotide positions 2391, 2663 (rs4524), 
2684 and 28636. These variants are always co-inherited in Caucasians and the last three lead to amino acid sub-
stitutions. However, not much is known about the functional effects of most of the B-domain variants. Since the 
B-domain is removed upon activation of FV, an effect on the activity of FVa seems unlikely, but an effect on the 
anticoagulant functions of FV, when the B-domain is retained, cannot be excluded. In fact, the FV B-domain is 
known to be important for the APC-cofactor function of FV in the inactivation of FVIIIa21. In this respect, Kostka 
et al.15 have shown that the R858 allele is less frequent than expected in patients with APC resistance in the absence 
of the Q534 allele. In this study, APC resistance was measured with the Immunochrom® APC response Test Kit, 
which specifically measures the APC-cofactor activity of FV in FVIIIa inactivation. In addition, Mingozzi et al.16 
have observed that the R858 allele is associated with lower APC resistance (measured with the activated partial 
thromboplastin time aPTT-based assay) in asymptomatic Q534 heterozygotes. In the present study we did not 
observe any association between the H3 haplotype (tagging the R858 allele) and the ACVn, an aPTT-based APC 

Diplotype

Log ACVn* FV plasma levels (IU/mL)

n p n p

H1H1 450 0.051 (0.235) Ref 480 1.09 (0.236) Ref

H1H2 87 −0.723 (0.210) 1.79 10−169 98 1.09 (0.261) 0.42

H2H3 29 −0.700 (0.193) 1.00 10−59 31 1.13 (0.268) 0.20

H1H3 281 0.072 (0.261) 0.14 293 1.07 (0.210) 0.18

H3H3 39 0.096 (0.244) 0.20 42 1.05 (0.149) 0.53

Table 4.  Association of F5 diplotypes with quantitative biological phenotypes in MARTHA GWAS and 
MARTHA 12. H1 haplotype refers to the R534/K858 haplotype. H2 haplotype represents the unique haplotype 
carrying the FV Leiden mutation (Q534/K858). H3 haplotype represents the unique haplotype carrying the rare 
R858 allele (R534/R858). ACVn: normalized Agkistrodon Contortrix Venom ratio; FV: Factor V. Association 
analyses were adjusted for age, sex and MARTHA substudy group. *Analyses were conducted after excluding 
individuals under anticoagulant therapy.

Figure 1.  Coagulation parameters in 858K/K and 858R/R homozygotes. Distributions of the ETP−APC (A), 
ETP+APC (B) and nAPCsr (C) measured with thrombin generation-based assay, the APCsr measured with the 
Immonochrom assay (D), and FVIII levels (E) in 25 homozygous carriers of rs4524 (858R/R) and in 25 non-
carriers (858K/K). The horizontal lines represent the means of the distributions. Please note that APC resistance 
increases with increasing ETP-based nAPCsr and with decreasing Immunochrom APCsr.
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resistance assay, nor with FV plasma levels. Moreover, the effect of the H2 haplotype (tagging for the Q534 allele) 
on APC resistance was similar irrespective of the haplotype (H1 or H3) on the counterpart allele.

To get more insight into the biological mechanisms responsible for the R858 allele, additional functional 
assays exploring the PC anticoagulant pathway were performed in 25 homozygous carriers of R858 and in 25 
non-carriers. While we could not prove that R858/R858 homozygotes are less APC-resistant than K858/K858 
homozygotes in the Immunochrom test (probably due to the insufficient number of patients tested in relation to 
the ‘assay window’, which is very narrow), we did observe reduced APC resistance in R858/R858 homozygotes 
using the ETP-based assay, essentially confirming that the R858 variant attenuates APC resistance. In addition, 
we found that FVIII levels are ~13% lower in R858/R858 homozygotes than in K858/K858 homozygotes, which 
could contribute to the protective effect of the R858 allele.

Apart from APC resistance, it has been recently reported that the B-domain of FV is also important for the 
interaction with TFPIα22 and that it can be alternatively spliced to yield a form of FV (FV-short) with considera-
bly increased affinity for TFPIα23. Therefore, it is tempting to speculate that the rs4524 polymorphism might also 
affect the FV-TFPIα interaction, thereby influencing the TFPIα-cofactor activity of FV in the inhibition of FXa4,5 
and/or the inhibition of FV activation and prothrombinase by TFPIα22–24. This could also explain why the effect 
of K858R on APC resistance is more easily detected with the ETP-based assay (which is triggered with tissue fac-
tor and is very sensitive to TFPIα25 than with aPTT-based assays, which rely on the intrinsic coagulation pathway.

In conclusion, we have provided additional evidence that the common R858 variant protects against VT 
and that its protective effect is mediated by reduced FVIII levels and reduced APC resistance. Additional func-
tional studies are needed to clarify whether this polymorphism also affects the interaction of FV with TFPIα and 
whether this interaction contributes to the protective effect of R858 on VT.

Materials and Methods
The present work was based on 4 case-control studies for VT, namely EDITH, EOVT, FARIVE, and the MARTHA 
Genome-Wide Association Study (GWAS), where VT events (pulmonary embolism and/or deep vein throm-
bosis) were objectively diagnosed. Detailed descriptions have already been published13,26 and are summarized 
in the supplementary text. The association of FV diplotypes with quantitative phenotypes was assessed in two 
independent collections of VT cases, the MARTHA GWAS and the MARTHA1213,27 study (described in the 
supplementary text).

Participants of the case-control EOVT and MARTHA GWAS studies have been typed with high density 
Illumina DNA arrays and imputed for 1000G reference database as part of previous Genome-Wide Association 
Studies13,27. In both studies, the rs6025 and rs4524 were well imputed (imputation criterion r2 > 0.80). In the 
FARIVE and EDITH studies, the rs6025 and rs4524 polymorphisms were genotyped by Taqman Technology 
(Applied Biosystems C___ 11975250_10 and C___8919444_1 respectively). MARTHA12 participants were typed 
with the Illumina HumanExome BeadChip v1.0 that includes both the rs6025 and rs4524.

All patients have been informed and their consents have been obtained.
The procedures employed were reviewed and approved by the Assistance Publique des Hopitaux de Marseille 

institutional review committee. All methods were performed in accordance with the relevant guidelines and 
regulations.

Functional assays.  In MARTHA GWAS and MARTHA12, fasting blood was drawn and biological param-
eters measured in platelet-poor plasma. Using those plasma, we performed several experiments in order to assess 
the functional impact of the rs4524 on the PC anticoagulant pathway by different assays. The ACV test is a global 
aPTT-based test exploring functional defects in the PC anticoagulant pathway. In MARTHA patients free from 
any anticoagulant treatment, the ACV test was performed as described by Robert et al.28,29. Briefly, the results were 
expressed as ACV ratio (ACVr) which was obtained by dividing the aPTT plus ACV (Protac®) by the aPTT. ACVn 
was then calculated by dividing the ACVr of the patient by the ACVr of a normal plasma control. FV plasma levels 
were measured by a clotting-based assay using an automated coagulometer (STA-R, Diagnostica Stago).

Among the cases of MARTHA12 that were not on anticoagulant treatment at the time of blood collection, 25 
homozygous carriers of the minor allele of the rs4524 polymorphism (858R/R) and 25 sex-matched non-carriers 
(858K/K) were selected for functional assays. None of the selected individuals carried FVL (i.e. all were R534/
R534).

For these selected patients, thrombin generation at 10 pM TF in the absence and presence of APC was meas-
ured using the Calibrated Automated Thrombography (CAT) method30. The area under the thrombin generation 
curve (in nM.min), calculated by the Thrombinoscope software, was used as the main output parameter. The APC 
concentration (7 nM) was chosen such as to reduce the ETP of normal pooled plasma to ~10% of its value in the 
absence of APC (%rest = ETP+APC/ETP−APC = 10%). The nAPCsr was calculated by dividing the %rest of each 
sample plasma by the %rest of normal pooled plasma measured on the same plate. The nAPCsr varies between 0 
and 10 and is directly correlated with APC resistance.

The Immunochrom APC Resistance assay, which specifically detects APC resistance arising from poor FVIIIa 
inactivation, was carried out as described in Brugge et al.31. This assay is based on the chromogenic measure-
ment of FVIIIa activity before and after a standardised treatment of the (diluted) sample plasma with APC. The 
assay outcome is expressed as APCsr, which is defined as the ratio between the FVIIIa activity determined in the 
absence and presence of APC. The Immunochrom APCsr is inversely correlated with APC resistance. All samples 
were measured in duplicate.

Statistical analysis.  The association of F5 genotypes with VT risk was tested using the Cochran-Armitage 
trend test after having checked for the genotype distributions consistency with Hardy-Weinberg equilibrium. 
Analyses were performed separately in each study and results were then meta-analyzed using the Mantel-Haensel 
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methodology implementing a fixed effect model. Due to the complete negative (D’ = −1) linkage disequilibrium 
between the F5 variants, haplotypes and diplotypes could be manually reconstructed from genotypes. The statis-
tical significance of the linkage disequilibrium D’ coefficient was assessed by the maximum likelihood approach 
implemented in the THESIAS software32 that relies on the methodology proposed by Thompson et al. 198833. 
Associations of haplotypes/diplotypes with VT risk and quantitative phenotypes were tested using a generalized 
linear model and were adjusted for age, sex and study group. Heterogeneity across populations was tested using 
the Cochran’s Q statistic.

Coagulation parameters measured in plasma were compared between carriers and non-carriers of the rs4524 
polymorphism using linear regression analysis adjusted for age and sex.
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Abstract

Summary: Predicted deleteriousness of coding variants is a frequently used criterion to filter out

variants detected in next-generation sequencing projects and to select candidates impacting on the

risk of human diseases. Most available dedicated tools implement a base-to-base annotation ap-

proach that could be biased in presence of several variants in the same genetic codon. We here

proposed the MACARON program that, from a standard VCF file, identifies, re-annotates and pre-

dicts the amino acid change resulting from multiple single nucleotide variants (SNVs) within the

same genetic codon. Applied to the whole exome dataset of 573 individuals, MACARON identifies

114 situations where multiple SNVs within a genetic codon induce an amino acid change that is dif-

ferent from those predicted by standard single SNV annotation tool. Such events are not uncom-

mon and deserve to be studied in sequencing projects with inconclusive findings.

Availability and implementation: MACARON is written in python with codes available on the

GENMED website (www.genmed.fr).

Contact: david-alexandre.tregouet@inserm.fr

Supplementary information: Supplementary data are available at Bioinformatics online.

1 Introduction

Variant annotation is a crucial step in whole genome/exome

sequencing analyses aimed at identifying putative causal variants, es-

pecially in a clinical context (Ding et al., 2014). For example, for a

rare inherited disease, one often starts to filter out detected variants

according to the anticipated mode of inheritance, the type of varia-

tions (e.g. synonymous, non-synonymous, stop gain/loss, splice,

etc.), allele frequencies and their predicted deleteriousness. There is

a plethora of annotation tools (Cingolani et al., 2012; McLaren

et al., 2016; Yang and Wang, 2015) but most of them implement a

base-to-base approach to annotate single-nucleotide variants

(SNVs). However, the presence of several SNVs at the same locus, in

particular within the same genetic codon, may bias annotations. For

example, two synonymous SNVs in the same codon can generate a

non-synonymous variation that would be missed by standard anno-

tation tools. To our knowledge, there is only one program, MAC
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(Wei et al., 2015), that accommodates multiple SNVs simultaneous-

ly. However, it is restricted to adjacent SNVs and cannot then prop-

erly address the situation when two SNVs affect the first and the

third base of a genetic codon. In addition, it does not use the infor-

mation on genetic code triplet structure. As a consequence, it consid-

ers the same way two SNVs affecting the adjacent bases of a genetic

codon, and two SNVs affecting the last base of a codon and the first

base of the next codon. To fill these gaps, we propose a simple

python-based algorithm, MACARON (for Multi-bAse Codon-

Associated variant Re-annotatiON) to identify and to more accur-

ately annotate multiple SNVs occurring within the same genetic

codon (Fig. 1). We illustrate MACARON’s relevance by an applica-

tion to whole exome sequencing data of 573 subjects.

2 Implementation and application

2.1 Workflow
The overall algorithmic steps of MACARON are given below and

illustrated as Supplementary Figure S1. The algorithm of

MACARON is written in python language and can run on any

LINUX/UNIX-like environment. Two pre-installed software, GATK

(McKenna et al., 2010) and SnpEff (Cingolani et al., 2012) should

be available for a complete run of MACARON. Briefly,

MACARON starts with a VCF file as an input with no restriction

on file format specifications. After identifying a list of candidate

SNVs that occur within the same genetic codon along with their cor-

rected amino acid changes, a second step consists in reading through

the original BAM files to extract reads information and to confirm

the presence of multiple SNVs on the same reads.

First, starting with a VCF file, MACARON utilizes GATK’s

VariationFiltration walker (Van der Auwera et al., 2013) with

parameters of –clusterSize 2 and –clusterWindowSize 3 followed by

the SelectVariants tool to identify adjacent SNVs and SNVs that are

2 bps apart. Then, coding SNVs are selected based on the SnpEff

functional annotation classes: SILENT, MISSENSE and

NONSENSE (temp_file1). At the third step, SNVs that cluster with-

in the same genetic codon are kept and new amino acid (AA)

changes are written in temp_file2 and temp_file3. Next, clustered

SNVs whose resulting AA changes are different from the original

ones are stored in temp_file4. In case of a multi-sample VCF file, a

scan is then performed on temp_file4 to identify clustered SNVs that

are present in at least one individual. Results are stored in a final

output text file containing all those SNVs identified within the same

genetic codon and for which the allelic status is heterozygous or

homozygous compared to the reference. At the final step, in order to

confirm that identified clustered SNVs are harbored on the same

reads, we used an in-house BASH-shell script (available with

MACARON code) to read through the original BAM files that have

been used for VCF file generation and to report the number of reads

that harbor all variant alleles at the identified clustered SNVs. This

script needs a subset of BAM files covering 50 bps over each clus-

tered SNVs.

2.2 Results
MACARON was applied to the whole exome sequencing data of

573 healthy individuals as part of the FREX initiative in which

625 984 exonic SNVs were identified (Genin et al., 2017).

MACARON identified 114 multi-base affected codons in 194 par-

ticipants. All identified affected codons were impacted by two SNVs

(these were referred to as paired codon SNVs, pcSNVs) and no

codon was identified that was simultaneously affected at all its 3

bases. From the identified pcSNVs, 83 were affecting codon posi-

tions 1 and 2, 23 codons were affected at positions 2 and 3 and the

remaining 8 were affected at positions 1 and 3. Detailed distribution

of the identified pcSNVs according to different criteria including al-

lele frequencies, amino acid changes and predicted deleteriousness is

given in Supplementary Table S1. Several observations could be

made. For example, of these pcSNVs, 30 involved two rare [i.e.

never reported or reported with minor allele frequency<0.01 in the

gnomeAD database (Lek et al., 2016)] SNVs, 15 involved one rare

and one common SNV and 69 based on two common SNVs. These

types of pcSNVs were referred to as ‘double-rare’, ‘single-rare’ and

‘double-common’ pcSNVs, respectively. The number of private (i.e.

present in only one individual) pcSNVs were 16 (53%), 11 (�73%)

and 3 (�4%) � among ‘double-rare’, ‘single-rare’ and ‘double-com-

mon’ pcSNVs, respectively. No pcSNV was generated from two syn-

onymous SNVs but 26 were defined from one synonymous and one

non-synonymous SNV. For 114 pcSNVs, the resulting amino acid

change was different from the two original SNVs. Using the popular

functional effect prediction tool SIFT (Ng and Henikoff, 2003), we

observed that nine pcSNVs were predicted to be ‘damaging’ while

the two original SNVs were predicted to be ‘tolerated’. Conversely,

two pcSNVs were predicted to be ‘tolerated’ or ‘neutral’ while the

two original SNVs were predicted to be ‘damaging’. For this applica-

tion, MACARON took �1 h on an Intel(R) Xeon(R) CPU E5-2640

v3 @ 2.60GHz processor�32 cores machine equipped with 64 GB of

RAM on UBUNTU 16.04 LTS operating system to screen, re-

annotate pcSNVs and validate them from BAM files.

3 Conclusion

MACARON is a new annotation tool for characterizing multiple

SNVs within a same codon detected in WGS/WES studies. Its appli-

cation to real data suggests that the frequency of pcSNVs is underap-

preciated and that inaccurate annotation of such genetic variations

could contribute to explain inconclusive findings in DNA sequenc-

ing analyses.
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Intracranial aneurysm rupture is most frequently responsible 
for aneurysmal subarachnoid hemorrhage (aSAH), lead-

ing to a true cerebral aggression responsible for neurological 
insults but also impacting on many other organism’s func-
tions.1 One of the more dreadful aSAH complications is the 
occurrence of cerebral vasospasm. Cerebral vasospasm con-
sists in a thickening and temporary contraction of an artery 
vessel occurring in 30% of patients with aSAH, on average 
between 4 and 12 days after the bleeding. This contraction 
may lead to hypoxia, which may in turn lead to severe neuro-
logical sequela.

Although diagnostic markers have been proposed,1,2 
there are to date no validated biomarkers that can help dis-
criminating patients with aSAH who will develop vasospasm 
(VSP+) from those who will not (VSP−). Any patient admitted 
in neurointensive care units for an aSAH usually undergoes 
an aggressive preventive treatment, consisting in an inva-
sive monitoring and administration of a vasodilator drug, the 

nimodipine,3 that is associated with severe side effects, such as 
cerebral and pulmonary edema.4

Hypothesizing that whole-blood miRNAs could be a 
suitable source of candidate biomarkers for vasospasm, we 
report here the result of the first whole-blood next-generation 
sequencing miRNA profiling in a cohort of 32 patients with 
aSAH prospectively followed for cerebral vasospasm.

Materials and Methods
VASOGENE study was registered on ClinicalTrials with the unique 
identifier NCT01779713. miRNA data described in this work are 
available in the European Genome-Phenome Archive platform under 
the acronym access code VASOGENE.

VASOGENE Study
The VASOGENE study was approved by its local ethics committees 
(Commission Nationale de l’informatique et des Libertés [CNIL] and 
Comité Consultatif sur le Traitement de l’Information en Matière 

Background and Purpose—Arterial vasospasm is a well-known delayed complication of aneurysmal subarachnoid 
hemorrhage (aSAH). However, no validated biomarker exists to help clinicians discriminating patients with aSAH who 
will develop vasospasm (VSP+) and identifying those who then deserve aggressive preventive therapy. We hypothesized 
that whole-blood miRNAs could be a source of candidate biomarkers for vasospasm.

Methods—Using a next-generation sequencing approach, we performed whole-blood miRNA profiling between VSP+ 

patients with aSAH and patients who did not develop vasospasm (VSP−) in a prospective cohort of 32 patients. Profiling 
was performed on the admission day and 3 days before vasospasm.

Results—Four hundred forty-two miRNAs were highly expressed in whole blood of patients with aSAH. Among them, 
hsa-miR-3177-3p demonstrated significant (P=5.9×10−5; P

Bonferroni corrected
=0.03) lower levels in VSP− compared with VSP+ 

patients. Looking for whole-blood mRNA correlates of hsa-miR-3177-3p, we observed some evidence that the decrease 
in hsa-miR-3177-3p levels after aSAH was associated with an increase in LDHA mRNA levels in VSP− (P<10–3) but not 
in VSP+ (P=0.66) patients.

Conclusions—Whole-blood miRNA levels of hsa-miR-3177-3p could serve as a biomarker for vasospasm.
Clinical Trial Registration—URL: https://www.clinicaltrials.gov. Unique identifier: NCT01779713.    

(Stroke. 2018;49:2220-2223. DOI: 10.1161/STROKEAHA.118.021101.)

Key Words: biomarkers ◼ humans ◼ microRNAs ◼ prospective studies ◼ vasospasm, intracranial
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de Recherche dans le Domaine de la Santé [CCTIRS]), and all 
VASOGENE participants provided informed written consent.

The VASOGENE cohort is composed of 89 patients with aSAH 
recruited from January 2013 to December 2016 at the neurointensive 
care unit of Pitié-Salpêtrière Hospital (Paris, France). Participants were 
patients with aSAH hospitalized in the 48 hours after the aneurysm 
rupture and treated in the first 96 hours by embolization or surgery. 
All patients were French individuals, excluding blacks, Hispanics, and 
Asians, aged ≥18 years. Patients were followed in the neurointensive 
care unit for at least 12 days. Each day, a transcranial Doppler sonogra-
phy was performed to diagnose vasospasm. When transcranial Doppler 
was equivocal or for patients with poor temporal window, a digital sub-
traction angiography was performed to confirm the suspicion of vaso-
spasm. For all patients with aSAH, a blood sample was collected daily 
from the entry in the neurointensive care unit till day 12.

mRNA/miRNA Substudy
The present study deals with a subsample of the whole VASOGENE 
cohort composed of 16 VSP+ patients retrospectively matched to 16 
patients with aSAH who did not develop vasospasm after 12 days 
(VSP−), matching being performed as much as possible for age, sex, 
and hemorrhage severity. For these 16 VSP+/VSP− pairs, we ana-
lyzed miRNA/mRNA levels on whole-blood samples collected at the 
admission day (D

0
) and 3 days (D

v3
) before the day VSP+ patients 

developed vasospasm (or the corresponding day for their matched 
VSP− patients). Detailed description of the genome-wide gene 
and miRNA expression profiling is given in the online-only Data 
Supplement. The design of this study is summarized in Figure I in the 
online-only Data Supplement.

Statistical Association Analyses
Association between miRNA abundance and vasospasm was tested 
using a linear mixed model adjusted for age and sex (Methods in the 
online-only Data Supplement). A Bonferroni correction was applied 

to identify significant associations. miRNAs found significantly asso-
ciated with the risk of vasospasm in the miRNA sequencing analysis 
were requantified by reverse transcription-quantitative polymerase 
chain reaction for technical validation of the results (online-only Data 
Supplement). Similar linear models were used to identify candidate 
mRNA correlates of significant miRNAs (Methods in the online-only 
Data Supplement).

Results
Clinical characteristics of the VASOGENE and of the miRNA 
substudy populations are shown in the Table.

In total, 1512 known mature miRNAs were detected 
among which only 442 were considered as expressed and 
tested for association with vasospasm. Full association 
results are summarized in the Q-Q plot shown in Figure II 
in the online-only Data Supplement and listed in Table I in 
the online-only Data Supplement. One miRNA, hsa-miR-
3177-3p, was significantly (P=5.9×10−5; P

Bonferroni corrected
=0.03) 

associated with the risk of vasospasm, with higher level in 
VSP+ than in VSP− patients (6.20±0.47 versus 5.62±0.61; 
Figure 1). Using reverse transcription-quantitative polymerase 
chain reaction measurements, the significant association of 
hsa-miR-3177-3p with vasospasm was confirmed (P=0.03; 
Figure III in the online-only Data Supplement). Looking 
deeply to these results revealed that hsa-miR-3177-3p levels 
slightly decreased between D

0
 and D

v3
 in VSP− (5.89 versus 

5.41; P=0.037), whereas no change was observed in VSP+ 
patients (6.20 versus 6.18; P=0.63; Figure 1).

We then scanned for mRNA expressions that could asso-
ciate with hsa-miR-3177-3p levels. No single association 

Table.  VASOGENE Cohort

 

Whole Study Ancillary miRNA Study

VSP+ VSP−

P Value*

VSP+ VSP−

P Value*n=32 n=57 n=16 n=16

Age, y 49.53 (10.06) 55.33 (12.00) 0.01 49.19 (10.98) 51.62 (12.70) 0.57

Female sex (%) 21 (65.63%) 39 (68.42%) 0.70 11 (68.75%) 11 (68.75%) 1.0

Smoker (%) 22 (68.75%) 28 (49.12%) 0.14 11 (68.75%) 9 (56.25%) 0.72

Fisher grade   0.16   0.11

 ��� 1 2 9  2 1  

 ��� 2 6 11 0 5

 ��� 3 7 6 4 3

 ��� 4 16 27 10 7

 ��� 5 1 4 0 0

WFNS score   0.02   0.13

 ��� 1 13 23  6 10  

 ��� 2 14 10 8 3

 ��� 3 0 4 0 2

 ��� 4 5 13 2 1

 ��� 5 0 7 0 0

GCS>13 26 33 0.08 13 12 0.06

Shown data: mean (SD) for quantitative variable and count (%) for qualitative variable. GCS indicates Glasgow coma scale; VSP+, vasospasm 
positive; VSP−, vasospasm negative; and WFNS, World Federation of Neurological Surgeons.

*Association test P value derived from ANOVA and χ2 test statistics for quantitative and qualitative data, respectively.
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reached the Bonferroni threshold of 2.3×10−6 (Table II in the 
online-only Data Supplement). However, among the 3 loci 
that exhibited suggestive statistical (P<10−4) correlation with 
hsa-miR-3177-3p levels (Methods in the online-only Data 
Supplement), LOC100506532 (ρ=0.45; P=4.15×10−5), Mucin 
1 (ρ=0.34; P=4.76×10−5), and LDHA (ρ=−0.38; P=8.7×10−5), 
we observed that the correlation between the mean difference 
of hsa-miR-3177-3p and the mean difference of LDHA mRNA 
was much stronger in VSP− (ρ=−0.81; P=0.001) than in VSP+ 

(ρ=−0.14; P=0.657; Figure 2). Following an opposite pattern 
to that observed for hsa-miR-3177-3p, LDHA mRNA levels 
were rather constant between D

0
 and D

v3
 (7.35±0.02 versus 

7.36±0.06; P=0.69) in VSP+ but slightly increased over time 
in VSP− (7.33±0.04 versus 7.36±0.05; P=0.12; Figure IV in 
the online-only Data Supplement).

We also sought for miRNAs whose mean expression differ-
ence between D

0
 and D

v3
 could differ according to the vasospasm 

status but did not observe any miRNA that achieved statistical 
significance (Table III in the online-only Data Supplement).

Discussion
We here deployed a next-generation sequencing approach 
to identify candidate miRNAs associated with vasospasm in 
whole-blood samples of patients with aSAH followed pro-
spectively for vasospasm. To our knowledge, this is the first 
study using such integrative approach in the context of cere-
bral vasospasm and the largest cohort of patients with aSAH 
prospectively followed for vasospasm and studied for miR-
NAs and mRNAs.

This study revealed that increased hsa-miR-3177-3p 
levels were associated with vasospasm risk in patients with 
aSAH. Little is known about hsa-miR-3177-3p except it 
is highly expressed in the brain and cerebellum.5 We also 
observed that this increase in hsa-miR-3177-3p levels was 
accompanied with a decrease in LDHA gene expression. 
Several works support the role of LDHA, which is also 
highly expressed in the brain,6 as a good candidate for vaso-
spasm. LDHA mRNA and protein levels have been shown to 
be modulated after cerebral artery occlusion in rats.7 LDHA 
expression in brain microvascular endothelial cells was dem-
onstrated to be influenced by hypoxia8—a key regulatory 
mechanism involved in vasospasm.9 Finally, genetic varia-
tions at the LDHA locus have been reported to associate10 
with plasma concentrations of acute-phase serum amyloid 
A—an inflammatory marker known to be associated with 
cerebral disorders.11,12

Despite being supported by strong statistical and bio-
logical evidences, our results suffer from some limitations. 
The size of our cohort, despite the largest involved to date 
in a miRNA/mRNA study for vasospasm, is still relatively 
modest and our cohort limited to patients of European ances-
try. Even if an association between miRNA and vasospasm 
reached statistical significance after multiple testing correc-
tion, we cannot exclude that we missed additional miRNA 
associations because of small sample size and power issues. 
Second, we do not provide replication of our main statis-
tical findings in an independent cohort—a mandatory step 
to propose elevated hsa-miR-3177-3p levels in whole blood 
as a biomarker for vasospasm and to validate the associa-
tion between hsa-miR-3177-3p and LDHA. Besides, further 
experimental works would be needed to investigate whether 
the observed association between hsa-miR-3177-3p levels 
and LDHA mRNA levels reflects a direct physical interac-
tion between hsa-miR-3177-3p and one of its target genes 
or whether it involves an additional intermediate partner that 
remains to be identified. But this is out of the scope of the 
present epidemiological work.

Figure 1.  Whole-blood expression of hsa-miR-3177-3p in patients with 
aneurysmal subarachnoid hemorrhage with vasospasm (VSP+) and without 
vasospasm (VSP−) in the whole VASOGENE cohort (A) and separately at D0 
and Dv3 (B).

Figure 2.  Correlation between changes in hsa-miR-3177-3p and in LDHA 
mRNA over time in whole-blood samples of patients with aneurysmal 
subarachnoid hemorrhage with vasospasm (VSP+) and without vasospasm 
(VSP−).
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Summary
We identified elevated hsa-miR-3177-3p levels in whole blood 
as candidate marker for the risk of vasospasm in patients with 
aSAH.
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Sujet : Variation génétique et plasmatique des microARNs - Impact
sur les paramètres biologiques de l’hémostase

Résumé : Les microARNs (miARNs) sont les membres d’une classe de petits ARNs non codants
d’environ 22 nucléotides, dont le mécanisme principal est de réguler l’expression des gènes dans le
cytoplasme. Leurs importance est telle qu’il est estimé que la majorité des gènes humains sont
régulés par ces petits ARNs, et ils sont ainsi potentiellement impliqués dans le développement
de nombreuse pathologies. La séquence des miARNs peut-être soumise à des variations post-
transcriptionnelles et des variations génétiques générant alors des séquences isoformes appelées
isomiRs. Afin de détécter et quantifier précisemment l’expression des miARNs à partir de données
de séquençage, cette hétérogénéité intra-miARN, due aux isomiRs, doit être prise en compte,
tout comme l’homogénéité inter-miARN due aux miARNs paralogues. Le pipeline optimiR,
développé dans le cadre de cette thèse, permet de surmonter ces challenges grâce notamment
à l’intégration de l’information génétique des échantillons analysés, ainsi qu’à une stratégie
d’alignement originale, qui permettent de détecter les isomiRs tout en distinguant les miARNs
paralogues. Les données analysées lors de cette thèse proviennent de la cohorte MARTHA,
composée de patients ayant développé une thrombose veineuse (VTE), parfois avec récidive.
L’expression normalisée de 162 miARNs obtenue pour 344 patients a ensuite été utilisée afin
d’analyser: 1) les déterminants génétiques de l’expression de ces miARNs; 2) l’association des
miARNs avec le risque de récidive pour la VTE; 3) les corrélations avec certains paramètres
biologiques de l’hémostase. Collectivement, ces analyses m’ont permis d’identifier des microARNs
d’intérêt pour la recherche sur la thrombose veineuse et sur l’hémostase.

Mots clés : microARN; Génétique; Séquençage; Etudes d’Associations; Hémostase; Thrombose
Veineuse

Subject : Genetic and plasmatic variations of microRNAs - Impact
on haemostatic traits

Abstract: MicroRNAs (miRNA) are small non coding RNAs with an average size of 22 nucleotides,
mainly known to regulate gene expression in the cytoplasm. These small RNAs are estimated to
regulate the majority of human genes, and are potentially involved in several diseases. MiRNA
sequences might contain genetic variants and can undergo post-transcriptional variations, which
generate miRNA isoforms called isomiRs. In order to accurately detect and quantify miRNA
expression, isomiRs as well as paralogous miRNAs must be accounted for. The optimiR pipeline
developed during this project overcome these challenges by integrating genetic information and by
implementing an original strategy based on local alignement. Sequencing data were obtained from
the MARTHA cohort, which is composed of french unrelated patients who experienced venous
thrombosis (VTE). Normalized expression of 162 miRNAs from 334 patients were used to analyze:
1) the genetic determinants of miRNA expression; 2) the association of miRNA expression levels
with VTE recurence; 3) the correlations between miRNA expression levels and hemostatic traits.
As a whole, these analyses allowed me to identify miRNAs of interest for the study of VTE and
hemostasis.

Keywords : microRNA; Genetics; Sequencing; Association Studies; Hemostasis; Veinous Throm-
bosis
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