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Résumé 

L’homéostasie est un phénomène essentiel permettant à l’organisme de maintenir un 

fonctionnement stable en dépit de perturbations internes et externes. Ces modifications 

continuelles compensatoires des fonctions corporelles sont notamment préservées par le 

système neuroendocrinien qui ajuste la production d’hormones de l’organisme.  Parmi les 

cellules neuroendocrines impliquées, les cellules chromaffines de la médullosurrénale sécrètent 

des catécholamines en réponse au stress et permettent une réponse dite de « fight or flight » 

nécessaire à une distribution ajustée de l’énergie de l’organisme, notamment par des 

modulations au niveau cardiovasculaire.  Ces catécholamines sont sécrétées via un processus 

de sécrétion régulée par le calcium se concluant par l’exocytose, étape essentielle de la 

libération d’hormone dans la circulation sanguine. Le phéochromocytome (PCC), une tumeur 

neuroendocrine rare de la médullosurrénale, est caractérisé par une hypersécrétion de 

catécholamines à l’origine de répercussions délétères sur la présentation de la maladie mais 

également susceptible d’influencer son diagnostic, son pronostic ainsi que sa prise en charge. 

Les mécanismes moléculaires et cellulaires sous-jacents à cette dérégulation sont toutefois peu 

connus. Mes travaux de thèse démontrent que cette hypersécrétion du PCC ne résulte pas 

seulement d’un effet de masse tumorale mais qu’elle implique également un dysfonctionnement 

à l’échelle de la cellule individuelle. En effet, ces cellules présentent une augmentation de 

l’activité d’exocytose, associée à une surexpression globale des gènes impliqués dans ce 

processus tant au niveau transcriptionnel que protéique. Nous nous sommes interrogés alors sur 

les potentiels régulateurs de cette hypersécrétion hormonale en exploitant la piste des 

microARN, des acteurs essentiels de l’homéostasie cellulaire. Nous avons alors montré le rôle 

majeur joué par un groupe de 20 microARN inhibiteurs post-transcriptionnels de l’expression 

des gènes de l’exocytose. Leur sous-expression globale dans le PCC est associée à la 

surexpression des gènes de l’exocytose et ainsi à la suractivation de la sécrétion de 

catécholamines. Ces études constituent un point de départ solide vers une meilleure 

compréhension de la physiopathologie des PCC et des tumeurs neuroendocrines, 

principalement caractérisés par une hypersécrétion hormonale. 

 
Mots clés : exocytose, microARN, phéochromocytome, sécrétion régulée par le calcium 
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Summary 

Homeostasis, a vital phenomenon, enables the body to maintain stable functioning even in the 

face of internal and external disturbances. The continual compensatory adjustments in bodily 

functions are primarily governed by the neuroendocrine system, which regulates the production 

of hormones within the body. Among the neuroendocrine cells involved, chromaffin cells of 

the adrenal medulla gland respond to stress by secreting catecholamines. This “fight or flight” 

response is critical for the balanced distribution of the body's energy, particularly through 

cardiovascular modulations. These catecholamines are released through a calcium-regulated 

secretion process, culminating in exocytosis, the final step in hormone release into the 

bloodstream. Pheochromocytoma (PCC), a rare neuroendocrine tumor of the adrenal medulla 

gland, is characterized by an overproduction of catecholamines, which has deleterious effects 

on disease presentation and potential implications for diagnosis, prognosis, and management. 

However, the underlying molecular and cellular mechanisms of this dysregulation are not well 

understood. We have demonstrated that the hypersecretion in PCC is not solely due to the tumor 

burden but also involves dysfunction at the individual cell level. These cells demonstrate 

increased exocytosis activity, associated with an overexpression of genes related to this process, 

both at the transcriptional and protein levels. To explore potential regulators of this hormonal 

hypersecretion, we investigated the role of microRNAs, which are essential post-transcriptional 

modulators of cellular homeostasis. Our studies have highlighted the significant role played by 

a group of 20 post-transcriptional inhibitors microRNAs in the expression of exocytosis-related 

genes. Their overall underexpression in PCC is associated with the overexpression of 

exocytosis-related genes and, consequently, the hyperactivation of catecholamine secretion. 

These studies represent a solid foundation for a better understanding of the pathophysiology of 

PCC and neuroendocrine tumors, which are primarily characterized by hormonal 

hypersecretion. 

Keywords: exocytosis, microRNA, pheochromocytoma, calcium-regulated secretion 
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Introduction  

1. Physiologie du système neuroendocrinien  

1.1. Milieu intérieur et homéostasie  

« L'organisme vivant n'est qu'une machine admirable douée des propriétés les plus 

merveilleuses et mise en activité à l'aide des mécanismes les plus complexes et les plus délicats. 

Il n'y a pas des forces en opposition et en lutte les unes avec les autres ; dans la nature il ne 

saurait y avoir qu'arrangement et dérangement, qu'harmonie et désharmonie. » (Bernard, 1865) 

Claude Bernard, en 1865, développe la notion de milieu intérieur, véritable produit de 

l’organisme, qui conserve des rapports nécessaires d’échanges et d’équilibre avec le milieu 

extérieur, l’environnement qui l’entoure. Ainsi, l’organisme opère des modifications 

continuelles compensatoires des fonctions corporelles afin de s’adapter aux perturbations 

intérieures et extérieures, lui permettant d’acquérir une vie libre et indépendante.  

Ce concept est étendu par Walter B. Cannon sous le nom d’homéostasie, un état d’équilibre 

« stasis », pouvant varier mais relativement constant « omoios », des caractères physico-

chimiques de l’organisme impliquant le cerveau et les nerfs, le cœur, les poumons, les reins et 

la rate, travaillant tous en coordination (Cannon, 1929). 

1.2. Le système neuroendocrinien, acteur de l’homéostasie 

1.2.1. Introduction 

Chez les métazoaires, les informations provenant de l’environnement sont notamment 

collectées et traitées par le système nerveux. Les cellules neuronales qui le composent 

communiquent au travers d’impulsions électriques afin de répondre spécifiquement et 

instantanément à ces stimuli notamment via le contrôle des muscles squelettiques, cardiaques 

et lisses. Cette coordination est également régie par le système endocrinien à l’origine de la 

synthèse et la sécrétion de substances biochimiques dans la circulation sanguine régulant ainsi 

des fonctions essentielles de l’organisme : le métabolisme, la croissance et le développement, 

la reproduction ou encore la réponse au stress. Ces deux systèmes agissent en synergie, 

communiquant entre eux afin de maintenir l’homéostasie de l’organisme. 

Le système neuroendocrinien est composé de cellules ayant la particularité de sécréter et libérer 

des hormones et neuropeptides dans la circulation sanguine en réponse à des signaux électriques 
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ou chimiques provenant du système nerveux. Intermédiaire des systèmes nerveux et 

endocrinien, il s’organise en un réseau complexe de cellules au sein du système nerveux central 

avec l’hypothalamus et l’hypophyse ou organisées sous forme d’organes et de glandes telles 

que la thyroïde, les parathyroïdes ou encore les surrénales au niveau périphérique (Figure 1). 

Des cellules neuroendocrines isolées sont également retrouvées dispersées au sein du tube 

digestif, des ilots pancréatiques, des poumons, des voies respiratoires de la tête et du cou, des 

testicules et des ovaires. 

 

Figure 1 Système neuroendocrinien et localisation des cellules neuroendocrines 

1.2.2. Cellules neuroendocrines  

Les cellules neuroendocrines présentent des similitudes morphologiques et fonctionnelles avec 

les neurones et les cellules dérivant de la crête neurale (Tischler, 1989). Regroupées sous le 

terme de cellules « amine precursor uptake and decarboxylation » (APUD), elles possèdent ou 

ont possédé la faculté de décarboxylation d’acides aminés à certains stades de leur 

développement et dans certains cas pour une période de quelques jours seulement (A. G. Pearse, 

1969; A. G. E. Pearse, 1982). Leur origine embryonnaire, initialement décrite comme 

commune, a fait l’objet de nombreux débats (Fontaine & Le Douarin, 1977; RonaldE. Stevens 

& Moore, 1983). Le dogme initial reposait sur une origine embryonnaire ectodermique pour 

l’ensemble des APUD. Ainsi, elles dériveraient de cellules provenant de la crête neurale, une 

population de cellules multipotentes en migration, présentes de façon transitoire au cours de 

l’embryogenèse chez les vertébrés (Takahashi et al., 2013). Néanmoins, une série d’études 

expérimentales a démontré l’origine endodermique des cellules neuroendocrines pancréatiques, 
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intestinales et pulmonaires (Andrew & Kramer, 1979; Pictet et al., 1976). De plus, l’origine 

ectodermique des cellules chromaffines surrénaliennes et extra-surrénalienne ainsi que des 

cellules C thyroïdiennes a également été confirmée (M. S. Adams & Bronner-Fraser, 2009). 

Jusqu’à très récemment, il était admis que les cellules chromaffines partagent un progéniteur 

commun avec les neuroblastes sympathiques. Toutefois, de nouvelles études chez l’être humain 

et la souris ont montré une ségrégation plus précoce de ces deux lignées (Hanemaaijer et al., 

2021). Les cellules chromaffines dérivent ainsi de cellules pluripotentes de la crète neurale 

appelées précurseurs des cellules de Schwann. D’ailleurs, l’ablation du nerf préganglionnaire, 

sur lequel migrent ces cellules, entraine un déficit marqué en cellules chromaffines (Furlan et 

al., 2017). 

Finalement, à la suite d’une transition épithélio-mésenchymateuse (TEM), les progéniteurs des 

cellules neuroendocrines migrent vers leurs emplacements cibles tout en acquérant, sous 

l’influence du milieu environnant, leur phénotype sécrétoire hormonal. Ainsi, en réponse à une 

stimulation électrique ou chimique, elles sécrètent des hormones et autres produits de régulation 

dans la circulation sanguine via un processus de sécrétion dite régulée. La plupart de ces 

hormones sont des polypeptides produits par clivage protéolytique à partir de précurseurs plus 

grands appelés prohormones. Ces « agents de communication » sont encapsulés dans des 

granules de sécrétion dont la taille varie considérablement en fonction du type cellulaire, 

pouvant aller de 100 à 1000 nm. À la suite d’un influx calcique, ces hormones sont libérées 

dans le milieu extracellulaire via la fusion du granule à la membrane plasmique. La nature des 

hormones sécrétées va différer entrainant des effets distincts sur l’organisme. 

1.3. Régulation des processus biologiques par le système neuroendocrinien 

L’hypothalamus, lui-même sous l’influence de neurotransmetteurs et peptides régulateurs, 

détecte les sécrétions humorales des tissus cibles et sécrète, en conséquence, des hormones 

régulatrices vers le lobe antérieur de l’hypophyse (Figure 2). Bien qu’elle représente moins de 

2% du volume total du cerveau, cette « glande maîtresse » du système neuroendocrinien couvre, 

de manière sophistiquée et complexe, de nombreuses fonctions de régulation des fonctions 

biologiques. Elle est constituée d’une population hétérogène de cellules neuroendocrines à 

l’origine de sécrétions hormonales et donc d’effets régulateurs, spécifiques à l’organe ciblé. 
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Figure 2 Principales hormones et neuropeptides sécrétés par l'axe hypothalamo-hypophysaire 

Par exemple, la sécrétion de la corticolibérine (corticotropin-realising hormone, CRH) par le 

noyau paraventriculaire de l’hypothalamus dans le système porte, stimule la sécrétion de 

l’hormone adrénocorticotrope (adreno corticotropic hormone, ACTH) par les cellules 

corticotropes de l’hypophyse. Cette hormone, libérée dans la circulation sanguine, agit sur la 

synthèse et la sécrétion de glucocorticoïdes par le cortex des glandes surrénales. Les 

glucocorticoïdes, dont le cortisol, sont des hormones stéroïdiennes impliquées dans le 

métabolisme et la redistribution de l’énergie. Cette régulation est requise pour maintenir 

l’homéostasie lorsque l’organisme est confronté à un stress physiologique mais également en 

réponse à des changements diurnes normaux du métabolisme (Oakley & Cidlowski, 2013). Le 

cortisol est notamment responsable d’une impulsion métabolique, de manière circadienne lors 

du réveil mais également lors des périodes d’épuisement énergétique quotidien via une 

mobilisation du glucose et la stimulation de l’appétit. 

Ainsi, le système neuroendocrinien, principalement via l’axe hypothalamo-hypophysaire mais 

également par le biais de cellules APUD isolées, ajuste la production d'hormones et maintien 

un équilibre optimal du milieu interne, approprié à une fonction normale de l’organisme. 

1.4. « Fight or flight » et système sympatho-surrénalien  

1.4.1. « Fight or flight » 

Le système neuroendocrinien est également à l’origine de réponses spécifiques aux différentes 

perturbations de l’homéostasie. Parmi celles-ci, l’exposition au froid, l’hémorragie 

hypotensive, l’hypoglycémie induite, la douleur traumatique ou encore la détresse émotionnelle 

vont engendrer chez l’organisme une réponse dite « fight or flight » à l’origine d’ajustements 

compensatoires et anticipatifs de processus physiologiques et comportementaux (Cannon & de 
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la Paz, 1911). Confronté à un facteur de stress aigu, l’organisme réagit à la menace via 

l’activation du système nerveux sympathique. Soit il se bat et l’emporte, soit il accepte la défaite 

pour l’éviter et fuir, si sa survie en dépend (Cannon, 1915). La dynamique de la réponse au 

stress varie donc selon le caractère, l'intensité, la durée, l’état de santé ou encore le contexte 

(Berger et al., 2019). En effet, l’expérience de la détresse dépend de la perception du stress 

interne et externe par l’organisme et de sa capacité perçue à y faire face. 

Ainsi, l’interprétation du stimulus opérée par le système limbique menant à une réponse de 

« fight or flight » de l’organisme s’observe via une libération massive « d’hormones de stress » 

à l’origine de l’émergence d’un modèle ajusté de distribution de l’énergie de l’organisme. Parmi 

ces adaptations physiologiques, on observe une augmentation de l’apport en oxygène dans le 

sang via des modulations aux niveaux cardiaque, bronchique et musculaire. Cela s’accompagne 

également d’une augmentation de l’apport en substrats énergétiques suffisants, notamment via 

la mobilisation du glucose à partir du foie, pour assurer une activité musculaire accrue ainsi 

qu’une prolongation de la mydriase pour améliorer l’acuité visuelle. Une relaxation des muscles 

lisses des tissus non nécessaires, au niveau du tractus intestinal, des reins ou encore de l’utérus, 

est également observée. Cela s’ajoute à une vasoconstriction des vaisseaux de la peau et du 

tractus gastro-intestinal. 

1.4.2. Axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien  

Les glucocorticoïdes, impliqués dans le métabolisme et la redistribution de l’énergie, sont 

également mobilisés lors d’épisodes de stress via l’activation de la voie hypothalamo-

hypophyso-surrénalienne (Figure 3) (Herman, 2022; Mesiano & Jaffe, 1997). Le récepteur des 

glucocorticoïdes, de la superfamille des récepteurs nucléaires, est exprimé dans la plupart des 

organes et tissus. Ainsi, de nombreuses études dont celle réalisée par Sapolsky et collaborateurs, 

répertorient l’effet de ces hormones dans de nombreux systèmes physiologiques (Sapolsky et 

al., 2000). Leur large spectre d’action permet à ces hormones de coordonner les composants 

centraux et périphériques de l’organisme afin de faciliter les réponses comportementales 

appropriées au stress et générer des réponses adaptatives par l’intermédiaire du métabolisme, 

l’alimentation, l’immunité et la reproduction. De plus, dans une boucle de rétroaction classique, 

les glucocorticoïdes ciblent également l’hypothalamus et l’hypophyse afin d’inhiber la 

production et la libération de CRH et d’ACTH (Keller-Wood & Dallman, 1984; Oakley & 

Cidlowski, 2013). 
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Figure 3 Activation de l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien par le stress et le rétrocontrôle négatif 

1.4.3. Catécholamines, unité fonctionnelle du système sympatho-surrénalien 

Ces réponses rapides de l’organisme sont également et principalement médiées par les 

catécholamines, un terme regroupant la dopamine, la noradrénaline et l’adrénaline, qui sont 

synthétisés principalement par la glande médullosurrénale. En condition de repos chez l’être 

humain, les taux plasmatiques des catécholamines varient généralement de 25 à 70 pg/mL (0,2-

0,5 nmol/L) pour la dopamine, 200 à 300 pg/mL (1-1,5 nmol/L) pour la noradrénaline et 30 à 

70 pg/mL (0,2-0,5 nmol/L) pour l’adrénaline (William Tank & Lee Wong, 2014). En réponse 

à un stress, l’activation du système sympathique est corrélée à l’augmentation de 2 à 60 fois des 

taux plasmatiques d’adrénaline et de noradrénaline (Lymperopoulos et al., 2016). Par exemple, 

un seul épisode de stress par immobilisation peut entrainer une diminution d’environ 30% des 

niveaux d’adrénaline surrénalienne stockée chez le rat. Ces niveaux reviennent aux taux de base 

après trois semaines d’immobilisation quotidienne répétée suggérant l’existence d’une 

compensation par l’organisme (Kvetňanský & Mikulaj, 1970). 

1.4.3.1. Biosynthèse des catécholamines 

Les catécholamines, de la classe des monoamines, sont les principaux médiateurs de la réponse 

de l’organisme aux facteurs de stress. Ces composés hydrosolubles sont synthétisés à partir de 

la tyrosine, un acide aminé non essentiel pouvant provenir de l’alimentation ou par 

hydroxylation de la phénylalanine, principalement dans le foie, les reins et le pancréas 

(Garibotto et al., 2002; Lehnert, 1998). La L-tyrosine, captée par la cellule chromaffine via un 

transport actif impliquant les transporteurs 1 et 2 d’acides aminés de type L (L-type amino acid 

transporter, LAT1, LAT2), est convertie en L-3,4-dihydroxyphénylalanine (L-DOPA) par la 

tyrosine hydroxylase (TH) (Figure 4). La L-DOPA est décarboxylée par la L-DOPA 

décarboxylase (aromatic amino acid decarboxylase, AADC) pour produire la dopamine. La 
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dopamine, transloquée par des transporteurs vésiculaires de monoamines (vesicular monoamine 

transporter, VMAT) au sein des granules de sécrétion, est convertie en noradrénaline par la 

dopamine b-hydroxylase (DBH) qui est majoritairement liée à la membrane interne des granules 

(Eisenhofer et al., 2001). Finalement, dans les cellules chromaffines et les neurones 

adrénergiques, la noradrénaline peut être métabolisée en adrénaline par la phényléthanolamine 

N-méthyltransférase (PNMT). 

 

Figure 4 Voie de biosynthèse des catécholamines 
La TH est l’enzyme limitante de la synthèse des catécholamines (Zigmond et al., 1989). 

D’ailleurs, la perturbation du gène de la TH est létale, la perte des catécholamines entrainant 

une altération de la fonction cardiaque (Kobayashi et al., 1995). Particulièrement activée au 

niveau transcriptionnel par plusieurs voies dépendantes de l’AMPc à la suite de la stimulation 

de la médullosurrénale par le nerf splanchnique, elle permet, en réponse à la libération accrue 

des catécholamines, de maintenir leur teneur dans les cellules chromaffines (Lehnert, 1998). En 

outre, la sécrétion accrue en glucocorticoïdes influence également la synthèse des 

catécholamines via l’augmentation de son activité enzymatique (Ehrhart-Bornstein et al., 1998). 

De plus, à court et long termes, un rétrocontrôle négatif de l’expression de la TH est exercé par 

les catécholamines sécrétées (Daubner et al., 2011). En réponse à divers facteurs de stress, la 

libération massive de catécholamines est également compensée par une activité accrue de la 

DBH et la PNMT. Cette réponse est particulièrement rapide pour la PNMT où un seul épisode 

de stress par immobilisation est nécessaire pour élever les niveaux d’ARNm à leur maximum 

permettant ainsi d’augmenter l’expression de la protéine d’environ 50% (Kvetňanský & 

Mikulaj, 1970; Nankova et al., 1994). Par ailleurs, de nombreuses études ont mis en évidence 

l’influence des glucocorticoïdes dans la régulation de cette activité (Viskupic et al., 2002). Ont 

notamment été démontrés, la présence intracytoplasmique du récepteur aux glucocorticoïdes et 
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d’éléments de réponse aux glucocorticoïdes au sein de la région promotrice du gène de la PNMT 

(Ceccatelli et al., 1989; Zuckerman-Levin et al., 2001).  

1.4.3.2. Tissus cibles des catécholamines  

Les catécholamines libérées massivement dans la circulation sanguine interagissent avec les 

récepteurs adrénergiques, des récepteurs aminergiques couplés aux protéines G (RCPG), 

présents sur les membranes cellulaires des tissus cibles. Cela entraine l’activation de voies de 

signalisation et la modification conséquente de la fonction des organes. Pourtant, toutes les 

catécholamines ne sont pas égales dans leur capacité à activer les différents récepteurs 

adrénergiques. Leurs effets dépendent de la distribution, du type et de l’activité physiologique 

des cinq récepteurs connus (a1, a2 et b1, b2, b3) (Tableau 1). 

Tableau 1 Caractéristiques des récepteurs adrénergiques 
D’après (Sharma & M. Flood, 2019). 

 

Ainsi, une sécrétion sélective d’adrénaline ou de noradrénaline peut survenir en réaction à des 

facteurs de stress particuliers. Ainsi, l’adrénaline a des effets vasculaires et métaboliques plus 

puissants que ceux de la noradrénaline (Ahlquist, 1948; Hjemdahl et al., 1979). Par exemple, 

en réponse à une hypoglycémie induite par l’insuline ou un exercice physique, une sécrétion 

préférentielle d’adrénaline se produira en raison de sa plus grande capacité à mobiliser le 

glucose à partir du foie. Cela contraste avec la libération préférentielle de noradrénaline 

observée lors d’une exposition au froid, détectée par des récepteurs sympathiques 

thermosensibles. Ces récepteurs adrénergiques sont aussi la cible de certains médicaments. En 

effet, les agonistes et antagonistes de ces derniers sont notamment utilisés pour traiter 

l’insuffisance cardiaque, les arythmies cardiaques ou encore l’hypertension ou l’hypotension. 
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Ainsi, cette spécificité de réponse aux signaux de stress permet à l’organisme de s’adapter à 

son environnement.  

1.4.3.3. Catabolisme des catécholamines  

Une fois sécrétées, la demi-vie des catécholamines dans la circulation sanguine n’est que de 

quelques minutes (Peaston & Weinkove, 2004). En effet, elles sont rapidement catabolisées en 

dérivés inactifs par la catéchol-O-méthyltransférase (COMT) et les monoamines oxydases A et 

B (MAO). Par exemple, la noradrénaline et l’adrénaline sont catabolisées par la COMT en 

normétanéphrine et métanéphrine respectivement (Figure 5). Une oxydation de ces métabolites 

réalisée par MAO est à l’origine de la formation d’acide vanylmandélique (vanillylmandelic 

acid, VMA). Ils sont finalement éliminés par les reins, retrouvés dans les urines sous forme 

libre ou conjuguée avec des dérivés O-méthyl, des groupements sulfates ou encore avec l’acide 

glucuronique.  

 

Figure 5 Catabolisme des catécholamines par les enzymes COMT et MAO  
(COMT : catéchol-O-méthyltransférase, MAO : monoamines oxydases A et B) 

1.4.4. La glande surrénale, protagoniste essentiel du maintien de l’homéostasie  

Situées au-dessus des reins comme le désigne leur nom, les glandes surrénales sont des 

protagonistes essentiels au maintien de l’homéostasie. D’une taille variant de 3 à 4 cm pour un 

poids de 5 à 7 g en moyenne, la glande surrénale droite a une forme pyramidale alors que la 

gauche, légèrement plus petite, a une forme de goutte (Figure 6) (Lam et al., 2001; Mesiano & 

Jaffe, 1997; Schneller et al., 2014). Les glandes sont entourées d’une capsule fibreuse ferme 

composée de cellules stromales, de fibroblastes et de myofibroblastes. Alimentées par des 

branches artérielles provenant de l’artère phrénique inférieure, de l’aorte abdominale et des 
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artères rénales, elles ont l’un des taux d’apport sanguin par gramme de tissu les plus élevés de 

tous les organes (Sapirstein & Goldman, 1958). Par exemple, chez le rat, la surrénale représente 

environ 0,02% du poids corporel total mais reçoit environ 0,14% du débit cardiaque.  

 

Figure 6 Localisation des glandes surrénales et organisation histologique des deux unités fonctionnelles 

La surrénale est composée de deux structures anatomiques, histologiques, physiologiques, et 

fonctionnelles distinctes. Le cortex, d’origine mésodermique, est composé d’une zone externe 

glomérulée, d’une zone intermédiaire fasciculée et d’une zone interne réticulée (Carballeira & 

Fishman, 1980) (Figure 6). De couleur jaunâtre du fait leurs compositions lipidiques, ces trois 

régions distinctes du cortex sont respectivement le lieu de synthèse de minéralocorticoïdes, de 

glucocorticoïdes, et d’hormones androgènes (Kemp, 1937; Miller & Auchus, 2011). La 

médullosurrénale, d’origine ectoblastique, est retrouvée au centre de la glande surrénale et 

constitue environ 10% de celle-ci. Brune rougeâtre car fortement irriguée, elle est responsable 

de la grande majorité  (>90%) des taux de catécholamines synthétisés dans l’organisme 

(Eisenhofer et al., 1995; Kemp, 1937). Les cellules progénitrices sympathosurrénaliennes 

donnent également naissance aux cellules chromaffines du paraganglia, dispersées au sein de 

l’organisme et jouant également un rôle essentiel dans le contrôle de l’homéostasie via la 

libération de neurotransmetteurs dont la dopamine et la noradrénaline (Berger et al., 2019; 

Scriba et al., 2020).  

Chez l’adulte, il existe deux populations de cellules chromaffines médullo-surrénaliennes qui 

se distinguent par la présence ou non de la PNMT, l’enzyme de conversion de la noradrénaline 

en adrénaline. Les cellules chromaffines adrénergiques exprimant la PNMT étant majoritaires, 

l’adrénaline représente environ 75-80% des catécholamines synthétisées par la surrénale (Dhara 

et al., 2018). D’ailleurs, l’expression extra-surrénalienne de la PNMT étant limitée à un faible 

nombre de neurones du système nerveux central et à un ensemble de cardiomyocytes, la glande 
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surrénale est la source majoritaire d’adrénaline de l’organisme (>95%) (Kennedy et al., 1995; 

Osuala et al., 2011). Les sécrétions noradrénergiques de la glande chromaffine ne contribuent 

que faiblement à la proportion de noradrénaline totale produite par l’organisme (<10%) 

majoritairement produite par le tronc cérébral et le système sympathique.   

La localisation des cellules chromaffines dans la médullosurrénale dépend de leur phénotype et 

peut varier en fonction des espèces. Dans la médullosurrénale bovine, les cellules adrénergiques 

sont majoritairement situées en périphérie de la médulla suggérant que les cellules PNMT 

positives sont la cible des glucocorticoïdes sécrétés par le cortex, accentuant leur potentiel 

régulateur (Aunis, 1998; Livett et al., 1982). Ces interactions étroites entre le cortex et la 

médulla ont été identifiées dès l’organogenèse surrénalienne affectant de façon majeure la 

différenciation, la morphogenèse et la survie de cet organe (M. Haase et al., 2011; Schinner & 

Bornstein, 2005). La communication entre ces structures, demeurant majeure à l’âge adulte, est 

facilitée par le flux sanguin artériel centripète (Bornstein et al., 1994; Murakami et al., 1989). 

De surcroit, des cellules corticales sont présentes de manière diffuse dans la médullosurrénale 

et inversement. Ainsi, dans la médullosurrénale, la sécrétion de catécholamines et de stéroïdes 

est régulée par un réseau complexe d’interactions autocrines, paracrines et endocrines (Lefebvre 

et al., 2016). 

1.4.5. Stimulation de la médulla et sécrétion de catécholamines 

Lors d’un stress, l’innervation cholinergique de la médullosurrénale par le nerf splanchnique 

est le stimulateur prédominant de la libération de catécholamines dans la circulation sanguine 

(Figure 7) (Mravec, 2005). Ainsi, une seule cellule chromaffine peut bénéficier d’une 

stimulation par cinq synapses (Colomer et al., 2009). C’est la nature du stress rencontré qui va 

déterminer la sous-population de cellules chromaffines mobilisées. Leurs terminaisons 

nerveuses étant morphologiquement différentes, la régulation de leur sécrétion passe par des 

voies neuronales distinctes. Ainsi, l’acétylcholine libérée active les récepteurs cholinergiques 

nicotiniques des cellules chromaffines qui permettent une entrée de sodium et de potassium 

extracellulaire et induisent une dépolarisation localisée (Sala et al., 2007) (Figure 7). Cette 

dépolarisation entraine l’activation de canaux calciques voltage-dépendant ayant pour 

conséquence une entrée de calcium dans les cellules et finalement une exocytose calcium-

dépendante de leur contenu granulaire dans le milieu extracellulaire. De façon intéressante, il a 

également été démontré que les glucocorticoïdes corticosurrénaliens influencent cette sécrétion 

(Ehrhart-Bornstein & Bornstein, 2008). En absence de stress et également au travers du nerf 

splanchnique, une activité électrique basale est observée dans les cellules chromaffines, ce qui 
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est compatible avec la présence d’adrénaline dans la circulation sanguine (Lopez Ruiz et al., 

2022). Cette activité basale est toutefois très limitée, de l’ordre de quelques nanogrammes de 

catécholamines par minute (Lymperopoulos et al., 2016). 

 

Figure 7 Régulation de la sécrétion surrénalienne de catécholamines par le nerf splanchnique 
Les cellules chromaffines sont stimulées nerveusement par le nerf splanchnique (1) à la suite d’une libération 
d’acétylcholine (2) qui active les récepteurs nicotiniques (3). L’entrée d’ions sodium résultant provoque une 
dépolarisation de la cellule, l’activation des canaux calciques voltages-dépendants (4), l’entrée de calcium dans la 
cellule et déclenche l’exocytose. Ainsi, les membranes des granules de sécrétion fusionnent à la membrane 
plasmique (5) entrainant la libération des neuropeptides et hormones, dont les catécholamines, dans l’artère 
surrénalienne (6).  

1.4.6. Voie de la sécrétion régulée des cellules chromaffines 

1.4.6.1. Cellules chromaffines, modèle d’étude de la voie de la sécrétion régulée 

La sécrétion calcium-dépendante des catécholamines s’inscrit dans un processus cellulaire 

correspondant à une biogenèse de vésicules de sécrétion contenant ces peptides bioactifs, leur 

transport et leur exocytose avec la membrane plasmique. Bien que cette voie soit commune à 

l’ensemble des cellules neuroendocrines, endocrines et celles du système nerveux, ce processus 

a été principalement étudié chez les cellules chromaffines bovines et tumorales de rat, les 

cellules de phéochromocytome PC12 (Greene & Tischler, 1976). En effet, ces cellules ont la 

particularité de contenir dans leur cytoplasme environ 22 000 granules de sécrétion par cellule, 

avec un diamètre moyen de 350 nm recouvrant environ 20% du volume cellulaire (Plattner et 

al., 1997; Yoo, 2010). Particulièrement étudiée de par la disponibilité du tissu et l’amélioration 

des protocoles d’isolement, des rendements importants de 2 à 3 mg  correspondant à 10-15.106 

cellules par glande surrénale bovine peuvent être obtenus (Birinci et al., 2020; Niedergang et 

al., 2021). 
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1.4.6.2. Les granules de sécrétion à cœur dense, unité du trafic membrane 

Les granules de sécrétion des cellules chromaffines présentent un aspect dense en microscopie 

électronique ce qui leur confère le nom de granules de sécrétion à cœur dense (GSCD). Cela 

est notamment lié à la composition lipidique et protéique de ces GSCD caractérisées par un 

contenu riche en catécholamines (0,8 à 1 M), calcium (40 mM), adénosine triphosphate (ATP) 

(150 à 300 mM), peptides et granines (Albillos et al., 1997; Montesinos et al., 2008; Winkler, 

1997; Yoo, 2010). 

 

Figure 8 Modèle moléculaire d'une vésicule synaptique moyenne et sa composition 
D’après (Takamori et al., 2006). 

En outre, des études protéomique par spectrométrie de masse ont permis l’identification de 686 

protéines composant les GSCD de cellules chromaffines bovines (Wegrzyn et al., 2010). 

Réparties dans les fractions membranaire (384) et solubles (371), elles sont impliquées dans 

différentes catégories fonctionnelles permettant la production, le stockage, le transport ou 

encore la sécrétion des neuroeffecteurs bioactifs. Entre autres, des protéases, ATPases, enzymes 

impliquées dans la régulation de la réduction/oxydation ou encore le repliement des protéines 

et la régulation du calcium ont été identifiées. Cette étude corrobore les descriptions 

moléculaires et quantitatives des vésicules synaptiques (VS), utilisées comme modèle d’étude 

de la composition de cet organite et considérées comme les unités minimales du trafic 

membranaire (Takamori et al., 2006). Des analyses approfondies par marquage 

immunocytochimique ont notamment permis de confirmer la présence de protéines communes 
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permettant de proposer un modèle simplifié de la composition des vésicules de sécrétion (Figure 

8).  

1.4.6.3. Biosynthèse des hormones et neuropeptides et sécrétion 

Le réticulum endoplasmique (RE), plus grand organite, en continuité avec la citerne 

périnucléaire, est le site majeur de biogenèse des composants membranaires, lipidiques et 

protéiques qui constituent la matrice des granules de sécrétion (Figure 9, 1A). Il joue également 

un rôle essentiel dans le métabolisme des glucides et le stockage du calcium.  

A la suite de leur synthèse sous forme de précurseurs inactifs dans le cytosol, les hormones 

peptidiques et neuropeptides sont reconnus au travers d’un peptide signal situé à leur extrémité 

N-terminale par des particules de reconnaissance du signal (Keenan et al., 2001). Ces particules 

catalysent, avec leurs récepteurs associés à la membrane, le ciblage des protéines sécrétoires et 

membranaires et leur translocation dans la lumière du réticulum. Les prohormones y subissent 

des repliements et modifications, des N-glycosylations, la formation de liaisons disulfures ou 

encore des oligomérisations, par des enzymes de repliement et des protéines chaperonnes. 

Les précurseurs d’hormones peptidiques quittent ensuite le réticulum endoplasmique, via des 

vésicules ayant bourgeonnées à partir de sa membrane, vers l’appareil de Golgi. Ils y subissent 

des modifications post-traductionnelles supplémentaires, des phosphorylations et maturations 

oligosaccharidiques, et sont ensuite agrégés et empaquetés sélectivement dans des GSCD au 

niveau du réseau trans golgi (trans golgi network, TGN) (Figure 9, 1B) (Mains et al., 1987). 

Une voie constitutive a pour fonction de transporter, via des vésicules constitutives, les 

protéines de la matrice extracellulaire, les métalloprotéases ou encore des facteurs de croissance 

vers la membrane plasmique pour une libération immédiate, indépendante d’un stimulus 

(Figure 9, 2). Par ailleurs, le taux de sécrétion de cette voie commune à toutes les cellules est 

simplement fonction du taux de synthèse des substances sécrétées (Taupenot et al., 2003).  
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Figure 9 Deux voies distinctes de sécrétion sont présentes dans les cellules neuroendocrines 
La voie régulée débute par la synthèse de protéines dans le réticulum endoplasmique (RE) (1A) et la biogenèse de 
vésicules à partir du réseau trans golgi (1B). Les granules de sécrétion maturent et sont acheminées à la membrane 
plasmique (1C). À la suite d’une stimulation par le calcium, elles fusionnent afin de libérer leur contenu au niveau 
extracellulaire. La voie constitutive, présente dans tous les types cellulaires, ne requiert pas de stimulation pour 
l’exocytose (2). Une voie d’endocytose, correspondant à l’internalisation d’éléments présents dans le milieu 
extracellulaire, est également décrite (3).  

1.4.6.4. Biogenèse des granules de sécrétion à cœur dense de la voie régulée  

La biogenèse des GSCD, encore immatures à cette étape, résulte de la courbure et du 

bourgeonnement de la membrane du TGN qui se distingue par son environnement riche en 

calcium (10-15 mM) et cholestérol, et au pH acide (» 6,5-6,2) (Figure 10). Ces propriétés 

génèrent un lieu propice à l’agrégation des protéines destinées à la sécrétion. L’altération du 

pH entraine notamment des perturbations de l’intégrité du granule néosynthétisé et une 

mauvaise orientation des protéines de la voie de la sécrétion régulée vers la voie constitutive 

(Paroutis et al., 2004). 
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Figure 10 Rôle des lipides et des granines dans la biogenèse des vésicules de sécrétion au niveau du 
réseau trans golgi 
Le cholestérol est un constituant majeur du radeau lipidique et joue un rôle clé dans la formation des courbures. 
L’acide phosphatidique et le diacylglycérol sont également impliqués dans ce processus. Leurs structures coniques 
favorisent le bourgeonnement de la membrane. Les agrégats de prohormones et granines interagissent avec les 
récepteurs de tri associés aux radeaux-lipidiques pour fournir une force motrice nécessaire au bourgeonnement des 
granules. Adapté de (T. Kim et al., 2006). 

Ce processus est caractérisé par l’implication d’un large spectre de lipides aux propriétés 

spécifiques et leurs interactions avec des enzymes et autres protéines associées à la membrane. 

Le lieu de bourgeonnement des GSCD est singulièrement marqué par la formation de radeaux 

lipidiques correspondant à un assemblage du cholestérol membranaire et de 

glycosphingolipides dont la synthèse a été initiée dans le RE et achevée dans le Golgi (Figure 

10) (Salaün et al., 2004; Simons & Toomre, 2000). Ces microdomaines participent au 

recrutement d’enzymes qui néosynthétisent des lipides présentant des propriétés de courbure. 

Par exemple, la phospholipase D, enzyme catalysant la conversion de la phosphatidylcholine 

(PC) en acide phosphatidique (phosphatidic acid, PA), est mobilisée (Tanguy et al., 2021). Par 

ailleurs, son inhibition pharmacologique dans des cellules PC12 ou son knockout (KO) dans 

des cellules chromaffines de souris entraine une réduction de la biosynthèse des granules 

accompagnée d’une altération de leur forme et leur diamètre (Carmon et al., 2020). Ainsi, 

l’accumulation de cholestérol et de PA mais également de diacylglycérol (DAG), adoptant une 

forme conique dans cet environnement particulier, induit la modification des propriétés 

biophysiques de la membrane du TGN conduisant à sa déstabilisation, sa courbure et ainsi le 

bourgeonnement granulaire (Asp et al., 2009; Kooijman et al., 2003). Les constituants 

membranaires jouent un rôle essentiel dans la reconnaissance des protéines destinées à la 
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sécrétion régulée, organisées sous forme d’agrégat facilitant leur ciblage dans les GSCD 

(Chanat & Huttner, 1991).  

Les glycoprotéines de la famille des granines, les chromogranines A et B (CgA et CgB) ainsi 

que les sécrétogranines II à IV (SgII à SgIV), sont fondamentales dans ce processus 

d’agrégation grâce, en particulier, à leurs propriétés structurelles dont la forte proportion 

d’acides aminés (AA) acides dans leur séquence. Parmi ces protéines chaperonnes pour le tri 

des hormones, la CgA, représentant près de 40% des protéines solubles intravésiculaires 

(Crivellato et al., 2008), joue un rôle capital dans la reconnaissance de l’agrégat peptidique par 

la membrane du TGN. Notamment via ses deux régions C- et N-terminales conservées 

contenant deux motifs hélicoïdaux, elle interagit préférentiellement avec le PA (Carmon et al., 

2020; Taupenot et al., 2002). Par ailleurs, sa déplétion entraine une diminution importante et 

proportionnelle de la quantité de GSCD dans les cellules PC12 (T. Kim et al., 2001).   

1.4.6.5. Maturation et transport des granules de sécrétion à cœur dense 

Au cours d’un processus de maturation complexe, les granules sécrétoires immatures (GSI) sont 

convertis en granules sécrétoires matures (GSM) (Figure 11). Les GSI, qui ne représentent 

qu’une faible proportion de la population totale des GSCD, ont une demi-vie d’environ 45 

minutes dans les cellules neuroendocrines alors qu’elle est de plusieurs jours pour les GSM 

(Tooze et al., 1991). Immédiatement après leur bourgeonnement du TGN, se produit une 

acidification progressive de la lumière de ces organites, achevée en 90 minutes dans les cellules 

PC12 (Urbé et al., 1997). La diminution du pH, passant d’environ 6,3-5,7 à 5,5-5,0, est obtenue 

et régulée par une augmentation progressive de la densité de pompes actives à protons 

(vacuolar-ATPase, V-ATPase) et une diminution de la perméabilité aux protons des 

membranes vésiculaires. Le gradient de protons qui en résulte entraine l’absorption des 

monoamines du cytosol médiée par les transporteurs et l’activation de prohormones convertases 

et de carboxypeptidases nécessaires à la transformation des prohormones et proneuropeptides 

en peptides bioactifs (Johnson, 1988). La maturation des GSCD comprend également le 

raffinement du contenu et le remodelage de la membrane. Au cours de ce « tri par rétention », 

les protéines non destinées aux GSM sont éliminées avec l’excès de membrane par la formation 

de bourgeons recouverts de clathrine à la surface des GSI (Figure 11) (Arvan & Castle, 1998; 

Tooze, 1998). Un phénomène de fusion homotypique des GSI à l’origine d’une augmentation 

de la taille des GSM est également observé. Ce processus implique notamment la protéine N-

ethylmaleimide-sensitive fusion (Nsf) (Urbé et al., 1998), son cofacteur soluble Nsf attachment 
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protein (Snap), la syntaxine 6 (Stx6) (Wendler et al., 2001) ou encore la synaptotagmine 4 

(Syt4) (Ahras et al., 2006).  

 

Figure 11 Formation et maturation des granules de sécrétion dans les cellules neuroendocrines 
Après leur bourgeonnement au niveau du TGN, les granules de sécrétion immatures (GSI) subissent différentes 
étapes de remodelage et de raffinement de leur contenu. Les granules de sécrétion matures (GSM) formées sont 
transportés vers la membrane plasmique afin de libérer leur contenu à la suite d’une stimulation.  Adapté de (Kögel 
& Gerdes, 2009). 

Après leur biogenèse, les GSI se déplacent le long de microtubules vers le cortex, à la périphérie 

cellulaire. Cette translocation unidirectionnelle vers l’extérieur, impliquant les kinésines mais 

pas les dynéines, s’opère en quelques secondes (Rudolf et al., 2001). À leur arrivée, bien que 

limités au cortex riche en filaments d’actine (F-actine), ils se déplacent activement dans toutes 

les directions, maturent et convergent vers les pools de réserve recrutés lors d’épisodes de 

stimulation soutenue et d’exocytose de longue durée (Almers, 1990; Neher & Zucker, 1993). 

Dans les cellules chromaffines, seul 1% des GSCD est rapidement libérable, subissant une 

exocytose immédiate sous forte stimulation (pouvant correspondre à 10-20 Hz) (Brandt et al., 

1976; Fulop et al., 2005; Holman et al., 1994). Afin d’intégrer ce pool, les GSCD subissent 

plusieurs étapes d’amorçages, à une concentration intracellulaire basale de calcium (0,1 – 2 

µM) (Álvarez et al., 2008; Horrigan & Bookman, 1994). Une sécrétion basale de ce pool a 

toutefois été décrite à faible fréquence de stimulation (0,2- 0,5 Hz).  

1.4.6.6. Exocytose des granules de sécrétion à cœur dense 

Le mécanisme de libération du contenu des GSCD s’achève par leur fusion avec la membrane 

plasmique, médiée par le complexe multiprotéique soluble Nsf sensitive factor attachement 

protein receptors (SNARE) (Figure 12, A). Celui-ci est constitué de la syntaxine 1 (Stx1), la 
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synaptosomal-associated protein 25 (Snap25) et la synaptobrévine 2 (vesicle-associated 

membrane protein 2, Vamp2) définies par la présence de motifs SNARE d’environ 60 résidus 

chargés et présentant un grand potentiel à former des hélices. Au sein de Vamp2 et Stx1, ces 

séquences caractéristiques sont précédées d’une région transmembranaire qui s’ancre 

respectivement sur la membrane vésiculaire et la membrane plasmique (Fasshauer et al., 1998). 

De plus, Snap25 possède deux motifs SNARE reliés par un linker central palmitoylé sur ses 

multiples résidus de cystéine qui assure l’ancrage à la membrane plasmique (Veit et al., 1996). 

Une fois associés, ces motifs forment le complexe trans-SNARE, un faisceau serré à quatre 

hélices α, contraignant ainsi les régions transmembranaires C-terminales des protéines SNARE 

à un contact étroit et réunissant ainsi les deux membranes (Hanson et al., 1997). 

Bien qu’elles présentent une structure C-terminale similaire, Stx1 diffère de Vamp2 par sa 

séquence N-terminale, composée d’environ 180 résidus formant un faisceau de trois hélices 

(Margittai et al., 2003). Ce domaine Habc se replie de manière réversible sur le motif SNARE 

de Stx1 à l’origine d’une conformation « fermée » de la protéine. Cette forme auto-inhibée de 

Stx1 est spécifiquement maintenue par la protéine 1 de liaison à Stx1 ou mammalian 

uncoordinated-18 (Munc18) également appelée syntaxin binding protein 1 (Stxbp1), 

empêchant ainsi la formation du complexe SNARE (Figure 12, B) (Dulubova, 1999). La 

constitution de celui-ci nécessite au préalable l’élaboration d’une zone active, propice à 

l’exocytose. Composée d’un réseau protéique complexe, elle orchestre le recrutement de 

canaux calciques, l’arrimage des GSCD à la membrane et leur activation pour la fusion. Ainsi, 

la levée de l’inhibition de la Stx1, correspondant à l’acquisition d’une conformation « ouverte », 

nécessite l’intervention de la protéine mammalian uncoordinated-13 (Munc13), une protéine 

de la zone active caractérisée par un domaine N-terminal C2A et un domaine C-terminal MUN 

(Figure 12, C). Elle interagit, via son domaine MUN, avec les partenaires du complexe SNARE 

(D. R. Stevens et al., 2005). Afin d’être effective, la protéine nécessite toutefois d’être liée, via 

son domaine C2A, à une protéine regulating synaptic membrane exocytosis (Rab3-interacting 

molecule, Rim), partenaire des GTPases Rab3 attachées aux granules (Betz et al., 2001; 

Dulubova et al., 2005).  De façon intéressante, la protéine Rim se lie également à d’autres 

protéines de ce réseau telles que les Rim binding-proteins (Rim-bp), les ETS transcription factor 

(Elk) ou encore les α-liprines (Schoch et al., 2002; Y. Wang et al., 2002). Par ailleurs, ce 

complexe protéique de la zone active est également composé de Piccolo (Pclo et Bassoon (Bsn) 

et soutenu par les protéines adaptatrices calcium/calmodulin-dependant serine protein kinase 

(Cask), Mint et Velis (Fenster et al., 2000; tom Dieck et al., 1998). 
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Des protéines chaperonnes, guidant le repliement correct des protéines SNARE, ont également 

été identifiées. Par exemple, la protéine cold shock protein alpha (Cspα) forme avec Hsc70 (ou 

Hspa8) et la small glutamine rich tetratricopeptide repeat (Sgta), un complexe chaperon 

dépendant de l’ATP qui catalyse le repliement correct de Snap25, la rendant compétente pour 

la formation du complexe SNARE (Figure 12, D) (Sharma et al., 2011; Tobaben et al., 2001). 

Une activité similaire, toutefois indépendante de l’ATP, a été attribuée aux synucléines (Burré 

et al., 2010). En effet, celle-ci favorise l’assemblage du complexe SNARE en se liant 

directement à Vamp2. 

Ainsi, par l’ouverture de Stx1 et sous le contrôle des protéines calciphosines (Caps) qui 

stabilisent cette conformation, Munc13 initie la formation du complexe SNARE en établissant 

ainsi un pont entre le granule et la membrane plasmique prêts à fusionner. Toutefois, cet 

assemblage à l’extrémité N-terminale est partiel et nécessite un influx de calcium pour être 

finalisé par un mécanisme de « fermeture éclair » à l’extrémité C-terminale (Sørensen et al., 

2006). Cet influx est perçu par les senseurs de calcium dont la synaptotagmine 1 (Syt1), 

déclenchant ainsi la formation d’un pore de fusion et la libération de catécholamines facilitées 

par des interactions avec les phospholipides. Par ailleurs, Syt1 fonctionne en étroite interaction 

avec les complexines (Cplx) et se lient au complexe SNARE partiellement assemblé afin de le 

stabiliser tout en empêchant la fermeture prématurée de celui-ci en absence de stimulation de 

la cellule (Figure 12, E) (McMahon et al., 1995). De façon intéressante, d’autres capteurs de 

calcium tels que les isoformes de la synaptotagmine et la protéine double c2 domain b (Doc2b) 

ont également été identifiés (Groffen et al., 2010). Le taux de calcium intracellulaire, 

augmentant au cours de la stimulation cellulaire, stimule l’interaction de Syt1 avec le complexe 

SNARE, les phospholipides et les canaux calciques et inhibe l’interaction de Syt1 avec les 

protéines de transport synaptic vesicle glycoprotein 2 (Sv2) qui le régulent (Janz et al., 1999; 

Lazzell et al., 2004).  

Les synaptotagmines (Syt) présentent une affinité différente pour le calcium conduisant à des 

modes de libération de catécholamines, d’expansion du pore de fusion et d’exocytose distincts 

(Fernández-Chacón et al., 2001) Dans les cellules PC12, la synaptotagmine 7 (Syt7) présente 

une faible cinétique d’activation par le calcium mais une forte affinité pour celui-ci (Bacaj et 

al., 2013; Bhalla et al., 2005). Elle se localise dans des vésicules d’une taille moyenne de 148 

nm et favorise sa fusion totale à la membrane plasmique (Z. Zhang et al., 2011). Ainsi, lors 

d’une stimulation à forte fréquence (15 Hz), la « full fusion » permet la libération en quelques 

millisecondes, d’une quantité importante de produits de sécrétion (Crivellato et al., 2008; Fulop 
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et al., 2005) (Figure 12, F). Alors que Syt1 est plus rapidement activée par le calcium, elle se 

localise dans des granules plus petits, d’une taille moyenne de 108 nm et semble favoriser sa 

fusion partielle avec la membrane plasmique. Ce mode de libération dit de « kiss-and-run » 

s’opérant lors de stimulations à basse fréquence (0,5 Hz), induit l’ouverture d’un pore de fusion 

transitoire où seules les petites molécules contenues dans les granules dont les catécholamines 

vont être libérées (Figure 12, F) (Palfrey & Artalejo, 2003). L’augmentation du taux de calcium 

intracellulaire influence également l’expansion du pore de fusion en favorisant la formation de 

nouveaux filaments d’actine et en perturbant le réseau cortical préexistant (Gasman et al., 2004; 

Trifaró et al., 2000).  

Après la fusion membranaire, les complexes cis-SNARE sont désassemblées par l’ATPase Nsf 

après avoir été recrutée par sa protéine adaptatrice Snap reconnaissant le complexe (Banerjee 

et al., 1996; Söllner et al., 1993). De façon intéressante, cette dissociation prévient également 

des exocytoses non régulées par ce processus complexe. En effet, seules les protéines Munc18 

et Munc13 organisent l’assemblage du complexe SNARE d’une manière résistante au complexe 

Nsf-Snap. Syt1 et les Cplx, en se liant à ce complexe SNARE contribuent également à la 

protection contre le désassemblage par Nsf-Snap.  
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Figure 12 Principales étapes de l'exocytose 
A) Localisation de la synaptobrévine (Vamp2) et la synaptotagmine (Syt) sur une vésicule synaptique et de l’α-
Snap (Snap) liée à un complexe entre Snap25 et la syntaxine 1 (Stx1) sur la membrane plasmique. Les hélices 
formées par les protéines SNARE sont représentées par des cylindres. La liaison de Snap au complexe Stx1-Snap25 
empêche la liaison à Vamp2 et la formation du complexe SNARE. B)  Stx1 adopte une conformation fermée qui 
se lie étroitement à Munc18. Ce complexe constitue le point de départ de la voie d’exocytose. Stx1 fermée peut 
être disponible sur la membrane plasmique ou peut se former après que la Nsf dissocie un complexe Stx1-Snap25 
lié à Snap. C) Parmi les protéines de la zone active, un complexe composé des six composants canoniques des 
zones actives, Munc13, α-liprines, Rim et Rim-bp ainsi que Elks et Piccolo/Bassoon (Pclo/Bsn) se liant à la 
périphérie est représentés. Le complexe est ancré sur les vésicules synaptiques par la liaison de Rim à Rab3 et sur 
la membrane plasmique par la liaison directe de Rim et Rim-bp aux canaux calciques. D) Les protéines SNARE 
sont soumises à des réactions continues de repliement et de dépliement. De potentiels mauvais repliements sont 
contrecarrés par les protéines chaperonnes classiques CSPα, HSC70 et Sgta qui forme un complexe et se lient à 
Snap25 sur la membrane cible. Les synucléines, des chaperonnes non classiques, sont liées aux phospholipides et 
à Vamp2 sur les vésicules et se lient aux complexes SNARE en cours d’assemblage pour soutenir leur repliement. 
E) La liaison de la complexine favorise la fermeture C-terminale du complexe SNARE initié rapprochant les deux 
membranes. F) La liaison du Ca2+ à Syt entraine la dissociation du complexe SNARE, levant l’inhibition et 
permettant ainsi la fermeture finale de l’extrémité C-terminale et la fusion des vésicules synaptiques. Deux types 
de fusions sont représentées, la fusion dite de « Kiss-and-run » (gauche) et la fusion complète ou « Full fusion » 
(droite). Adapté de (Sudhof & Rizo, 2011) et (Rizo, 2022). 

1.4.6.7. Couplage exocytose-endocytose  

Finalement, les protéines dissociées du complexe synaptique sont recyclées pour de nouveaux 

cycles de libération de neurotransmetteurs. Les composants membranaires impliqués dans cette 

machinerie sont également recaptés par endocytose compensatoire correspondant au 

bourgeonnement de la membrane plasmique vers l’intérieur de la cellule (Houy et al., 2013). 

La formation de vésicules par invagination membranaire permet notamment de compenser 

l’apport de membrane et de maintenir une surface cellulaire constante. À ce sujet, différents 

types d’endocytose, présentant des caractéristiques distinctes en termes de vitesse et de 

mécanismes moléculaires sont décrits (Figure 13). On distingue généralement les processus 

dépendants et indépendants de la clathrine, une protéine structurelle constituant une enveloppe 

(ou un manteau) des vésicules lors de l’endocytose. Premièrement, l’endocytose « kiss-and-

run » décrite comme étant rapide (<1-2 s), correspond à une récupération partielle des granules 

de sécrétion faisant suite à leur exocytose sans fusion complète avec la membrane (Chanaday 

et al., 2019; Fesce et al., 1994) (Figure 13). Contrairement à celle-ci, l’endocytose médiée par 

la clathrine, est un processus lent (10-30 s) permettant la récupération complète des GSCD 

ayant fusionné (Milosevic, 2018). Une endocytose ultrarapide, se produisant en seulement 50 

ms après une exocytose et se poursuivant pendant quelques secondes, a été également décrite 

(Watanabe et al., 2013). La membrane à la périphérie de la zone d’actine s’invagine pour former 

une grande vésicule endocytaire acheminée vers les endosomes synaptiques à partir desquelles 

des vésicules vont être régénérées en bourgeonnant sous une forme enrobée de clathrine (Figure 

13). Ce processus est conditionné par la tension membranaire et de la clairance immédiate de 

la membrane de la zone active modulées par la synaptojanine, l’endophiline ou encore la 
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dynamine et l’actine (Jäpel et al., 2020; Milosevic et al., 2011; Shi & Baumgart, 2015; 

Verstreken et al., 2003). Finalement, en cas d’activité intense, une grande surface de membrane 

invaginée est hâtivement récupérée (<1-2 s) et forme un endosome (en vrac) à partir duquel des 

vésicules fonctionnelles sont générées (Figure 13) (Cheung et al., 2010; Kononenko & Haucke, 

2015). Cette récupération de la membrane mais également des protéines vésiculaires telles que 

Vamp2, la synaptophysine ou encore les VMAT, est indépendante de la clathrine mais implique 

d’autres acteurs protéiques tels que l’actine ou encore la calcineurine, une phosphatase 

dépendante du calcium (Kokotos et al., 2018; Kononenko & Haucke, 2015; Soykan et al., 

2017).  

 

Figure 13 Couplage exocytose-endocytose dans les cellules neuroendocrines 
En mode « kiss-and-run », seules les petites molécules dont les catécholamines, sont libérées à travers un pore de 
fusion étroit. Lors de l’exocytose complète, le contenu intracellulaire est entièrement libéré et la membrane du 
granule fusionne entièrement avec la membrane plasmique. Cette incorporation de la membrane est compensée 
par l’endocytose médiée par la clathrine qui récupère spécifiquement la membrane du granule. Après avoir été 
désenrobée, la membrane des granules endocytées atteint l’endosome précoce où les composants des granules 
restent regroupés avant d’être rematurée dans le réseau de Golgi. Lors d’une activité d’exocytose intense, 
l’endocytose massive soutient l’endocytose médiée par la clathrine en internalisant de grandes invaginations de la 
membrane plasmique. Adapté de (Houy et al., 2013).  
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2. Dérégulation de l’homéostasie dans les tumeurs neuroendocrines, cas du 

phéochromocytome 

2.1. Tumeurs neuroendocrines et rupture de l’homéostasie  

L’équilibre homéostasique de l’organisme est en partie préservé par le système 

neuroendocrinien, notamment via l’activité sécrétrice des cellules qui le composent. Par 

ailleurs, cette harmonie nécessite une communication tissulaire finement régulée par des 

processus physiologiques de régénération cellulaire. À l’échelle de la cellule, la taille et la 

fonction des tissus sont contrôlées par une machinerie moléculaire complexe impliquant une 

reconnaissance et une interprétation des signaux environnants permettant l’orientation du 

devenir de la cellule vers la prolifération, la différentiation, la survie ou encore l’apoptose. 

Ainsi, une perturbation de ces mécanismes de régulation, notamment lors de l’induction d’une 

carcinogenèse, entraine la perte de cette homéostasie cellulaire et tissulaire. De plus, du fait de 

leur fonction hormonale, l’induction de néoplasmes à partir de cellules neuroendocrines 

perturbe également l’homéostasie à l’échelle systémique.  

Les tumeurs neuroendocrines (TNE) se développent à partir des cellules du système 

neuroendocrinien, préférentiellement au sein du tractus gastrointestinal (48%), les poumons 

(25%), le pancréas (9%) mais pouvant également se développer dans de nombreux autres 

organes tels que la glande surrénale. Outre leur aspect oncogénique, ces néoplasmes sont 

caractérisés par une dérégulation de la libération des hormones, entrainant leur hypersécrétion, 

pouvant être à l’origine de manifestations cliniques. De façon intéressante, ces tumeurs, alors 

dites fonctionnelles, sont susceptibles d’être diagnostiquées plus précocement, les peptides 

bioactifs pouvant servir de biomarqueurs. Parmi ces derniers, la CgA et la Synaptophisine (Syp) 

sont les plus fréquemment utilisées pour le diagnostic d’une TNE, bien que leur sensibilité et 

leur spécificité ne soient pas optimales (Eriksson et al., 2000; Lawrence et al., 2011). Aussi, la 

mesure des biomarqueurs actuels incluant la pancréastatine (Pst), la neurokinine A (Nka) ou 

encore la sérotonine (5-hydroxytryptamine, 5-HT) est également considérée comme 

insuffisante pour identifier avec précision la tumeur primaire (Oberg et al., 2015). Récemment 

évalué, Stx1 semble être un marqueur robuste de la différenciation des neurones et prometteur 

pour le diagnostic (Kővári et al., 2020). L’identification précoce d’une TNE est associée à une 

réduction de la morbidité et la mortalité (Basuroy et al., 2018). Toutefois, les erreurs et retards 

de diagnostic sont fréquents, ces néoplasmes étant perçus comme relativement rares et aux 

symptômes non spécifiques. Néanmoins, ces dernières décennies, l’amélioration des méthodes 
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et outils de diagnostic a conduit à augmenter l’incidence des TNE, estimée à 25 à 50 cas par 

million de personnes par an (White et al., 2022).  

2.2. Le phéochromocytome, une tumeur neuroendocrine hypersécrétante 

2.2.1. Histoire du premier cas de phéochromocytome observé  

Le premier cas de phéochromocytome est décrit par Felix Fränkel en 1884 (Frankel, 1984). 

Minna Roll, alors âgée de 19 ans, est sujette depuis plus d’un an à de sévères palpitations 

cardiaques, vertiges, maux de tête et vomissements. Elle se présente au centre hospitalo-

universitaire de Fribourg où sa fréquence cardiaque est décrite comme élevée et rapidement 

changeante, allant de 112 à 180 battements par minute (bpm). De plus, elle est dépeinte dans 

un état d’anxiété extrême, de sorte qu'elle sursaute d'horreur à chaque bruit ou mouvement de 

ceux qui l'entourent. Elle décèdera, 10 jours après son admission, d’une insuffisance 

circulatoire.  

L’autopsie, réalisée par Rudolf Maier et Max Schottelius, révèle alors le premier cas de tumeurs 

surrénaliennes bilatérales observé. Au-dessus du pôle supérieur du rein gauche, se trouve une 

tumeur de la taille d’un poing. Une seconde, de plus petite taille, est retrouvée dans la glande 

surrénale droite. Un examen histologique approfondi, après fixation dans une solution de 

Müller, atteste de la nature angiogénique de la tumeur surrénalienne gauche. C’est la 

composition même de cette solution de fixation qui va donner au phéochromocytome son nom. 

Les coupes ainsi préparées présentent un aspect granulaire et marbré de zones jaunes à brunes 

foncées à la suite d’une réaction des catécholamines aux chromates présents (Ogata & Ogata, 

1917). D’autres cas de tumeurs surrénaliennes d’origine médullaire mais également extra-

surrénalienne, présentant ces similitudes de couleur après fixation, furent décrits ultérieurement 

et nommés « paragangliomes » (PGL) (Alezais & Peyron, 1908). Le terme 

« phéochromocytome » (PCC) tiré du grec « phaeo » brun, « chromo » couleur et « cyto » 

cellule, est finalement introduit par Ludwig Pick en 1912 pour décrire les PGL intra-

surrénaliens (Pick, 1912). 

2.2.2. Le PPGL, une tumeur de la cellule chromaffine  

Avec une incidence mondiale estimée de 2 à 10 cas par million de personnes par an, les PGL 

sont des tumeurs neuroendocrines rares qui se développent aux dépens des cellules 

chromaffines dérivant de la crête neurale et appartenant au système neuroendocrinien (Ebbehoj 

et al., 2021). Alors que les PCC sont majoritaires, les PGL extra-surrénaliens ne représentent 
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que 15-20% des cas. Ces derniers sont classés en fonction du type de paraganglia dont ils sont 

originaires. Ainsi, les PGL extra-surrénaliens parasympathiques, généralement bénins et à 

croissance lente (Niemann & Müller, 2000), se développent aux dépens des ganglions 

parasympathiques retrouvés généralement au niveau de la tête et du cou. Quatre sites primaires 

majeurs sont toutefois retenus ; le corps carotide, le foramen jugulaire, le long du nerf vague et 

l’oreille moyenne (Figure 14). Les PGL extra-surrénaliens sympathiques se développent à partir 

des cellules chromaffines situées le long des nerfs sympathiques, généralement dans la poitrine, 

l’abdomen ou le bassin.  

 

Figure 14 Localisation des phéochromocytomes et des paragangliomes 
Alors que le phéochromocytome est médullo-surrénalien (gauche), le paragangliome extra-surrénalien se 
développe aux dépens des ganglions parasympathiques au niveau de la base du crâne, du cou, du thorax, de 
l’abdomen et du pelvis (droite). 

2.2.3. Hypersécrétion de catécholamines et symptômes du PPGL 

Tandis que les PGL extra-surrénaliens parasympathiques tendent à être non fonctionnels, les 

PCC et PGL extra-surrénaliens sympathiques regroupés sous le terme de PPGL, se caractérisent 

par une dérégulation des voies de biosynthèse et de sécrétion des catécholamines, à l’origine de 

manifestations cliniques délétères pour l’organisme. Notamment, l’activité de la TH, de 

l’AADC et de la DBH augmente dans le PCC humain par rapport à la médullo-surrénale 

normale (Jarrott & Louis, 1977). Ces résultats sont appuyés par des observations 

immunohistochimiques qui corrèlent, au même titre, avec une augmentation des niveaux 

d’ARNm codant ces enzymes (Isobe et al., 1998). Inversement, la concentration en ARNm de 

la PNMT dans le PCC est inférieure, cela pouvant, en partie, être expliqué par de plus faibles 

concentrations de glucocorticoïdes atteignant les tissus tumoraux (Feldman, 1981). Plus 

récemment, il a été montré que LAT1 et dans une moindre mesure LAT2, les transporteurs des 

acides aminés de type L, sont surexprimés dans le PCC par rapport à la médullosurrénale saine, 
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facilitant ainsi l’apport de la L-tyrosine comme substrat pour l’augmentation de la synthèse de 

catécholamines (Barollo et al., 2016). Il en résulte une hyperproduction de catécholamines de 

ces cellules tumorales en expansion anarchique, participant ainsi à l’amplification de leur 

décharge au sein de l’organisme.   

Les symptômes et signes de ces PPGL reflètent essentiellement les effets de cette 

hypersécrétion de catécholamines, relarguées massivement dans la circulation sanguine, sur les 

récepteurs adrénergiques de l’organisme. Ainsi, les patients atteints d’un PPGL développent 

une hypertension artérielle (80-90%), soutenue (50-60%) ou paroxystique (30%), bien qu’ils 

ne représentent que 0,1% des patients hypertendus (Mittendorf et al., 2007; Pederson & Lee, 

2003). De plus, des palpitations, céphalées et diaphorèse, regroupés sous le terme de triade de 

Ménard, associés à d’autres symptômes, également non spécifiques, sont rapportés (Tableau 2). 

En outre, ces manifestations catécholaminergiques peuvent engendrer des complications 

cardiovasculaires potentiellement mortelles telles qu’une cardiomyopathie Takotsubo (Ghadri 

et al., 2018). Des effets métaboliques comme un diabète ou un prédiabète, induits par une 

hyperglycémie chez le patient jeune hypertendu, sont aussi associés à un état hyperadrénergique 

résultant d’un PPGL (La Batide-Alanore et al., 2003; Verberne et al., 2016). 

Tableau 2 Symptômes des patients atteints de phéochromocytome 
Adapté de (Pederson & Lee, 2003) et (Cornu et al., 2019). 

 

Les contenus en catécholamines des PPGL sont très variables, tant en termes de quantités totales 

que relatives. La sécrétion d’adrénaline et de noradrénaline tumorale peut être continue et/ou 

épisodique et affecte ainsi la fluctuation et la variabilité des symptômes (Fung et al., 2007). De 

faibles quantités de catécholamines circulantes et une libération intermittente de celles-ci sont 

associées à une présentation clinique modeste (Zuber et al., 2011). Les patients porteurs d’un 
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PPGL adrénergique, dont la sécrétion est généralement épisodique, souffrent d’une 

hypertension paroxystique et orthostatique. Au contraire, les patients PPGL noradrénergiques 

sont plus susceptibles de présenter une hypertension soutenue (Y. Lu et al., 2016). D’autres 

facteurs tels que le stress, l’activité physique, le changement de posture, la compression de la 

tumeur ou encore l’administration de médicaments peuvent être des éléments déclencheurs de 

cette libération massive d’hormones (Eisenhofer et al., 2007; Raber et al., 2000). 

La rareté des PPGL et la variabilité de leurs symptômes représentent un écueil majeur au 

diagnostic. La tumorigenèse peut notamment rester silencieuse dans un premier temps, les 

catécholamines biologiquement actives étant converties, au sein de la tumeur, en métanéphrines 

inactives par la COMT (Crout & Sjoerdsma, 1964; Feldman et al., 1979; Lenders et al., 2002). 

De surcroit, dans 10 à 25% des cas, les symptômes sont inexistants rendant ces PCC silencieux. 

Les patients sont alors généralement normotendus (PN) et les niveaux de catécholamines et 

métanéphrines urinaires, principalement l’adrénaline et la métadrénaline sont alors réduits de 3 

à 6 fois par rapport aux formes symptomatiques (Haissaguerre et al., 2013). Toutefois, aucune 

différence significative de la taille tumorale n’est rapportée, suggérant que ces PN ne 

représentent pas un stade précoce du développement du PCC mais correspondent à une entité 

distincte caractérisée par des défauts dans la machinerie cellulaire et vésiculaire, propre aux 

cellules chromaffines. Notamment, des niveaux transcriptomiques de PNMT mais également 

de SGII sont significativement plus faibles dans les PCC silencieux que dans les PCC 

symptomatiques (Haissaguerre et al., 2013; Y. Lu et al., 2016). Découverts généralement de 

manière fortuite lors d’examens radiologiques par exemple, ces PCC alors dits incidentaux 

peuvent également être découverts à l’autopsie, contribuant à la mort du patient dans plus de 

50% des cas (Sutton et al., 1981). Par ailleurs, des séries d’autopsies ont révélé une prévalence 

plus élevée du PPGL (1:2000) que celle estimée (entre 1:65000 et 1:2500) (McNeil et al., 2000).   

2.2.4. Diagnostic du PPGL  

Les effets délétères de cette libération excessive de catécholamines par la tumeur sont à 

l’origine de symptômes non-spécifiques rendant le diagnostic du PPGL complexe. Ainsi, le 

dépistage de première ligne repose sur la mise en évidence de l’hypersécrétion tumorale des 

catécholamines principalement via la mesure plasmatique libre et/ou la mesure de l’excrétion 

urinaire sur 24 heures de leurs métabolites (Grossman et al., 2006). En particulier, avec une 

sensibilité de 97% et une spécificité de 95%, les mesures de métanéphrines et de 

normétanéphrines libres plasmatiques sont les tests les plus précis pour détecter ou exclure un 

PPGL (Eisenhofer et al., 2018). De ce fait, l’augmentation de tout métabolite plasmatique 
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supérieure à deux fois le seuil de référence supérieur, soit 2,2 nmol/l pour les métanéphrines et 

1,2 nmol/l pour les normétanéphrines, est très rares chez les individus sains (Lenders et al., 

2002). Or, cette hausse se produit chez plus de 80% des patients atteints de PPGL, servant ainsi 

de forte valeur prédictive positive. Ces tests biochimiques peuvent également inclure la mesure 

plasmatique de la 3-méthoxytyramine, le métabolite O-méthylé de la dopamine, permettant de 

détecter les cas rares (5-10%) de PPGL dopaminergiques asymptomatiques, ne présentant pas 

les symptômes cardiovasculaires et métaboliques habituellement associés au PPGL (Rao et al., 

2017).  

A posteriori, une confirmation du diagnostic biochimique par imagerie est réalisée. Un bilan 

exhaustif comprenant de l’imagerie conventionnelle et/ou fonctionnelle est requis, permettant 

une détermination précise de la tumeur primaire et éventuellement une identification de 

localisations secondaires et/ou métastatiques. Pour cela, les directives émises au sein de l’ 

« Endocrine Society Clinical Practice Guideline », définissent le computed tomography scan 

(CT-scan) comme imagerie de premier choix, sa sensibilité et son excellente résolution spatiale 

pour l’imagerie thoracique, abdominale et du bassin étant notamment adaptée à la survenue 

majoritaire (85%) d’un PPGL surrénalien (Lenders et al., 2014). L’alternative recommandée en 

cas de risque lié à l’injection du produit de contraste de la tomographie ou chez les patients pour 

lesquels l’exposition aux radiations doit être limitée, est l’imagerie par résonance magnétique 

(IRM). 

De nombreuses modalités fonctionnelles ont été développées sur la base des propriétés 

biochimiques de la tumeur. Ainsi, l’imagerie moléculaire basée sur le métabolisme des 

catécholamines permet d’identifier efficacement la tumeur. Pour cela, la scintigraphie 

métaiodobenzylguanidine radiomarquée (123I/131I-MIBG) est la technique d’imagerie la plus 

courante et notamment employée lorsqu’une radiothérapie à l’131I-MIBG est prévue. Cet 

analogue métaboliquement stable de noradrénaline est absorbé par les vésicules de 

neurosécrétion et permet ainsi la détection scintigraphique de la tumeur proportionnellement à 

sa densité granulaire (Havekes et al., 2008). De même, une première étude chez l’homme avec 

le 18F-métafluorobenzylguanidine (18F-MFBG), analogue du 18F-MIBG, pour la tomographie 

par émission de positons (TEP) a montré des résultats prometteurs (Pandit-Taskar et al., 2018). 

La 18F-fluorodihydroxyphénylalanine (18F-FDOPA), absorbée par les transporteurs d’acides 

aminés LAT1 et LAT2, décarboxylée en 18F-fluorodopamine par l’AADC et finalement 

concentrée dans les granules, est une modalité très sensible (>90%) et spécifique (95-100%) 

pour la détection des PPGL (Hoegerle et al., 2002; Pacak et al., 2001; Timmers et al., 2009). 
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De plus, elle présente l’avantage de ne pas être captée par le tissu surrénalien sain permettant 

ainsi la détection de multiples PCC pouvant coexister au sein d’une même glande. Finalement, 

d’autres modalités spécifiques, dont la détection des récepteurs à la somatostatine (somatostatin 

receptor, SSTR) exprimées par les cellules neuroendocriniennes, ou non-spécifiques peuvent 

également être appliquées au PPGL. Par exemple, la TEP au 18F-fluorodésoxyglucose (F-FDG), 

capté par les cellules tumorales via les transporteurs membranaire du glucose et phosphorylé 

en 18F-FDG-6P, n’est pas pris en charge par les voies enzymatiques (Taïeb et al., 2009). Il 

s’accumule ainsi proportionnellement au taux glycolytique cellulaire. Ce phénomène, 

caractéristique d’un développement tumoral, est également retrouvé dans le PPGL.  

2.2.5. Le PPGL métastatique, un diagnostic impossible ?  

Alors que les PPGL sont majoritairement non-métastatiques, 10-15% d’entre eux et jusqu’à 

40% selon certains auteurs, développent un profil métastatique défini par la présence d’une 

tumeur dans un tissu originellement exempt de cellules chromaffines (Ayala-Ramirez et al., 

2011; Baudin et al., 2014; Pacak & Wimalawansa, 2015). Cette estimation est régulièrement 

revue à la hausse, reflétant la difficulté à diagnostiquer le PPGL métastatique et à comprendre 

les mécanismes de cette transformation maligne. Ce diagnostic est pourtant déterminant 

puisque la survie du patient à 5 ans est alors évaluée à 50% (Lenders et al., 2014). Par 

conséquent, les patients atteints d’un PPGL font l’objet d’un suivi à vie, la latence des 

métastases pouvant être de 20 ans ou plus.  

Des caractéristiques cliniques, histologiques et génétiques ont été associées aux métastases sans 

que l’un de ces indicateurs ne corrèle individuellement de manière satisfaisante. Le défi actuel 

est donc d’établir un système d’évaluation hautement spécifique de la prédiction du potentiel 

métastatique du PPGL via la combinaison des facteurs d’influence. De nombreux scores, le 

« pheochromocytoma of the adrenal gland scaled Score » (PASS) (Thompson, 2002), le 

« grading system of adrenal pheochromocytoma and paraganglioma » (GAPP) (Kimura et al., 

2014), le GAPP modifié (modified-GAPP, M-GAPP) (Koh et al., 2017), le « age, size, extra-

adrenal location, secretory type » (ASES) (Cho et al., 2018), ou encore le « composite 

pheochromocytoma/paraganglioma prognostic » (COPP) (Pierre et al., 2019), ont ainsi été 

développés. En outre, il a également été démontré que la prise en compte de la perte 

immunohistochimique de la sous-unité B de la succinate déshydrogénase (succinate 

deshydrogenase complex iron sulfur subunit B, SDHB) améliore significativement le diagnostic 

du PPGL métastatique (Koh et al., 2017). En effet, la présence d’une mutation germinale de la 

SDHB est un facteur de risque bien établi car 47% des patients présentant cette altération 



50 
 

développent des métastases (Crona et al., 2019). Toutefois, les indicateurs évalués sont trop 

nombreux, complexes, pour la plupart non spécifique au PPGL ou que ces derniers ne sont pas 

toujours accessibles et disponibles dans la pratique clinique (Koh et al., 2017; Pierre et al., 

2019).  

Certaines données de la littérature rapportent une corrélation entre le phénotype sécrétoire de 

la tumeur et le potentiel métastatique de celle-ci. Il a notamment été démontré, après 

normalisation de l’excrétion urinaire de catécholamines par unité de volume tumoral, que les 

PPGL métastatiques présentent des taux d’adrénaline inférieurs aux autres métabolites (Ayala-

Ramirez et al., 2011). En parallèle, des niveaux plus élevés de noradrénaline, de dopamine et 

de son enzyme de conversion, la DOPA décarboxylase, ont été rapportés dans les cas 

métastatiques de PPGL et associés à un intervalle de temps sans métastases significativement 

plus court (Van Der Harst et al., 2002). De façon intéressante, la mesure des taux plasmatiques 

de 3-méthoxytyramine, le métabolite O-méthylé de la dopamine, s’est avérée 4,7 fois plus 

élevée chez les patients atteints de PPGL métastatiques que chez les patients sans métastases 

(Eisenhofer et al., 2012). Cette augmentation est associée aux mutations SDHB et aux tumeurs 

extra-surrénaliennes mais également présente chez les PPGL présentant des métastases sans ces 

altérations. Ainsi, à l’heure actuelle, seule l’invasion des tissus par la tumeur et la présence de 

lésions métastatiques, généralement localisées dans les os, les poumons, le foie et les ganglions 

lymphatiques sont compatibles avec le diagnostic d’un PPGL métastatique (P. F. Plouin et al., 

2016).  

2.2.6. Traitements du PPGL 

Actuellement, l’exérèse chirurgicale est la seule modalité thérapeutique potentiellement 

curative du PPGL, l’objectif étant de réaliser une résection chirurgicale complète de la tumeur 

primaire et des structures adjacentes infiltrées si nécessaire. Une surrénalectomie par 

laparoscopie, moins coûteuse, moins invasive et permettant un rétablissement plus prompt du 

patient, peut être proposée lorsque le PCC mesure moins de 6 cm (Heger et al., 2017). Cette 

méthode peut également être indiquée pour les PGL de petite taille, non invasifs et dans des 

localisations favorables (Lenders et al., 2014).  

Ainsi, les diagnostics clinique et biochimique, couplés à des examens d’imagerie médicale, sont 

essentiels à une planification préopératoire soigneuse permettant le choix de la technique 

chirurgicale appropriée et la prévention d’évènements indésirables. En effet, cette exérèse met 

en lumière de grands défis péri-opératoires. Notamment, l’anesthésie, la manipulation de la 
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tumeur ou encore la veinographie ou artériographie surrénalienne avec contraste ionique 

peuvent générer une sécrétion massive de catécholamines et entrainer des complications 

cardiovasculaires potentiellement mortelles (Bessell-Browne & O’Malley, 2007). Ont été ainsi 

rapportés, des crises hypertensives, arythmies cardiaques, infarctus du myocarde ou encore des 

défaillances multi-organes (P.-F. Plouin et al., 2001; Siddik-Sayyid et al., 2007). De ce fait, un 

suivi et un traitement préopératoire de 7 à 14 jours est recommandé. En première intention, une 

administration d’antihypertenseurs comme la phénoxybenzamine ou la doxazosine, des 

bloqueurs de récepteurs a-adrénergiques, est décrite (Kocak et al., 2002; Malec et al., 2017). 

Des inhibiteurs des canaux calciques peuvent être ajoutés en deuxième intention pour améliorer 

davantage le contrôle de la pression artérielle (Garg et al., 2011). De plus, l’a-méthyl-L-

Tyrosine (métyrosine), un réducteur de la production des catécholamines via l’inhibition de la 

TH, peut être prescrit en combinaison des bloqueurs des récepteurs a-adrénergiques (Wachtel 

et al., 2015). Une tachycardie induite par l’hypersécrétion de catécholamines ou par les 

bloqueurs des récepteurs a-adrénergiques, peut être traitée par des antagonistes des récepteurs 

b-adrénergiques (Weingarten et al., 2017). Un suivi post-opératoire est également essentiel, la 

réduction drastique des catécholamines après résection pouvant être à l’origine d’une 

hypotension sévère. Finalement, des tests biochimiques réguliers, par la mesure des taux 

plasmatiques ou urinaires de métanéphrines, sont réalisés afin de diagnostiquer une récurrence 

de la maladie ou la présence de métastases. Ainsi, les avancées technologiques majeures de ces 

dernières décennies en anesthésiologie et en chirurgie couplées à une prise en charge péri-

opératoire du patient ont permis de réduire drastiquement les taux de mortalité pour une 

résection d’un PPGL, passant de 40% à moins de 3% (Buitenwerf et al., 2020).  

Toutefois la chirurgie n’est pas toujours envisageable comme première option, un 

développement tumoral pouvant empiéter sur les structures adjacentes qui peuvent entrainer 

des complications potentiellement graves si elles sont éliminées. Dans ce cas, des traitements 

de radiothérapie conventionnelles dont la MIBG ou de la radiothérapie ciblée, dirigée vers les 

SSTR ont été développées. Pour les patients atteints de PPGL métastatique, les chimiothérapies 

basées sur l’administration combinée de la cyclophosphamide, la vincristine et la dacarbazine 

(CVD) ont montré des taux de réponse allant jusqu’à 40% (Niemeijer et al., 2014). Une 

alternative orale à la dacarbazine intraveineuse est le témozolomide un agent alkylant ayant 

démontré son efficacité qui est liée à l’inhibition épigénétique du gène MGMT dans les tumeurs 

SDHB (Hadoux et al., 2014; Tong et al., 2020). D’autres chimiothérapies telles que le 
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cisplatine, le 5-fluorouracil ou encore le méthotrexate ont été proposées mais se sont montrées 

également peu concluantes ou à confirmer (Ilanchezhian et al., 2020; Jimenez et al., 2013).  

Ainsi, une prise en charge réussie du PPGL nécessite une approche interdisciplinaire et doit 

prendre en compte le statut génétique du patient. En effet, chez l’être humain, le PPGL est la 

tumeur la plus héritable (Dahia, 2014). La caractérisation de cette composante génétique 

majeure et la corrélation d’un phénotype à son génotype permet une utilisation personnalisée 

des modalités d’imagerie fonctionnelle et de prise en charge.  

2.2.7. Génétique du PPGL  

2.2.7.1. Retour sur le cas de Minna Roll 

Le cas de Minna Roll, premier phéochromocytome examiné, fut riche en enseignement tant les 

descriptions cliniques et morphologiques rapportées étaient précises. Néanmoins, Fränkel et ses 

collègues n’ont jamais considéré une composante génétique jugeant qu’elle ne souffrait 

« d’aucune maladie héréditaire » (Frankel, 1984). Sa famille, fut également décrite « en bonne 

santé ». Son jeune âge au moment du diagnostic et sa maladie bilatérale dans des organes 

appariés sont pourtant des signaux cliniques majeurs d’une détermination génétique. Et ce n’est 

qu’un siècle plus tard, après traduction de l’article originellement en allemand, que la 

prédisposition héréditaire de ce premier cas a été reconsidérée.  

Pour cela, Neumann et son équipe ont réalisé une vaste enquête basée sur l’analyse génétique 

des descendants de Minna Roll (Neumann et al., 2007). Sur la base des informations réunies, 

six descendants porteurs de PCC et trois cas de carcinomes thyroïdiens médullaires ont été 

identifiés. Des mutations des gènes de susceptibilité du PCC Von Hippel-Lindau (VHL), 

rearranged during transfection (RET), neurofibromin 1 (NF1), SDHB et SDHD ont par la suite 

été recherchés révélant ainsi l’existence chez cette famille d’une mutation germinale du gène 

RET, à l’origine d’une néoplasie endocrinienne de type 2 (NEM2). Cette maladie héréditaire se 

caractérise par l’association de carcinomes thyroïdiens et parathyroïdiens et de 

phéochromocytomes. D’ailleurs, un « élargissement considérable » de la thyroïde avait aussi 

été décrit lors de l’examen de Minna Roll (Frankel, 1984). 

2.2.7.2. Formes sporadiques et familiales du PPGL 

Le PCC se distingue par un fort déterminisme génétique où près de 40% des cas sont associés 

à des syndromes héréditaires et mutations germinales tels que la NEM2, le syndrome de Von 

Hippel-Lindau (mutation du gène VHL) et la neurofibromatose 1 (mutation du gène NF1) 
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(Tableau 3) (Favier et al., 2015). De plus, les syndromes PGL1-5, associés à des mutations des 

gènes codant pour les sous-unités de la succinate déshydrogénase (SDHx : D, AF2, C, B et A 

respectivement) ont été identifiés.  

Tableau 3 Gènes et maladies associées au PPGL 
Le taux de mutation est le pourcentage de patients atteints de PPGL présentant des mutations du gène concerné. 
D’après (Favier et al., 2015). 

 

Une meilleure compréhension de la génétique du PPGL a été rendue possible grâce aux progrès 

considérables des techniques d’études génomiques somatiques et germinales. En particulier, 

l’inspection approfondie de cohortes de patients PPGL, dont l’ADN leucocytaire et les tissus 

tumoraux ont été collectés, a permis la génération de données génomiques, épigénomiques, 

transcriptomiques et protéomiques, appariées avec leurs données cliniques. Ces travaux sont à 

l’origine de connaissances avancées et notamment la mise en évidence de plus de 20 gènes de 

prédisposition améliorant ainsi la prise en charge des patients porteurs d’un PPGL et ses 

apparentés. Notamment, après une classification non supervisée des PPGL sur la base de 

données transcriptomiques, ces derniers semblent se ségréger selon leur génotype, et sont 

associés à une signature moléculaire spécifique. Trois clusters, présentant des propriétés de 

localisation, progression et sécrétion tumorales distinctes ont ainsi pu être identifiés en fonction 

des mutations germinales ou somatiques sous-jacentes (Burnichon et al., 2011). Ainsi, un 

premier cluster dit « pseudo-hypoxique » (25% des cas de PPGL), un deuxième lié à la 

signalisation des kinases (55%) et finalement un troisième associé à la voie wingless integration 

site (Wnt) (20%) ont été définis (Fishbein et al., 2017). 
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2.2.7.3. Clusterisation génétique du PPGL  

Dans les cellules chromaffines, un état d’hypoxie, correspondant à une inadéquation entre les 

besoins et des apports réduits et insuffisants en oxygène, est détecté et notamment corrigé par 

le facteur inductible à l’hypoxie (hypoxia induced factor, HIF). Ce facteur de transcription 

régule l’expression de nombreux gènes impliqués dans l’angiogenèse, le métabolisme du 

glucose, la prolifération ou encore la survie cellulaire (Semenza, 2001). En normoxie, cette 

réponse est finement contrôlée par la dégradation du facteur HIF à la suite de son hydroxylation 

par des prolylhydroxylases (prolylhydroxylases domain proteins, PHD) permettant sa 

reconnaissance par pVHL, son ubiquitinylation et sa dégradation par le protéasome (V. Haase, 

2009).  

Des variants pathogènes des gènes HIF2A codant pour la protéine HIF-2a, les prolyl 

hydoxylase-1 et 2 de la famille Egl-9 (egl-9 family hypoxia inducible factor 1/2, EGLN1/2) 

codant pour PHD1 et PDH2 et VHL codant pour la protéine pVHL, sont à l’origine d’une 

stabilisation du facteur HIF. Ainsi, indépendamment du taux d’oxygène cellulaire, des voies de 

signalisation associées sont induites engendrant ainsi un phénotype pro-tumoral et métastatique 

(Fishbein et al., 2017; Jochmanova & Pacak, 2018). Il a récemment été proposé d’ajouter la 

protéine régulatrice du fer (iron regulatory protein, IRP) à ce sous-type génétique (Alrezk et 

al., 2018).  

Ce premier cluster est également associé à des altérations des gènes dont les protéines sont 

impliquées dans la chaine respiratoire mitochondriale tels que les SDHx, SDHAF2, la fumarate 

hydroxylase (FH), la malate déshydrogénase (MDH2), l’aspartate aminotransférase 

mitochondriale (glutamate oxaloacetate transaminase 2, GOT2), le transporteur mitochondrial 

d’oxoglutarate (solute carrier family 25 member 11, SLC25A11), la dihydrolipoamide S-

succinyltransférase (DLST) ou encore l’isocitrate déshydrogénase 1 et 2 (IDH1/2) (Favier et 

al., 2015; Fishbein & Nathanson, 2012; Taïeb et al., 2019).  Des études sont en cours pour 

considérer le gène succinate-CoA ligase GDP-forming subunit beta (SUCLG2), codant pour la 

sous-unité b de la succinate-CoA ligase, comme nouveau gène de susceptibilité du PPGL 

(Hadrava Vanova et al., 2022). Ces altérations géniques perturbent le cycle de Krebs, altèrent 

la phosphorylation oxydative mitochondriale conduisant notamment à l’accumulation de 

succinate, de fumarate et de 2-hydroxyglutarate. Ces précurseurs de cette voie métabolique 

agissent comme des oncométabolites notamment via l’inhibition compétitive de l’activité des 
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PHD. In fine, HIF-2a est moins hydroxylé, moins dégradé et ainsi, il s’accumule (Jochmanova 

et al., 2013; Shankavaram et al., 2013).  

Un deuxième cluster est associé à une suractivation des voies de signalisation tyrosines kinases 

(TK) (Burnichon et al., 2011; Crona et al., 2019; Fishbein et al., 2017). Celui-ci comporte des 

altérations pour les gènes codant le suppresseur de tumeur NF1, le proto-oncogène RET, la 

protéine transmembranaire 127 (TMEM127), myc-associated factor X (MAX), HRAS et le 

fibroblast growth factor receptor 1 (FGFR1) (Castro-Vega et al., 2015; Welander et al., 2018). 

En outre, de rares cas d’altérations des gènes codant pour les récepteurs à TK MET, Mer 

(MERTK) et Braf ou encore le nerve growth factor receptor (NGFR) et la kinesin family 

member 1B (KIF1B) sont également rapportés (Toledo et al., 2016). Ces mutations sont 

associées à une suractivation des voies phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) / serine threonine 

kinase 1 (Akt), mammalian target of rapamycin (mTORC1) /p70S6 kinase (p70S6K) et 

Ras/Raf/ extracellular signal-regulated kinase (Erf) conduisant à l’induction de la prolifération, 

l’angiogenèse ainsi que la survie et la croissance cellulaire (Crona et al., 2019; Fishbein et al., 

2017). 

Contrairement aux deux premiers clusters, le troisième cluster est encore peu exploré mais 

semble impliquer la signalisation Wnt et Hedgehog (Fishbein et al., 2017). Celui-ci, 

exclusivement somatique, répertorie les fusions de gène mastermind-like transcriptional 

coactivator 3 (MAML3) ainsi que des altérations du gène cold shock domain-containing E1 

(CSDE1) à l’origine d’une suractivation de ces voies et de la b-caténine, une cible de ces 

dernières (Guo et al., 2020). Ainsi, il en résulte un phénotype plus agressif caractérisé 

notamment par une augmentation de la prolifération, l’angiogenèse, l’apoptose, et la 

dérégulation du métabolisme (Morimoto et al., 2022). Finalement, un quatrième cluster mixte 

cortical moins bien caractérisé pourrait inclure une partie des tumeurs MAX (Fishbein et al., 

2017).  

2.2.7.4. Impact de la génétique sur la présentation du PPGL  

L’étude de cette taxonomie moléculaire propre au PPGL est décisive pour une prise en charge 

et une médecine personnalisées des patients. Notamment, le cluster 1 est associé à un risque 

élevé de métastases (24%) en raison de la grande proportion des mutations SDHB en son sein 

(Crona et al., 2019). Le risque de développement métastatique pour les PPGL du cluster 3 

s’élève à 11,4% alors qu’il est de l’ordre de 4,1% pour le cluster 2. La génétique du PPGL est 

également considérée pour la sélection des modalités de suivi du patient après résection 
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(Fagundes & Almeida, 2022). En effet, tandis que les PPGL du cluster 2 sont essentiellement 

surrénaliens, ceux du cluster 1 pseudo-hypoxiques sont généralement extra-surrénaliens (Figure 

15) (Gimenez-Roqueplo et al., 2003). Les recommandations incluent également un suivi 

biochimique adapté aux spécificités de chaque cluster. 

De façon très intéressante, les PPGL « pseudo-hypoxiques » appartenant au cluster 1 sont 

majoritairement noradrénergiques ou dopaminergiques (Figure 15). Ce phénotype sécrétoire 

résulte de l’inhibition, par HIF-2a, de l’expression de la PNMT induite par les glucocorticoïdes. 

De plus, une proportion notable de PPGL chez les porteurs d’une mutation SDHx semble 

également présenter un déficit pour la DBH, l’enzyme de conversion de la dopamine en 

noradrénaline. Ainsi, les patients atteints de ces tumeurs présentent une production accrue de la 

3-méthoxytyramine, le métabolite de la dopamine (Eisenhofer et al., 2011, 2017). 

Contrairement au cluster 1, les PPGL du cluster 2 sont généralement adrénergiques et présentent 

une expression plus élevée de la PNMT. Ces deux sous-groupes se distinguent également par 

une dynamique de sécrétion de catécholamines différente. En effet, les PPGL du cluster 1 se 

caractérisent par des contenus en catécholamines plus faibles mais avec des taux plus élevés de 

sécrétion par masse de tissu tumoral que les tumeurs du cluster 2 (Eisenhofer et al., 2010). En 

effet, il a été montré que 35% des niveaux de catécholamines des PCC VHL sont sécrétés dans 

le plasma chaque jour, contrairement à seulement 1,8% pour les MEN2 (Eisenhofer et al., 

2008). Il a également été mis en évidence une sous-expression de gènes clés de la VSR dont 

SNAP25, STX et le gène codant la rabphiline 3A (RPH3A) dans les PCC porteurs de mutations 

VHL par rapport à ceux porteurs de variants pathogènes RET, suggérant une VSR plus mature 

pour ces derniers. Ainsi, le contrôle de la sécrétion semble moins développé dans les tumeurs 

du cluster 1. En conséquence, le niveau basal de sécrétion des catécholamines est 20 fois plus 

élevé chez ces tumeurs VHL que chez les MEN2, ce qui explique l’hypertension soutenue 

observée chez ces patients (Eisenhofer et al., 2008). Ces altérations de la machinerie 

moléculaire qui sous-tend l’exocytose des catécholamines peuvent également expliquer la 

nature plus paroxystique des symptômes observés chez les patients NEM2 par rapport à ceux 

atteints du syndrome VHL, la sécrétion étant toujours limitée par l’expression de nombreux 

composants de la VSR. Il en est de même pour les patients atteints d’une mutation NF1 qui sont 

souvent asymptomatiques et normotendus (Képénékian et al., 2016). Le phénotype de sécrétion 

des PPGL du cluster Wnt n’a pas encore été étudié bien qu’une expression exacerbée de la CgA 

ait été décrite (Fishbein et al., 2017).  
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La mise en évidence de caractéristiques moléculaires distinctes entre les différents clusters est 

également exploitée dans le développement d’approches thérapeutiques personnalisées (Figure 

15). Notamment pour le cluster 1, l’accumulation d’oncométabolites tels que le succinate, le 

fumarate ou encore le 2-hydroxyglutarate dans les tumeurs peut les rendre sensibles au ciblage 

avec des inhibiteurs de la poly-(ADP)-ribose polymérase (PARP) (Pang et al., 2018; Sulkowski 

et al., 2020). À ce sujet, un essai clinique de phase II est en cours afin de déterminer si 

l’association de l’inhibiteur de PARP l’olaparib et du témozolomide est plus efficace que ce 

dernier en monothérapie (NCT04394858). De plus, l’environnement tumoral pseudohypoxique 

des PPGL du groupe 1 peut promouvoir l’échappement immunitaire. Par conséquent, des essais 

de phase II sont en cours pour évaluer l’efficacité des immunothérapies, notamment le 

pembrolizumab (NCT02721732). L’environnement pseudohypoxique favorisant également la 

régulation positive des facteurs de croissance vasculaires, le PPGL exprime préférentiellement 

des facteurs angiogéniques comme le VEGF (Ferreira et al., 2014). Ainsi, les inhibiteurs de la 

TK jouent un rôle potentiel dans la prise en charge du PPGL métastatique. L’efficacité du 

sunitinib et du sorafenib, des composés anti-angiogéniques a été démontré in vitro et in vivo 

dans un modèle de xénogreffes chez le rat (Denorme et al., 2014). À ce sujet, l’essai randomisé 

FIRSTMAPPP de phase II (NCT01371201) promu par Gustave Roussy, démontre un intérêt 

majeur du sunitinib pour le traitement du PPGL métastatique. Finalement, des essais de phase 

II évaluant l’efficacité des antagonistes d’HIF-2a tel que le Belzutifan (NCT04924075) sont 

également en cours.  

Le cluster 2 étant généralement caractérisé par une régulation positive des voies de 

signalisations Ras/Raf/Erk ou PI3K/Akt/mTOR1, des études portant sur l’évaluation de 

l’administration d’inhibiteurs de mTOR sont en cours (Figure 15). Notamment, l’essai en phase 

II portant sur le bénéfice de l’évérolimus dans les tumeurs neuroendocrines a démontré une 

efficacité modeste chez les patients PPGL métastatiques (Oh et al., 2012). De plus, l’inhibition 

de la signalisation MAPK à l’aide d’inhibiteurs de la protéine kinase a démontré son efficacité 

dans le traitement des tumeurs métastatiques chez les enfants porteurs de mutations NF1, ce qui 

soulève la possibilité de son utilisation thérapeutique dans les PPGL présentant ces mutations 

(Dombi et al., 2016). 
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Figure 15 Stratégie personnalisée basée sur la classification moléculaire pour les patients atteints de 
PPGL 
Les PPGL du cluster 1 pseudo-hypoxique, et en particulier les porteurs de la mutation SDHx, sont associés à un 
phénotype dopaminergique ou noradrénergique reflétant la faible différenciation des cellules paraganglionnaires. 
La localisation extra-surrénalienne et la taille importante de la tumeur au moment du diagnostic peuvent prédire 
une mutation germinale du gène SDHx, tandis que la localisation surrénalienne peut indiquer une mutation du 
cluster 2. Des symptômes épisodiques ou un nombre élevé de symptômes (tremblements, pâleur, anxiété) sont 
évocateurs d’un PPGL du cluster 2. Ces tumeurs présentent un phénotype sécrétoire mixte ou principalement 
adrénergique, conséquence d’une différenciation cellulaire plus avancée et d’une expression accrue de la 
phényléthanolamine N-méthyltransférase (PNMT). Le risque métastatique pour les PPGL de cluster 1, 2 et 3 est 
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de 24%, 4,1% et 11,4% respectivement. L’immunohistochimie de la SDHB dans le PPGL est un biomarqueur 
métabolique pertinent, associé à un risque métastatique élevé. Par conséquent, les patients présentant des mutations 
associées au cluster 1 ont un phénotype d’imagerie moléculaire spécifique qui comprend une avidité réduite ou 
absente des traceurs impliqués dans la synthèse ou le stockage des catécholamines. La voie de la biosynthèse des 
catécholamines étant souvent régulée à la hausse chez les patients présentant des mutations de gènes du cluster 2, 
les traceurs se liant aux transporteurs noradrénergiques (NET) et aux transporteurs vésiculaires de monoamines 
(VMAT) sont souvent plus sensibles. Ainsi, de nouvelles thérapies ciblées, basées sur la classification moléculaire, 
sont développées. PARP : poly-(ADP)-ribose polymérase, mTOR1 : mammalian target of rapamycin 1 , MEK : 
mitogen-activated protein kinase kinase (ou MAP2K), TK : tyrosine kinase, MIBG : metaiodobenzylguanidine, 
PRRT : peptide receptor radionuclide therapy, SST : somatotatin. D’après (Winzeler et al., 2021). 

2.2.8. Régulation épigénétique et post-transcriptionnelle du PPGL  

Alors que la composante génétique est une caractéristique majeure du PPGL, la piste de 

l’épigénétique, correspondant à des modifications fonctionnelles héréditaires non codées par la 

séquence de l’ADN, reste encore peu explorée bien qu’elle soit reconnue. Par exemple, une 

hyperméthylation de l’ADN et des histones est associée au cluster 1 pseudo-hypoxique du 

PPGL, notamment lors de mutations SDHx ou FH. En effet, outre l’inhibition des PHD, il a été 

démontré que le succinate et le fumarate inhibent l’activité des enzymes ten-eleven 

translocation (TET) et Jumonji C domain-containing (JMJD), des régulateurs clés de 

l’expression des gènes via la déméthylation des régions promotrices de l’ADN et des histones 

(Lussey-Lepoutre et al., 2017). Parmi les gènes impactés, certains sont impliqués dans le 

métabolisme des catécholamines et la VSR dont la PNMT, le gène codant pour le récepteur de 

la dopamine D2 (dopamine receptor D2, DRD2) le gène solute carrier family 6 member 2 

(SLC6A2) codant pour le transporteur noradrénergique (norepinephrine transporter, NET) ou 

encore le neuropeptide Y (NPY) (Letouzé et al., 2013). Cette hyperméthylation, notamment 

dans le cas de PPGL mutés pour SDHB, joue également un rôle majeur dans l’acquisition d’un 

phénotype métastatique via l’induction des voies de la TEM (Loriot et al., 2015). Des mutations 

épigénétiques drivers du PPGL pseudo-hypoxique ont également été mises en évidence avec, 

par exemple, l’inactivation épigénétique de l’expression de SDHC à la suite d’une 

hyperméthylation de son promoteur (Richter et al., 2016). De façon intéressante, un phénotype 

hypométhylé, lié à une instabilité chromosomique et un plus grand nombre d’altérations 

somatiques du nombre de copies, a été identifié lors de mutations du cluster kinase (Backman 

et al., 2017; Eden et al., 2003; Letouzé et al., 2013). D’autres altérations épigénétiques ont 

également été identifiées dans les syndromes PGL1 et PGL2 liés à des altérations des gènes 

SDHD et SDHAF2 soumis à une empreinte génétique maternelle. Dans ce cas, l’allèle maternel 

n’étant pas exprimé, seules les mutations héritées du père peuvent causer la maladie (Badenhop 

et al., 2001).  
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Finalement, l’implication des ARN dans les régulations épigénétiques et post-

transcriptionnelles et ainsi dans la pathogenèse du PPGL a été considérée. La classe des ARN 

non codant (ncARN) est notamment constituée des ARN long non codants (lncARN), des ARN 

circulaires (circARN), et des microARN (miARN). Ces derniers sont des régulateurs post-

transcriptionnels de l’expression des gènes agissant au niveau de l’ARNm cible. Leur 

dérégulation aurait ainsi un impact majeur dans la fonction biologique des tumeurs dont le 

PPGL. Leur implication est d’autant plus avérée que celle-ci s’accompagne également d’une 

dérégulation de l’expression des autres ncARN. Notamment, la séquestration des miARN par 

des sites de liaison portés par des lncARN, entrainant leur inhibition, a été observé dans le 

PPGL. Ainsi, une étude bio-informatique se basant sur les données du programme The Cancer 

Genome Atlas (TCGA) a permis d’identifier 23 lncARN présentant des interactions avec 6 

miARN et 22 ARNm, tous dérégulés dans le PPGL (Liang et al., 2018). Par ailleurs, la 

surexpression de deux d’entre eux est associée à un mauvais pronostic. De façon intéressante, 

une étude récemment publiée sur l’analyse du transcriptome des lncARN a révélé une signature 

moléculaire qui permet de distinguer les sous types de PPGL (Job et al., 2020). Yu et al., sont 

les seuls, à ce jour, à avoir examiné le profil d’expression des circARN dans le PPGL, suggérant 

leur implication dans la régulation des processus de méthylation des histones et mettant ainsi 

en évidence leur rôle de biomarqueurs potentiels du PPGL (Yu et al., 2020).  
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3. Les microARN, des régulateurs internes de l’homéostasie 

3.1. Les miARN, acteurs de l’évolution  

Les miARN sont des petits ARN non codants d’environ 22 nt qui affinent l’expression génique 

au niveau post-transcriptionnel. Cette régulation inhibitrice correspond à une liaison, d’une 

séquence dite « seed » de 6 nt à l’extrémité 5’ du miARN, majoritairement dans la région 3’ 

non traduite (untranslated region, UTR) des ARNm cibles. Cette interaction, généralement 

imparfaite, induit le clivage, la dégradation de ces derniers et/ou leur répression traductionnelle 

(Bartel, 2018). 

Le premier miARN, découvert chez C. elegans en 1993, a été initialement considéré comme 

une singularité de cet organisme modèle (R. C. Lee et al., 1993). Ce n’est qu’après la découverte 

d’un deuxième miARN, quelques années plus tard, conservé chez de nombreuses espèces dont 

l’être humain, qu’une prise de conscience quant à leur généralité dans le règne animal a pu se 

produire forçant ainsi les scientifiques à « réorganiser [leur] vision de l’univers » (Ambros, 

2008; Pasquinelli et al., 2000). Trente ans plus tard, quelques 38 589 précurseurs et 48 860 

miARN matures, décrits chez 271 organismes, sont répertoriés dans miRBase (Kozomara et al., 

2019; Kozomara & Griffiths-Jones, 2014). Cette base de données (data base, DB) publique, 

collectant notamment les données de séquençage à haut débit des petits ARN, répertorie 

actuellement (v.22.1) 1 917 pré-miARN at 2 654 miARN matures chez l’être humain. Ainsi, la 

régulation de l’expression des gènes par les miARN, retrouvés chez les animaux, les plantes, 

les champignons mais également chez les virus, apparait comme une caractéristique cellulaire 

ancestrale. D’une manière saisissante, la machinerie protéique associée aux miARN est non 

seulement très conservée, mais de nombreux miARN matures le sont également, sur de grandes 

distances phylogénétiques (Bråte et al., 2018; Filippov et al., 2000; Lagos-Quintana et al., 2001; 

Moran et al., 2017). Notamment, plus de 30 miARN sont communs à tous les bilatériens et des 

centaines d’autres sont conservés au sein de clades spécifiques (Prochnik et al., 2007). Par 

ailleurs, cette conservation est un critère couramment utilisé pour identifier les gènes de miARN 

homologues (S.-C. Li et al., 2010).  

Une pression évolutive est également opérée pour maintenir les sites complémentaires des 

miARN dans la région 3’UTR des ARNm cibles. Par exemple, les gènes dont les sites cibles ne 

sont pas conservés ont tendance à être exprimés dans les tissus dépourvus du miARN 

correspondant (Farh et al., 2005). Au contraire, les sites cibles conservés se trouvent 

préférentiellement dans les gènes coexprimés avec leurs miARN. À titre d’exemple, ce sont 
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plus de 45 000 sites au niveau 3’UTR des ARNm qui sont maintenus de manière sélective grâce 

au ciblage des miARN chez l’être humain (Friedman et al., 2009). Les sites cibles des miARN 

sont également conservés entre différentes espèces suggérant que de mêmes miARN conservés 

régulent des processus biologiques similaires (C.-T. Lee et al., 2007). 

L’apparition et l’évolution des organismes multicellulaires semblent résulter de l’acquisition de 

nouvelles fonctions des gènes paralogues générés au cours de duplications segmentales et/ou 

du génome entier et la ségrégation de ces mécanismes entre différents types cellulaires (Holland 

et al., 1994). Cela semble également correspondre à l’apparition des voies des miARN pour la 

régulation de l’expression des gènes (C.-T. Lee et al., 2007). Dans ce contexte, Peterson et son 

équipe ont démontré que l’augmentation de cette complexité ne corrèle pas avec le nombre de 

paralogues de miARN, qui suit le nombre de duplications du génome entier, mais avec 

l’acquisition de nouvelles séquences seed de ces derniers (Peterson et al., 2022). Ainsi, de 

manière remarquable, la sophistication au cours de l’évolution corrèle avec la création de 

nouvelles familles de miARN, qui partagent une même séquence seed, et repose ainsi sur 

l’élaboration et la conservation de mécanismes de régulation génique. Il est toutefois important 

de souligner que l’utilisation du terme « famille » ne fait pas indubitablement référence à un 

ancêtre commun. 

3.2. Les miARN, des régulateurs de l’homéostasie 

En raison de la petite taille des miARN et de leur séquence seed, des sites régulateurs appariés 

peuvent facilement émerger dans les régions 3’UTR (Farh et al., 2005; Stark et al., 2005). À 

cet égard, 400 cibles sont en moyennes conservées par famille de miARN (Friedman et al., 

2009). Ainsi, la couche dense de contrôle post-transcriptionnel ajoutée par les miARN, 

complète et étend la régulation se produisant à d’autres niveaux du programme d’expression de 

plus de 60% des gènes codant les protéines. Un miARN peut moduler de la sorte des centaines 

de transcrits d’ARN (Baek et al., 2008). Dans certains cas, il cible plusieurs fois le même 3’UTR 

entrainant ainsi une répression plus importante, chaque site supplémentaire aura tendance à agir 

de manière additive. Cette répression sera d’autant plus importante si ces sites, agissant alors 

de manière coopérative, sont situés à environ 8-40 nt les uns des autres (Grimson et al., 2007; 

Sætrom et al., 2007). De la même manière, chaque ARNm ciblé peut être régulé par des dizaines 

de miARN (Friedman et al., 2009). De façon intéressante, un 3’UTR ayant un site 

préférentiellement conservé pour une famille de miARN aura généralement des sites conservés 

pour d’autres familles de miARN, en moyenne 4 à 5. Ainsi, il est possible de considérer les 
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miARN comme des stabilisateurs de l’expression du génome qui permettent d’établir un seuil 

d’activation des fonctions des gènes (Posadas & Carthew, 2014). Toutefois, la répression 

exercée pour chaque site est généralement modeste, souvent inférieure à 20% (Baek et al., 2008; 

Selbach et al., 2008). Ainsi, la majorité des cibles, faiblement réprimées, ne constitueraient 

qu’un bruit de fond à côté desquelles, quelques cibles, probablement moins de 10, seraient 

fortement inhibées par des miARN et alors décrits comme des drivers phénotypiques (Ecsedi 

et al., 2015; Pinzón et al., 2017). Plutôt que de s’exclure mutuellement, ces deux concepts 

pourraient coexister au sein des systèmes biologiques. Il semble ainsi difficile qu’un processus 

biologique puisse échapper à l’influence de ce réseau complexe de régulation. À ce sujet, il est 

désormais avéré que l’ensemble des organismes multicellulaires eucaryotes recourent aux 

miARN pour réguler les fonctions cellulaires fondamentales telles que la prolifération, le 

métabolisme, la différentiation ou encore l’apoptose, faisant d’eux des régulateurs fins de 

l’homéostasie (Hwang & Mendell, 2006). 

Remarquablement, les miARN sont également impliqués dans la communication 

intercellulaire. Bien que l’origine de leur présence ne soit pas totalement élucidée, des miARN 

extracellulaires sont détectés dans la circulation sanguine et d’autres fluides biologiques tels 

que l’urine, les larmes, la salive, le lait maternel ou encore le liquide céphalorachidien et 

peuvent alors servir de biomarqueurs de diverses pathologies telles que les cancers (Weber et 

al., 2010). Ces miARN, libérés en réponse à un stress par une cellule lésée par exemple, sont 

capables d’agir à distance modulant ainsi la réponse des cellules environnantes. C’est 

notamment le cas des cellules neuroendocrines dont les cellules chromaffines qui, en réponse à 

un stimuli neuronal,  ont la capacité de sécréter des miARN agissant alors comme des hormones 

(Gümürdü et al., 2017). Alors qu’ils sont retrouvés majoritairement sous une forme libre 

(>90%), les miARN circulants peuvent également circuler dans le plasma et le sérum 

encapsulées dans des microvésicules, des exosomes ou encore des corps apoptotiques (Iftikhar 

& Carney, 2016). Le rôle des miARN extracellulaires demeure difficile à saisir. Ils exerceraient 

une régulation des gènes dans des cellules cibles après leur endocytose au sein de celles-ci (Y. 

Park, 2017). De plus, leur implication dans la signalisation cellulaire par le biais d’activation 

de récepteurs est également évoquée.  

In fine, les miARN sont des orchestres subtils de l’harmonie de l’expression des gènes au niveau 

microscopique. Leur influence spectaculaire à l’échelle macroscopique modèle ainsi le cours 

de la vie. 
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3.3. Biogenèse des miARN  

3.3.1. Transcription des miARN 

Les miARN canoniques, bien caractérisés, sont généralement transcrits à partir de régions 

intragéniques, majoritairement introniques (Y.-K. Kim & Kim, 2007; The FANTOM 

Consortium et al., 2017). Sous le contrôle du même promoteur, les miARN sont alors soumis à 

la même régulation transcriptionnelle que ces derniers (Baskerville & Bartel, 2005). A ce sujet, 

de nombreux profils d’expression fortement corrélés ont été observés entre les miARN et leurs 

gènes hôtes. De plus, certains miARN sont également codés à partir d’exons et présentent alors 

un recouvrement avec des unités de transcription (Rodriguez et al., 2004).  

La transcription des miARN s’opère par une ARN polymérase II pour produire un transcrit 

primaire de plusieurs kilobases appelé pri-miARN (Y. Lee et al., 2004). Dans certains cas 

particuliers, une transcription par une ARN polymérase III a pu être décrite (Borchert et al., 

2006). Le pri-miARN généré est constitué d’une ou plusieurs structures en boucles contenant 

un ou plusieurs miARN souvent apparentés (Denli et al., 2004). Ces miARN, alors dit 

polycistroniques, sont situés à moins de 50 kb les uns des autres et ont des profils d’expression 

fortement corrélés bien que ces derniers puissent différer par des mécanismes de régulation 

post-transcriptionnelle (Baskerville & Bartel, 2005; Y. Lee, 2002; Sempere et al., 2004).   

Le pri-miR se structure sous la forme d’une épingle à cheveux avec une tige centrale d’ARN 

double brin (ARNdb) flanquée d’une boucle terminale d’un côté et de segments d’ARN 

monocaténaires (ARNsb) de longueurs variables de l’autre, aux extrémités 5’ et 3’ (X. Zhang 

& Zeng, 2010). Alors que le pri-miR porte les caractéristiques d’une transcription par la 

polymérase II avec une coiffe en 5’ et une polyadénylation en 3’, les éléments qui le distinguent 

des autres transcrits dans le génome, lui permettant donc d’être reconnu pour sa maturation, 

sont partiellement connus. Notamment, il a été démontré qu’une longueur optimale de la tige, 

qui inclue le duplex de miARN, est de 36 +/- 3 nucléotides (nt) (Figure 16) (Han et al., 2006; 

Nguyen et al., 2015; Roden et al., 2017). Celle-ci peut comporter des renflements ou bulges, 

correspondant à des bases non appariées, avec toutefois deux régions qui en sont dépourvues, 

à environ 16-21 nt et 28-32 nt de la base de la tige. Concernant la boucle apicale, une taille de 

3 à 23 nt s’est avérée compatible avec la maturation efficace du pri-miARN (L. Adams, 2017; 

Zeng & Cullen, 2003). Outre ces caractéristiques structurales secondaires, des motifs de la 

séquence primaires impliqués dans la maturation du pri-miARN, ont été identifiés, notamment 

la longueur optimale permettant le recrutement de protéines accessoires (Auyeung et al., 2013; 
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Mori et al., 2014). Par exemple, la présence d’un motif CNNC, se trouvant à environ 17-18 nt 

en aval du miARN ou encore les motifs UGU ou UGUG au niveau de la boucle apicale et le 

motif UG à l’extrémité basale sont décrits. Au moins l’un de ces trois motifs est présent dans 

près de 80% des miARN humains suggérant que d’autres déterminants peuvent également 

exister. 

 

Figure 16 Transcription et caractéristiques structurales du pri-miARN 
A) Une fois transcrit par la polymérase II (Pol II), via une voie intronique ou intergénique, le pri-miARN se replie 
sur lui-même sous la forme d’une épingle à cheveux. B) Les caractéristiques structurales d’une épingle à cheveux 
de miARN canonique comprennent une tige de 35 paires de bases (pb) avec une boucle et des régions flanquantes 
non structurées. Drosha reconnaît la base de l’épingle à cheveux tandis que le dimère Dgcr8 reconnaît la région 
apicale. Les sites de clivage de Drosha sont représentés par des flèches violettes alors que les sites de clivage de 
Dicer sont représentés par des flèches bleues. Adapté de (Bartel, 2018).  

3.3.2. Maturation nucléaire des miARN 

Après sa transcription, le pri-miARN subit plusieurs étapes de maturation dont une première 

par le complexe microprocesseur nucléaire (Figure 17) (Bartel, 2018). Ce complexe 

hétérotrimétrique, contenant une molécule de l’endonucléase Drosha et deux molécules de son 
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cofacteur DiGeorge syndrome critical region gene 8 (Dgcr8, appelée aussi Pasha chez les 

invertébrés), reconnait la structure en épingle à cheveux du pri-miARN et le clive en précurseur-

miARN (pré-miARN) d’environ 60 à 70 nt (Y. Lee et al., 2003).  À cet égard, ces processeurs, 

essentiels à la génération de miARN, sont conservés chez les animaux (Grimson et al., 2008). 

La délétion de Drosha dans une lignée cellulaire humaine abolit totalement la production de 

miARN canoniques (Y.-K. Kim et al., 2016). De plus, il a été montré chez la souris, que la 

déficience germinale de Drosha ou de Dgcr8 entraîne une létalité précoce lors de 

l’embryogenèse (Bernstein et al., 2003; Chong et al., 2010).  

 

Figure 17 Biogenèse et fonction des miARN canoniques 
Une fois transcrit par la polymérase II (pol II), le pri-miARN est reconnu et clivé par le microprocesseur pour 
libérer un pré-miARN. Le pré-miARN est exporté vers le cytoplasme sous l’action de l’exportine (Xpo5) et du 
Ran-GTP et clivé par Dicer pour produire un duplex de miARN. Un brin du duplex de miARN, le miARN mature 
(rouge), est chargé dans le complexe miRISC tandis que l’autre brin, le miARN* ou passager (bleu), est dégradé. 
Au sein du complexe d’inhibition, les nucléotides 2 à 5 du miARN sont prêts à interagir avec les ARNm cibles et 
entrainer le clivage, la dégradation ou l’inhibition traductionnelle de ces derniers. D’après (Bartel, 2018). 

À son extrémité C-terminale, Drosha possède un domaine de liaison à l’ARNdb et deux 

domaines RNase de type III en tandem qui se dimérisent  pour former un centre catalytique 

agissant spécifiquement sur cet ARNdb (Han et al., 2004). Ainsi, la jonction basale entre 

l’ARNdb et l’ARNsb sert de référence principale pour déterminer le site de clivage (Auyeung 

et al., 2013). Il est important de souligner que la reconnaissance de celui-ci doit être précise 
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puisqu’il définit l’extrémité du miARN et détermine donc sa spécificité (Seitz & Zamore, 

2006). Ainsi, Drosha clive l’épingle à cheveux à environ 11 pb de cette jonction basale et à 

environ 22 pb de la jonction apicale liée à la boucle terminale (Han et al., 2006; Zeng et al., 

2005). Cette scission est asymétrique et produit, en conséquence, une extrémité libre de deux 

nucléotides en 3’ (Y. Lee et al., 2003). Le domaine de liaison à l’ARNdb de Dosha est 

nécessaire à l’interaction du substrat mais nécessite une activité supplémentaire fournie par 

DGCR8 (Gregory et al., 2004). En effet, ce cofacteur essentiel reconnaît également la jonction 

simple brin et double brin de l’ARN du pri-miARN et stabilise sa liaison avec Drosha (Han et 

al., 2006; Yeom et al., 2006). La protéine DGCR8 humaine possède deux domaines de liaison 

à l’ARNdb dans sa région C-terminale qui interagissent avec le domaine central de 

l’endonucléase.  

Des voies non canoniques, généralement indépendantes de Drosha, sont décrites reflétant ainsi 

la flexibilité évolutive de la biogenèse des miARN. Parmi ces voies, la première identifiée est 

la production de miRtrons où un analogue de pré-miARN, adoptant une courte structure en tige-

boucle, est généré par épissage d’un ARNm (Berezikov et al., 2007). La maturation médiée par 

Drosha peut également être contournée dans le cas de petits ARN ayant une structure endogène 

en épingle à cheveux, générés directement par transcription (Babiarz et al., 2008). Bien qu’ils 

soient majoritairement transcrits par l’ARN polymérase III, certains d’entre eux le sont par la 

polymérase II (Xie et al., 2013). Finalement, certains de ces petits ARN peuvent également 

provenir d’autres ARN non codants tels que les ARN de transfert (ARNt) ou les petits ARN 

nucléolaires (small nucleolar RNA, snoARN) (Babiarz et al., 2008; Ender et al., 2008). 

Toutefois, chez les vertébrés, ces divers mécanismes alternatifs ne concernent qu’1% des 

miARN conservés. De plus, la plupart des miARN non canoniques sont peu abondants et peu 

conservés.   

3.3.3. Export nucléaire et maturation cytoplasmique des miARN 

Le pré-miARN généré s’organise en un ARNdb, replié en épingle à cheveux comportant une 

extrémité 3’ flanquante de deux nucléotides. C’est justement sa structure particulière 

hélicoïdale (et non sa séquence) qui lui permet d’être exporté vers le cytoplasme par la protéine 

de transport exportin 5 (Xpo5) de façon dépendante d’une GTPase nucléaire Ran (Ran 

guanosine triphosphatase, Ran-GTP) (Bohnsack et al., 2004; Yi et al., 2003). Par ailleurs, 

l’inactivation de Xpo5 entraine une réduction des niveaux de miARN sans accumulation de 

pré-miARN nucléaire suggérant qu’elle permet l’export mais également la protection du pré-

miARN contre la dégradation dans le noyau. En outre, cette réduction suggère également qu’il 
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existe des mécanismes alternatifs pour ce transport (Yi et al., 2003). Le complexe trimérique 

formé migre ainsi vers le cytoplasme au travers du pore nucléaire.  Après cette translocation, 

l’hydrolyse du Ran-GTP en Ran-GDP induit la dislocation du complexe et la libération du pré-

miARN dans le cytoplasme. C’est également sa petite structure qui va lui permettre d’être 

reconnu par l’endonucléase cytosolique Dicer (Hutvágner et al., 2001). À l’inverse de Drosha, 

de nombreux miARN canoniques sont encore détectés en l’absence de Dicer chez l’être humain, 

bien qu’à des niveaux nettement réduits (Ha & Kim, 2014; Y.-K. Kim et al., 2016). Ce 

processeur conservé clive spécifiquement et précisément le pré-miARN pour générer un 

ARNdb à l’origine des miARN matures et fonctionnels.  

Dicer se caractérise par la présence d’un domaine Piwi-Ago-Zwille (PAZ) qui s’organise en 

deux poches se liant aux extrémités 5’ et 3’ du pré-miARN (MacRae et al., 2006) . Par ailleurs, 

elles peuvent être occupées simultanément lorsque cet ARNdb présente une extrémité libre de 

deux nucléotides en 3’, ce qui peut en partie expliquer la préférence de Dicer pour cette structure 

secondaire lors de la reconnaissance de son substrat. À l’instar de Drosha, cette endonucléase 

possède également, dans son domaine C-terminal, deux domaines RNase de type III organisés 

en tandem formant un dimère intramoléculaire pour créer un centre catalytique à leur interface 

(H. Zhang et al., 2004). Selon le modèle actuel, il a été proposé que la région entre les domaines 

PAZ et RNase III fonctionne comme une règle moléculaire qui détermine précisément le site 

de clivage du pré-ARNm. Ainsi, des changements de conformation sont opérés pour rendre 

Dicer active. Notamment, deux domaines hélicases à l’extrémité N-terminale de Dicer, 

deviennent flexibles lors de son activation et facilitent la reconnaissance et la liaison du pré-

miARN au centre catalytique en interagissant avec sa boucle terminale (Y.-Y. Lee et al., 2023). 

C’est justement près de celle-ci que le pré-miARN va être finalement clivé, à une distance fixe 

de 22 nt de l’extrémité 3’ terminale de l’ARNdb (J.-E. Park et al., 2011; H. Zhang et al., 2004). 

Cette distance dépend de l’espèce et du type de Dicer impliqué. Finalement, Dicer est 

accompagnée de sa protéine accessoire de liaison à l’ARN TAR (TAR RNA-binding protein, 

Trbp), qui module l’efficacité de maturation de certains pré-miARN et ajuste la longueur des 

miARN matures (Chendrimada et al., 2005; Wilson et al., 2015) . Toutefois, chez les 

mammifères, les cofacteurs ne sont pas essentiels à ce processus médié par Dicer (Chakravarthy 

et al., 2010; H. Y. Lee & Doudna, 2012). 
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3.4. Mécanismes d’action des miARN 

3.4.1. Formation du complexe d’inhibition des ARN 

Le clivage du pré-miARN en un duplex de miARN, déclenche la programmation du microRNA 

RNA-induced silencing complexe (miRISC), opérateur de l’inhibition de l’expression des gènes. 

Ce complexe ribonucléoprotéique, formé au cours d’un processus d’assemblage en plusieurs 

étapes, est notamment composé d’un miARN guide reconnaissant l’ARNm cible et d’une 

protéine Ago. Cette dernière, effecteur minimal nécessaire au miARN pour exécuter son 

mécanisme de répression, est composée des domaines N-terminal, PAZ, intermédiaire (middle, 

MID) et p-element induced wimpy testis (PIWI) (Connerty et al., 2015).   

Le transfert du duplex de miARN, de Dicer à Ago, initie le processus d’assemblage du 

complexe miRISC. Ce chargement, nécessitant de l’ATP et le phosphate 5’ des miARN, se 

poursuit par le déroulement du duplex par le domaine PAZ d’Ago qui reconnait et s’ancre aux 

extrémités 3’ des miARN (Kawamata et al., 2009; Nykänen et al., 2001). La formation de ce 

pré-miRISC est facilitée par l’ancrage du domaine N-terminal d’Ago entre les brins du duplex 

et la liaison du domaine MID aux extrémités 5’ des miARN. L’un des deux brins, correspondant 

au miARN guide, se lie au complexe d’inhibition. Le second brin, correspondant au miARN dit 

passager ou miARN*, subit une dégradation rapide par les exonucléases. 

Le brin guide du duplex, correspondant au miARN conservé dans le complexe miRISC, 

présente généralement une extrémité 5’ moins stable thermodynamiquement que le brin 

éliminé. À cette extrémité, les bases uracile et adénine sont notamment préférables aux bases 

cytosine et guanine (Frank et al., 2010). Les caractéristiques structurelles du duplex et leur 

composition de séquence contribuent également à cette sélection (H. Y. Hu et al., 2009; 

Kawamata et al., 2009). Elle n’est toutefois pas stricte, le brin non favorisé peut être également 

sélectionné avec une fréquence variable. Ces changements de bras peuvent s’expliquer, en 

partie, par le traitement alternatif de Drosha, qui modifie cette stabilité thermodynamique (Wu 

et al., 2009).  

Ainsi, le miARN guide oriente miRISC vers les cibles d’ARN complémentaire par appariement 

de bases. C’est notamment sa séquence seed, située aux positions 2 à 7 de l’extrémité 5’, qui 

sert de signal de nucléation pour reconnaitre les sites seed de l’ARNm (Figure 18) (Bartel, 

2018). Cette région cible correspond à une liaison Watson-Crick parfaite pouvant toutefois 

différer dans la combinaison du nucléotide en position 1 et dans l’appariement en position 8. 

De plus, la présence d’un site 3’ supplémentaire d’appariement de 3 à 4 bases avec l’extrémité 
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3’ du miARN améliore l’efficacité de cette reconnaissance. Des sites non canoniques existent 

et correspondent à une reconnaissance modérément stricte de la séquence seed associée à un 

site d’appariement compensatoire en 3’ plus étendu.  

Le complexe miRISC reconnait ainsi des sites cibles situés majoritairement dans la région 

3’UTR de l’ARNm. Plus précisément, une séquence seed entourée de domaines riches en 

adénine et en uracile dans la région 3’UTR proche du cadre de lecture ouvert (open reading 

frame, ORF) semble être la cible privilégiée. Toutefois, il a été démontré que miRISC cible 

également la région 5’UTR et la région codante (Duursma et al., 2008; Lal et al., 2008; Ørom 

et al., 2008). Ces liaisons ne sont pas préférentielles car elles nécessiteraient de rivaliser avec 

celles des ribosomes se liant à la séquence codante et des complexes d’initiation de la traduction 

se liant à la région 5’UTR (Gu et al., 2009).  

 

Figure 18 Sites cibles des miARN 
Les sites canoniques des miARN comportent six à sept paires d’appariement Watson-Crick contiguës. Les sites 
canoniques les plus efficaces sont les sites de 7-8 nucléotides (nt) qui s’apparient parfaitement avec la séquence 
seed du miARN tandis que les sites de 6 nt sont les moins efficaces. Le site 3’ compensatoire est un type fonctionnel 
de sites non canoniques qui n’a pas six paires d’appariement Watson-Crick contiguës à la région seed. La 
compensation de l’appariement imparfait de la région seed correspond à un appariement étendu à la région 3’ de 
l’ADN. D’après (Bartel, 2018). 

3.4.2. Mécanisme d’action de miRISC 

Une fois activé, le complexe miRISC réprime l’expression des gènes cibles au niveau post-

transcriptionnel en induisant la dégradation de l’ARNm ou en inhibant la traduction (Sheu-

Gruttadauria & MacRae, 2018). Pour cela, des mécanismes distincts sont déployés en fonction 

de la complémentarité du miARN avec sa cible. En effet, lorsque le miARN présente une 

complémentarité complète avec l’ARNm cible, la régulation est effectuée par interférence ARN 

où miRISC est dirigé pour cliver l’ARNm cible. Ce mécanisme nécessite le recrutement Ago2 

qui est la seule des quatre paralogues d’Ago à exercer cette activité endonucléolytique 

(Bhattacharyya et al., 2006; Gebert & MacRae, 2019). Ce mode de répression est la base des 

technologies d’élimination des ARNm médiées par les siARN, impliqués dans des complexes 
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siRISC, qui ont transformé la recherche biomédicale et sont prometteuses en clinique (Elbashir 

et al., 2001). Chez l’homme et les autres mammifères, le clivage dirigé par les miARN n’a été 

rapporté que pour 20 transcrits cellulaires, un ARN circulaire et quelques ARNm viraux (Shin 

et al., 2010; Yekta et al., 2004).  

Cette complémentarité étant généralement insuffisante pour exercer une répression de la 

traduction et/ou la déstabilisation de l’ARNm, le recrutement de protéines supplémentaire est 

nécessaire. La dégradation des ARNm cibles représente, à l’état stable, la majeure partie (66-

90%) de la répression médiée par les miARN observée dans les cellules de mammifères en 

culture (Eichhorn et al., 2014). Elle se produit par la dégradation de l’ARNm de 5’ en 3’ 

déclenchée après raccourcissement de la queue poly(A) de l’ARNm et l’élimination de la 

structure en coiffe en 5’ (Figure 19). Pour cela, la protéine adaptatrice trinucleotide repeat 

containing adaptor 6 (Tnrc6) est recrutée par Ago via son domaine PIWI (Eulalio et al., 2009). 

Ainsi recrutée, cette protéine de la famille Gw182, interagit avec la protéine cytoplasmique de 

liaison au poly(A) (poly(A)-binding protein cytoplasmic, Pabpc) associée à la queue poly(A) de 

l’ARNm et recrute Pan2-Pan3 et  C-C chemokine receptor 4 (Ccr4)-Not, des complexes de 

déadénylases ayant des actions consécutives et partiellement redondantes pour la raccourcir 

(Behm-Ansmant et al., 2006; Braun et al., 2011). La décapsulation est catalysée par la 

decapping protein 2 (Dcp2) soutenue par l’action de ses cofacteurs Dcp1, poly(A) tail length 

regulator 1 (Patl1), enhancer of mRNA decapping protein 4 (Edc4) ou encore DEAD-Box 

Helicase 6 (Ddx6) pour une activité enzymatique complète (Wilczynska & Bushell, 2015) 

(Figure 19). Ces derniers sont recrutés avant l’achèvement de la déadénylation déclenchant 

ainsi la décapsulation et la dégradation des ARNm cibles indépendamment du processus 

d’hydrolyse en cours. De façon intéressante, ces acteurs interagissent indépendamment de 

Tnrc6 et garantissent le recrutement de l’exoribonucléase 1 (Xrn1), la principale exonucléase 

cytoplasmique 5’-3’, à l’endroit où les ARNm décapsulés sont produits, empêchant ainsi 

l’accumulation de ces derniers dans la cellule (Braun et al., 2012). Ces interactions sont 

facilitées par la grande concentration de ces protéines dans les p-bodies (J. Liu et al., 2005). 

Ces granules cytoplasmiques de stockage sont également le lieu de stockage et de dégradation 

des ARNm réprimés au niveau de la traduction.  

A ce sujet, le recrutement de Tnrc6 entraîne également une traduction moins efficace de 

l’ARNm, bien que les mécanismes sous-jacents demeurent partiellement élucidés. Il semblerait 

que Ddx6 recruté par Ccr4-Not a également un rôle à jouer dans la répression de la traduction. 

En effet, cette hélicase interagit avec l’eukaryotic initiation factor 4E (eIF4E), facteur 
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d’initiation de la traduction, ayant une grande affinité pour la coiffe des ARNm (Dostie, 2000; 

Mathonnet et al., 2007). Il entre ainsi en compétition avec eIF4G, interagissant habituellement 

avec eIF4E, eIF4A et eIF3 associés à la sous unité ribosomique 40S. Ainsi, cette inhibition du 

recrutement du complexe 43S de pré-initiation (CPI) empêche l’accès à l’extrémité 5’ de 

l’ARNm et le balayage de son extrémité 5’UTR pour reconnaitre le codon initiateur de la 

traduction (Jackson et al., 2010). Il a également été démontré que cette interférence pourrait 

avoir lieu aux étapes post-initiation de la traduction via notamment la répression de la liaison 

de la sous unité 60S du ribosome (Petersen et al., 2006).  

 

Figure 19 Mécanismes de la répression médiée par les miARN 
1) L’ARNm cible est représenté dans une confirmation en boucle fermée, obtenue par des interactions entre Pabpc 
lié à la queue 3’ poly(A) et l’eukaryotic initiation factor 4G (eIF4G) lié à la protéine de liaison à la coiffe eIF4E. 
2) Les miARN liés à Ago reconnaissent leurs cibles d’ARNm à des sites de liaison principalement dans la région 
3’UTR de l’ARNm. Ago interagit avec Tnrc6 qui interagit à son tour avec Pabpc. 3) Le complexe Ago-Tnrc6 
dirige l’ARNm vers la désadénylation. 4) Selon le type de cellule et/ou la cible spécifique, les ARNm déadénylés 
peuvent être stockés dans un état de répression traductionnelle. 5 et 6) Dans les cellules animales, les ARNm 
déadénylés sont décapsidés et rapidement dégradés par la principale exonucléase 5’-3’, l’exoribonucléase 1 
(Xrn1). D’après (Huntzinger & Izaurralde, 2011). 

De façon intéressante, la majorité des miARN matures sont présents en quantité équivalente à 

l’intérieur et à l’extérieur du noyau (Chen et al., 2012; Jeffries et al., 2011). Des mécanismes 

de transport des miARN et des autres composants du complexe RISC ont été mis en évidence. 

Notamment, cette localisation nucléaire peut être conférée par la présence d’une séquence 

« AGUGUU » à l’extrémité 3’ du miARN. Ainsi, alors que mir-29b qui possède cette séquence 

spécifique, est transloqué majoritairement dans le noyau, miR-29a appartenant à la même 



73 
 

famille mais n’arborant pas celle-ci, est majoritairement localisé dans le cytoplasme (Hwang et 

al., 2007). D’autres études ont rapporté l’implication de l’exportin 1 (XPO1) dans le transport 

des miARN matures et des autres composants du complexe RISC (Ago1, Ago2, Tnrc6) du 

cytoplasme vers le noyau (Castanotto et al., 2009). Ainsi, la présence des acteurs du complexe 

miRISC suggère un rôle des miARN dans le noyau (Ameyar-Zazoua et al., 2012; Bottini et al., 

2017). Il a notamment été rapporté que le miRISC pouvait interagir avec les ARNm à l’intérieur 

du noyau et induire leur dégradation (Nishi et al., 2013; Pitchiaya et al., 2017). Toutefois, les 

mécanismes sous-jacents ne sont pas clairs. L’enrichissement des complexes miRISC aux gènes 

activement transcrits suggère que cette interaction est co- ou post-transcriptionnelle (Huang et 

al., 2012; D. H. Kim et al., 2008). 

3.5. Stratégies expérimentales et bioinformatiques pour l’identification des 

cibles des miARN  

La compréhension des mécanismes de régulation post-transcriptionnelle impliquant les miARN 

étant complexe, l’identification de leurs cibles fonctionnelles dans des contextes cellulaires et 

environnementaux spécifiques constitue actuellement un défi majeur (Bandyopadhyay et al., 

2015; Quillet et al., 2021). Afin de relever cet objectif, diverses techniques de biologie 

moléculaire et cellulaire peuvent être employées dont notamment l’approche de rapporteur 

luciférase-3’UTR qui permet la mise en évidence de l’interaction directe entre le miARN et sa 

cible (Campos-Melo et al., 2014). En outre, l’évaluation de la répression transcriptionnelle et 

traductionnelle résultant de cette interaction peut être appréhendée par PCR quantitative et 

western-blot. Ces techniques sont toutefois chronophages et ne valident qu’un nombre limité 

d’interactions à la fois. Afin de pallier ces limitations, des approches d’identification massive 

de sites de liaison du complexe RISC sur les ARNm ont été élaborées telle que le Cross-Linking 

and Immunoprecipitation followed by high-throughput sequencing (CLIP-seq) et le Cross-

Linking, Ligation and Sequencing of Hybrids (CLASH) (Kato, 2023). L’avantage du protocole 

CLASH par rapport aux expériences de CLIP-seq réside dans sa capacité à fournir à la fois les 

séquences des miARN et de leurs cibles correspondantes (Quillet et al., 2021). Cette technique 

a ainsi permis l’identification de plus de 18 500 interactions dans les cellules humaines révélant 

ainsi de nombreuses interactions non-canoniques (Helwak et al., 2013).  

D’autre part, la complexité de la régulation génique par les miARN est également appréhendée 

par de nombreux logiciels bioinformatiques. Parmi eux, des outils tels que miRanalyzer et 

miRDeep sont utilisés pour l’identification des miARN qu’ils soient conservés, prédits à grande 
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échelle dans le génome ou détectés à partir de données de séquençage de nouvelle génération 

(next-generation sequencing, NGS) (Friedländer et al., 2012; Hackenberg et al., 2011). Des 

logiciels tels que ViennaRNA et RNAstructure s’avèrent précieux pour prédire et analyser les 

structures secondaires et tertiaires des miARN, lesquelles jouent un rôle crucial dans leur 

interaction avec d’autres molécules, notamment des protéines de liaison (Bellaousov et al., 

2013; Lorenz et al., 2011). Par ailleurs, une pléthore de logiciels bioinformatiques, à l’instar de 

TargetScan, miRanda, miRMap et SVmicrO permettent la prédiction des cibles des miARN 

(Agarwal et al., 2015; John et al., 2004; H. Liu et al., 2010; Vejnar et al., 2013). Ces derniers 

évaluent l’hybridation du miARN à sa cible tout en intégrant divers paramètres tels que la 

conservation du site d’interaction, le contexte structural ou certains paramètres 

thermodynamiques (pour revue : (Quillet et al., 2021)). Diverses stratégies, s’appuyant sur 

l’utilisation de méthodes statistiques et/ou des données expérimentales, ont récemment été 

conçues dans le but d’améliorer les performances des logiciels de prédiction. En particulier, 

mirDIP et miRabel exploitent l’union de plusieurs bases de données pour agréger, reclasser et 

calculer un nouveau score des interactions prédites (Quillet et al., 2020; Tokar et al., 2018). 

Ainsi, ces logiciels d’agrégation réalisent de meilleures performances que les outils de 

prédiction des interactions pris individuellement. Toutefois, malgré ces avancées significatives, 

il persiste une prévalence élevée de faux positifs (Pinzón et al., 2017). Enfin, des outils et bases 

de données tel que HMDD ont été développés pour associer les miARN à des phénotypes et 

notamment des maladies humaines (Y. Li et al., 2014). À l’heure actuelle, ces outils 

expérimentaux et bioinformatiques ne permettent pas de saisir toute la complexité de la biologie 

des miARN, ils restent toutefois indispensables lors d’approches globales à grande échelle. 

3.6. Implication des miARN dans les cancers 

Les miARN, essentiels au maintien de l’homéostasie, régulent finement l’expression des gènes 

via un mécanisme dynamique et robuste. De nombreux miARN présentent ainsi un modèle 

d’expression spécifique aux tissus suggérant qu’ils jouent un rôle essentiel dans le 

développement, la fonction et le maintien des tissus et des organes (Landgraf et al., 2007). 

De ce fait, il est clairement établi que la dérégulation de l’expression des miARN est associée 

au développement de pathologies dont le cancer. Notamment, les analyses d’échantillons 

tumoraux et de tissus normaux ont permis de classer et grouper divers cancers en fonction de 

leur miRnome (J. Lu et al., 2005). Outre la distinction des tumeurs et des tissus normaux, le 

profil d’expression des miARN est spécifique des caractéristiques clinico-pathologiques telles 
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que le stade, l’agressivité ou encore l’invasion vasculaire (Calin & Croce, 2006). Ainsi, certains 

miARN fonctionnent comme des suppresseurs de tumeurs ou comme des oncogènes dont la 

perte ou la surexpression, respectivement, influencent dramatiquement l’évolution de la 

maladie (Dalmay & Edwards, 2006). Toutefois, plusieurs études ont montré que l'expression 

des miARN est globalement diminuée dans les cellules tumorales par rapport au tissu normal 

et proposent d’utiliser le miRnome comme un outil de diagnostic et de pronostic (J. Lu et al., 

2005). Manifestement, il a été montré qu’une déplétion globale des miARN par knockdown de 

la machinerie de maturation stimule la tumorigenèse in vivo, suggérant que l’altération de 

l’expression des miARN contribuerait activement au développement du cancer (Kumar et al., 

2007). 

Les causes de cette dérégulation ne sont que partiellement élucidées. Parmi elles, des 

aberrations chromosomiques telles que des délétions, des amplifications ou encore des 

translocations qui accompagnent généralement le processus de tumorigenèse ont été identifiées. 

Notamment, il a été montré qu’environ 50% des miARN sont situés dans des sites fragiles et 

des loci de susceptibilité au cancer (Calin et al., 2004; Laganà et al., 2010). L’altération des 

activateurs ou répresseurs transcriptionnels des pri-ARN peut également entrainer une 

altération de la transcription de ceux-ci. Des facteurs épigénétiques peuvent également affecter 

l’expression des miARN. Notamment, des méthylations fréquentes de l’ADN dans les îlots CpG 

des miARN suppresseurs de tumeurs sont connues pour se produire dans les cancers. À ce sujet, 

il a été rapporté qu’un traitement des cellules cancéreuses avec des agents déméthylants de 

l’ADN a restauré l’expression des miARN suppresseurs de tumeurs miR-148a, miR-34b, miR-

34c et miR-9 (Lujambio et al., 2008). Outre le taux de transcription du pri-miARN, le niveau 

d’expression d’un miARN mature est déterminé par l’efficacité de biosynthèse et de maturation 

de ses précurseurs et sa stabilité. Ainsi, les anomalies dans les gènes et les protéines impliqués 

dans ces fonctions ont des conséquences néfastes sur l’expression des miARN. Parmi ces 

acteurs, une diminution de l’expression de Drosha, observée dans certains types de cancers, est 

associée à la survenue de métastases, de phénomène d’invasion et d’une faible survie des 

patients (Lin et al., 2010). Concernant Dicer, sa sous-expression est associée à un mauvais 

pronostic pour les cancers du poumon et du sein par exemple (Merritt et al., 2008). Sa 

surexpression est associée notamment à la survenue de métastases dans le cancer de la prostate 

et le cancer colorectal (Chiosea et al., 2006; Faber et al., 2011). Il est toutefois important de 

souligner que les conséquences de cette dérégulation dépendent du microenvironnement 
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spécifique au type cellulaire pouvant fournir un répertoire différent des gènes cibles 

disponibles. 

3.7. Implication des miARN dans les TNE, cas du PPGL 

Ces dernières années, de nombreuses études ont mis en évidence l’implication des miARN dans 

différents aspects de la physiopathologie des TNE appuyant ainsi leur potentielle utilisation 

comme biomarqueurs diagnostiques et prédictifs (Geisler et al., 2021). 

Parmi les miARN impliqués, ceux appartenant au locus 14q32 soumis à l’empreinte parentale, 

l’un des plus grands clusters de miARN polycistroniques, ont été décrits (Krokker et al., 2021). 

Plus précisément, l’adénome hypophysaire et le cancer papillaire de la thyroïde sont 

caractérisés par la sous-expression des miARN de ce domaine également appelé delta-like 1 

homolog-maternally expressed 3 (DLK1-MEG3), alors que les TNE du pancréas et le cancer 

médullaire de la thyroïde sont caractérisés par une surexpression de ceux-ci. De façon 

intéressante, le PCC montre des modulations complexes de l’expression de ces miARN. À 

l’inverse, leur expression est stable dans la circulation des individus en bonne santé faisant donc 

de ces derniers de potentiels biomarqueurs des néoplasmes neuroendocriniens.  

La CgA est décrite comme étant le marqueur ayant certainement la plus grande spécificité et 

sensibilité dans le diagnostic des TNE (section 2.1). Elle reflète aussi la réponse tumorale au 

traitement mais n’a qu’une valeur limitée dans le processus de diagnostic initial (Lyubimova et 

al., 2016; Marotta et al., 2018). Une étude récente a évalué la valeur diagnostique des miARN 

circulants avec la CgA dans les TNE pancréatiques et le PPGL (Kövesdi et al., 2020). De 

manière intéressante, alors qu’aucun miARN seul ne pouvait être considéré comme un 

biomarqueur, l’expression de 33 miARN a permis de distinguer les échantillons tumoraux des 

témoins. Cette combinaison renforce donc le potentiel de la CgA en tant que biomarqueur.  

L’implication des miARN dans la physiopathologie des PPGL a fait l’objet de quelques études 

transcriptomiques et a notamment permis d’identifier 230 d’entre eux, différentiellement 

exprimés par rapport à la surrénale normale (De Cubas et al., 2013). Une étude comparable a 

révélé 18 miARN différentiellement exprimés, dont les miARN sous-régulés miR-15a et de 

miR-16, dans les tumeurs métastatiques par rapport aux tumeurs bénignes (Meyer-Rochow et 

al., 2010). De façon intéressante, la restauration de ces deux miARN suppresseurs de tumeurs 

induit l’arrêt du cycle cellulaire et l’apoptose par inhibition de la cycline D1 (CCND1) dans les 

cellules PC12, faisant d’eux des marqueurs diagnostics et des cibles thérapeutiques potentielles. 

De surcroît, d’autres marqueurs de tumeurs métastatiques et récurrentes ont été identifiés dont 
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les miARN surexprimés miR-483-5p, miR-101, miR-1225-3p et miR-183 (Patterson et al., 

2012). Par ailleurs, il a été montré que le cluster miR-182-96-183 n’est surexprimé que dans les 

tumeurs SDHB mettant ainsi en évidence l’association de certains miARN avec les clusters 

génétiques identifiés dans le PPGL (Castro-Vega et al., 2015) (section 2.2.7.3). De même, la 

surexpression de miR-133b et miR-210 est associée aux mutations SDH et VHL du cluster 1 

(De Cubas et al., 2013). En ce sens, il a été démontré que SDH induisait cette surexpression du 

miR-210, marqueur de l’hypoxie tumorale ou hypoximiR, justifiant ainsi l’association de ce 

miARN avec des formes agressives de PPGL (Tsang et al., 2014). Concernant le cluster 2, les 

PPGL liés aux mutations de RET présentent une régulation positive de miR-885-5p et de miR-

488. Enfin, miR-375 est retrouvé sous-exprimés au sein de tumeurs du cluster 3 présentant une 

fusion de MAML3 (Fishbein et al., 2017). De façon intéressante, l’hyperméthylation de l’ADN 

du cluster de miARN DLK1-MEG3, retrouvée dans près de 10% des échantillons de PCC, 

suggère un rôle driver de cette altération  dans un sous-groupe de tumeurs sporadiques porteuses 

d’une mutation MAX (Castro-Vega et al., 2015; Igaz et al., 2015). Finalement, l’augmentation 

de l’expression de miR-137 et de miR-382 est globalement observée dans les PPGL hormis 

ceux mutés pour MAX. 

Ces études transcriptomiques ont également mis en évidence des cibles thérapeutiques 

potentielles en médecine de précision, faisant du profilage de miARN un outil de stratification 

des risques associés aux PPGL. Notamment, une étude intégrative multi-omique pan-cancer a 

corrélé les niveaux de miR-21-3p avec l’expression du gène de la tubérine (Tuberous Sclerosis 

Complex 2, TSC2) inhibitrice de mTOR1, une activation de la voie mTOR et une signature 

prédictive de la sensibilité aux inhibiteurs de mTOR dans les PPGL et autres cancers (Calsina 

et al., 2019). Une sensibilité accrue à la rapamycine est observée et confirmée in vitro lors de 

l’expression de miR-21-3p proposant ainsi ce miARN comme marqueur du traitement par les 

inhibiteurs de mTOR.  

3.8. Identification de miARN régulateurs de la sécrétion hormonale 

Finalement, la question de l’implication des miARN dans l’hypersécrétion des PCC se pose. 

Bien qu’une hypersécrétion de catécholamines aux effets délétères soit décrite de manière 

approfondie, les origines de ces perturbations restent incertaines. À ce sujet, quelques études 

s’intéressent à la régulation du mécanisme d’exocytose par les miARN. Elles sont toutefois 

souvent restreintes à la sécrétion d’insuline des cellules b-pancréatiques et des insulinomes, les 

défauts de ce processus pouvant entrainer une hyperglycémie chronique et un diabète. Ces 
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cellules arborent en effet, une voie de la sécrétion régulée similaire à celle identifiée dans les 

cellules chromaffines en sécrétant de l’insuline en réponse à une glycémie élevée via la fusion 

dépendante calcium de granules de sécrétion avec la membrane plasmique.  

Afin d’étudier l’importance des miARN dans ce contexte, Kalis et coll. ont généré une lignée 

de souris présentant une altération spécifique du gène Dicer1 dans leurs cellules b-pancréatiques 

(Kalis et al., 2011). Ces souris ont présenté une réduction de l’expression génique de l’insuline 

accompagnée d’une altération de sa sécrétion à l’origine d’une hyperglycémie progressive et 

de la présentation d’un diabète à l’âge adulte. De plus, des analyses approfondies ont mis en 

évidence une réduction du nombre de granules et de leur amarrage démontrant ainsi le rôle 

essentiel des miARN dans l’homéostasie du glucose. Au-delà du rôle global de Dicer, des 

miARN individuels ont été identifiés comme des régulateurs majeurs de la sécrétion d’insuline 

par la cellule b-pancréatique. 

C’est notamment le cas de miR-375 dont la surexpression dans les cellules b-pancréatiques de 

souris est à l’origine d’une réduction de l’exocytose induite par le glucose (Poy et al., 2004). 

Inversement, son inhibition est à l’origine d’une sécrétion accrue d’insuline. Parmi les ARNm 

cibles identifiés, la myotrophine (Mtpn), impliquée dans le remodelage de l’actine et la fusion 

des granules d’insuline à la membrane plasmique, a été prédite et validée. Pour cela, il a été 

démontré que miR-375 interagit directement avec la région 3’UTR de l’ARNm de Mtpn 

entrainant la répression de sa traduction et l’inhibition la sécrétion d’insuline (Figure 20). De la 

même façon, Mtpn est ciblé par let-7b et miR-124 (Krek et al., 2005). Par ailleurs, le rôle majeur 

de miR-124 dans la sécrétion d’insuline est également bien décrit. Celui-ci, retrouvé surexprimé 

dans les cellules pancréatiques de sujets présentant un diabète de type 2, augmente la libération 

basale d’insuline tout en diminuant l’activité de la voie de l’exocytose. Cette régulation positive 

de miR-124 est associée à une augmentation de taux protéiques de Snap25, Rab3a et Syn1 ainsi 

qu’une diminution des niveaux de Rab27a et de la nucleolar complex protein 2 (Noc2) (Lovis, 

Gattesco, et al., 2008). Toutefois, parmi ces interactions, seule la GTPase Rab27a est la cible 

directe de miR-124. Il a été démontré que miR-96 est également à l’origine d’une diminution 

de l’expression de Noc2, effecteur des Rab GTPase. Ce miARN est également connu pour 

accroître l’expression de la granuphiline (synaptotagmine like 4, Sytl4), un autre effecteur des 

Rab GTPase et régulateur négatif de l’exocytose (Coppola et al., 2002; Gomi et al., 2005). La 

régulation de Sytl4 par miR-96 est indirecte et s’opère via la répression de one cut homeobox 2 

(Onecut2). Ce facteur de transcription réduisant l’expression du gène Sytl4, son inhibition a 

pour conséquence une diminution de la sécrétion d’insuline (Plaisance et al., 2006; Roggli et 
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al., 2012). De la même façon, Onecut2, et donc Sytl4 indirectement, sont les cibles des miR-

29a/b/c et de miR-9. D’autres cibles des miR-29a/b/c et de miR-9 sont connues. Notamment, 

miR-29a cible directement Stx1 dans des cellules b-pancréatiques (Bagge et al., 2013). Cette 

interaction, validée par des approches de gène-rapporteur, entraine la diminution des taux 

d’ARNm et protéiques de Stx1. Concernant miR-9, il a pour cible directe Munc18, confirmant 

ainsi son effet inhibiteur de la sécrétion d’insuline (Figure 20) (D. Hu et al., 2018). De la même 

manière, Munc18 est également régulé par miR-218, miR-322 et miR-335 (Lang et al., 2015; 

Salunkhe et al., 2017). Par ailleurs, la surexpression de miR-335 est corrélée à une diminution 

de la sécrétion d’insuline stimulée par le glucose et associée à la réduction des niveaux 

protéiques de Snap25, Syt11. Cette régulation est toutefois indirecte et les mécanismes sous-

jacents restent inconnus. Latreille et coll. ont également identifié miR-7a, dont l’expression est 

diminuée dans les îlots de patients et de souris diabétiques, comme régulateur négatif de la 

sécrétion d’insuline dans les cellules b-pancréatiques (Latreille et al., 2014). À ce sujet, les 

souris transgéniques surexprimant miR-7a dans les cellules b ont développé un diabète en raison 

d’une altération de la sécrétion d’insuline et d’une dédifférenciation. De plus, l’inactivation 

conditionnelle de miR-7a-2 dans les cellules b entraine une augmentation de l’activité 

d’exocytose et une meilleure tolérance au glucose. Cette observation corrèle avec une 

augmentation des taux protéiques de ses cibles directes, les protéines chaperonnes des protéines 

SNARE Snca, Cspα ou encore Cplx1 stabilisatrice du complexe formé. En outre, miR-34a 

semble également appartenir à cet ensemble de miARN régulateurs de l’exocytose. Il a 

notamment été démontré que la surexpression de miR-34a, connu pour cibler Vamp2, diminue 

la sécrétion d’insuline stimulée par le glucose dans les cellules b-pancréatiques (Lovis, Roggli, 

et al., 2008). MiR-153, dont l’expression est augmentée dans les cellules b traitées avec 

l’interleukine 1 b (IL-1b) et dans les îlots primaires de rongeurs diabétiques, cible non 

seulement la protéine SNARE Vamp2 mais aussi Snap25 et Stx1a, perturbant ainsi l’arrimage 

des granules d’insuline (Sun et al., 2020). Dans ce contexte, Il a été montré que l’inhibition de 

l’expression de miR-153 permet de corriger le défaut de sécrétion basale d’insuline qui résulte 

de l’induction d’IL-1b. 
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Figure 20 Identification d'un ensemble de miARN impliqués dans la régulation de la sécrétion d'insuline 
dans les cellules b-pancréatiques 
Dans les cellules b-pancréatiques, les protéines SNARE, essentielles à l’exocytose des granules d’insuline, sont 
régulées par un ensemble de miARN, notamment miR-9, miR-34 et miR-153. Ainsi, la régulation individuelle, ou 
dans certains cas, par un ensemble de miARN est identifiée pour les protéines de la zone active. La régulation de 
la granuphiline (Sytl4) par miR-96, les miR-29a/b/c et miR-9 est indirecte et met en jeu le facteur de transcription 
Onecut2. Les protéines de la zone active représentées en gris n’ont pas de miARN régulateurs identifiés. 

Les protéines impliquées dans le processus de la sécrétion étant également nécessaires à la 

communication synaptique des cellules neuronales, certaines interactions ont été mises en 

évidence dans ce contexte. C’est notamment le cas de miR-153 surexprimé en réponse à une 

hypoperfusion cérébrale chronique ayant pour conséquence une altération de la libération des 

vésicules synaptiques. Ainsi, miR-153 régule l’expression de Stx1a, Snap25, Vamp2 et Syt1 en 

ciblant la région 3’UTR des gènes correspondant (Yan et al., 2020). Dans ce contexte 

également, il a été montré que miR-153 dérégule l’expression de Syn1 altérant ainsi le trafic 

des vésicules glutamatergiques dans l’hippocampe (S. Zhang et al., 2020). De plus, l’interaction 

de miR-153 et Snap25 semble également être essentielle à la neurotransmission et au 

neurodéveloppement (C. Wei et al., 2013). Également, le locus de miR-137, facteur de risque 

génétique associé à la schizophrénie est également associée à une altération de la transmission 

synaptique dans l’hippocampe de souris (He et al., 2018). Il a notamment été démontré que la 

surexpression de miR-137 a provoqué une réduction de 50% de la transmission synaptique liée 

à des altérations au niveau de l’amarrage des vésicules synaptiques, de la longueur de la zone 

actine et du nombre total de vésicules. Des analyses protéomiques également ont révélé une 

réduction des taux de protéines impliquées dans la synaptogenèse. Dans l’hippocampe 

également, il a été démontré que miR-485 exerce un rôle régulateur dans la plasticité synaptique 

en ciblant la protéine présynaptique Sv2a (Cohen et al., 2011). La surexpression du miARN 
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dans des cellules neuronales de l’hippocampe entraine la réduction des réponses synaptiques 

spontanées et la diminution de la libération de neurotransmetteurs. Ces résultats suggèrent 

l’implication de miR-485 dans la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer et la maladie de 

Huntington, ce miARN étant retrouvé dérégulé dans ces pathologies neurologiques. À ce sujet, 

la surexpression miR-34c est corrélée à la réduction de Vamp2 ainsi qu’à l’altération de la 

plasticité synaptique associée à la maladie d’Alzheimer (S. Hu et al., 2015). L’expression de 

miR-128, régulant l’expression de Snap25 et Syt1, est également altérée dans la maladie 

(Shvarts-Serebro et al., 2021). Finalement, il a été montré que miR200b cible les membres de 

la famille Rab ; Rab21, Rab23, Rab18 et Rab3b (Q. Liu et al., 2014). Ce suppresseur de tumeur 

s’est avéré être un potentiel biomarqueur du gliome, et sa sous-expression est corrélée à un 

pronostic défavorable.  De plus, la dérégulation de l’expression de ses gènes cibles est 

également associée à l’histopathologie tumorale.  

Une régulation des gènes liés à l’exocytose par les miARN est également décrite dans d’autres 

contextes physiopathologiques, tels que les altérations des fonctions cardiovasculaires, 

métaboliques, immunitaires ou dans le cancer (D. Li et al., 2022; L. Li et al., 2019; Su et al., 

2017; P. Zhang et al., 2020). Cependant, ces études ont évalué l’impact de cette régulation au 

niveau de la progression de la maladie sans établir de lien avec l’activité de sécrétion. 

Ainsi, ces données non exhaustives de la littérature confirment l’hypothèse que la dérégulation 

des miARN, des régulateurs fins de l’homéostasie, est associée à une altération du mécanisme 

de la sécrétion régulée, notamment dans les cellules b-pancréatiques et neuronales. Ce 

mécanisme étant également commun aux cellules du système neuroendocrinien, cela suggère 

que les miARN puissent également être impliqués dans la dérégulation hormonale observée 

dans les TNE et notamment de catécholamines dans le PCC.  
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Objectifs de thèse  

L’organisme opère des modifications continuelles compensatoires des fonctions corporelles 

afin de s’adapter aux perturbations intérieures et extérieures. Cette homéostasie est notamment 

préservée par le système neuroendocrinien qui ajuste la production et la sécrétion d'hormones 

de l’organisme. Parmi les cellules neuroendocrines impliquées, les cellules chromaffines de la 

médullosurrénale sécrètent des catécholamines en réponse au stress et permettent une réponse 

dite de « fight or flight » nécessaire à une distribution ajustée de l’énergie de l’organisme 

notamment par des modulations au niveau cardiovasculaire.  Ces catécholamines sont sécrétées 

via un processus de sécrétion régulé par le calcium se concluant par l’exocytose, étape 

essentielle de la libération d’hormone dans la circulation sanguine.  

Ainsi, une perturbation de ces mécanismes de régulation, notamment lors de l’induction d’une 

carcinogenèse, entraine la perte de cette homéostasie cellulaire et tissulaire. De plus, du fait de 

leur fonction hormonale, l’induction de néoplasmes à partir de cellules neuroendocrines 

perturbe également l’homéostasie à l’échelle systémique. Le PCC, une tumeur neuroendocrine 

rare de la médullosurrénale, est caractérisé par une hypersécrétion de catécholamines à l’origine 

de répercussions délétères sur la présentation de la maladie mais également susceptible 

d’influencer son diagnostic, son pronostic ainsi que sa prise en charge. Les mécanismes 

moléculaires et cellulaires sous-jacents sont toutefois mal compris.  

Ainsi, le premier objectif de cette thèse est d’identifier une éventuelle dérégulation de la voie 

de la sécrétion régulée des cellules de phéochromocytome. Nous cherchons à déterminer si cette 

hypersécrétion résulte seulement d’un effet de masse tumorale ou si un dysfonctionnement à 

l’échelle de la cellule individuelle est également impliqué. 

Le second objectif consiste à évaluer l’influence des miARN dans cette dérégulation 

hormonale. Ces régulateurs post-transcriptionnels de l’expression des gènes orchestrent 

subtilement l’harmonie de l’expression des gènes. Leur influence spectaculaire à l’échelle 

macroscopique modèle ainsi le cours de la vie. Ainsi, une perturbation de leur expression, 

notamment lors de l’induction d’une carcinogenèse, accompagne la perte de l’homéostasie 

cellulaire et tissulaire. Bien que l’implication des miARN dans la physiopathologie du PCC soit 

bien décrite, leur rôle dans l’hypersécrétion de catécholamines n’a jamais été démontré.  
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Résultats  

1. Le dysfonctionnement de l'exocytose régulée par le calcium au niveau de 

la cellule unique provoque une hypersécrétion de catécholamines chez les 

patients atteints d’un phéochromocytome 

L’objectif de cette première étude est de caractériser la sécrétion de catécholamines des PCC 

afin d’identifier d’éventuels dysfonctionnements dans le mécanisme de la sécrétion régulée au 

sein de cette tumeur. Une prolifération anarchique des cellules et/ou une augmentation de la 

capacité sécrétoire à l’échelle de la cellule unique figurent parmi les hypothèses envisagées 

pour expliquer l’hypersécrétion de catécholamines. 

Dans ce contexte, une cohorte de 22 patients présentant une hypersécrétion hormonale a été 

sélectionnée, caractérisée par un phénotype adrénergique ou noradrénergique dans 

respectivement 14 (64%) et 8 (36%) cas. Ainsi, l’activité de sécrétion des 22 échantillons de 

PCC humains et de 4 médullosurrénales non tumorales, fraichement réséqués et mis en culture, 

a été comparée par ampérométrie à fibre de carbone. En effet, cette technique permet de 

mesurer, avec précision et à l’échelle de la cellule unique, les dynamiques d’évènements 

d’exocytose en temps réel. Ainsi, la comparaison de la distribution des paramètres 

ampérométriques a permis de mettre en évidence une augmentation significative du nombre de 

pics (ou spikes) ampérométriques mesurés par cellule, correspondant à une augmentation du 

nombre de granules exocytés, chez 16 (73%) des 22 patients. Ainsi, lors d’une même 

stimulation, le contenu d’un plus grand nombre de granules sécrétoires est libéré dans une 

cellule de PCC par rapport à une cellule non tumorale. De plus, une analyse des spikes 

ampérométriques individuels, fournissant des informations dynamiques précieuses sur le 

processus d’exocytose, a été réalisée et couplée à une analyse en composantes principales des 

données obtenues. En outre, les évènements d’exocytose sont significativement plus rapides 

dans les cellules tumorales, favorisant ainsi un recrutement plus important de granules lors 

d’une stimulation. 

La dérégulation du mécanisme de l’exocytose ayant été ainsi avérée, une analyse protéomique, 

soutenue par une analyse de données transcriptomiques, a été effectuée. Notre objectif était 

d’explorer la possibilité d’une dérégulation potentielle des protéines clés de la machinerie 

d’exocytose des granules de sécrétion des cellules tumorales. À cette fin, une analyse par 
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spectrométrie de masse a été réalisée, comparant cinq échantillons de PCC humains appariés à 

leur tissus adjacents non tumoraux respectifs. Deux fractions subcellulaires principales ont été 

isolées de chaque échantillon : une fraction membranaire enrichie en organites et granules 

dérivées de la voie d’exocytose, et une fraction enrichie en protéines cytosoliques. À partir des 

données protéomiques obtenues, nous avons sélectionné des protéines en nous basant sur les 

termes GO associés à l’exocytose régulée (#BPGO :0045055) et aux granules de sécrétion 

(#CCGO :0030141). De plus, le niveau d’expression des protéines impliquées dans la synthèse, 

le stockage et le catabolisme des catécholamines ayant un impact majeur sur la quantité de 

catécholamines dans PCC, nous avons également inclus les protéines des termes GO associées 

au processus de biosynthèse des catécholamines (#GO :0042423), au transport des monoamines 

(#GO :0008504) et au processus catabolique de la dopamine (#GO :0042420). Dans ce 

contexte, nous avons identifiés 175 protéines dérégulées dont 59 provenant de la fraction 

enrichie en membranes, 63 protéines de la fraction cytosolique, et 53 communes aux deux 

fractions. Ces résultats mettent en lumière une régulation à la hausse des protéines essentielles 

au contrôle de la fréquence et la dynamique des évènements d’exocytose, ainsi que les enzymes 

impliquées dans la biosynthèse des catécholamines dans le PCC par rapport au tissu normal. 

De manière intéressante, ces données spécifiques permettent, grâce à la modulation de leur 

expression, une distinction claire entre les échantillons de PCC et les échantillons non 

tumoraux. Afin d’évaluer la pertinence de nos données protéomiques, nous avons comparé nos 

résultats à une analyse précédemment publiée sur l’expression génique de 60 PCC et 6 tissus 

normaux. Nous avons ainsi identifié 183 gènes présents dans au moins un des cinq termes GO 

utilisés dans notre analyse protéomique, et qui sont significativement dérégulés dans le PCC 

par rapport au tissu normal. Il est intéressant de noter que 64 de ces gènes sont communs à notre 

ensemble de données protéomiques. Comme observé précédemment, une classification 

hiérarchique de ces 64 gènes dérégulés permet une ségrégation claire entre les échantillons 

tumoraux et les échantillons normaux. De plus, l’expression de 58 (91%) de ces 64 gènes 

présente la même tendance à la variation que l’expression de la protéine, tant dans la fraction 

membranaire que cytosolique. Finalement, afin d’évaluer les liens les protéines dérégulées 

identifiées, nous avons réalisé une analyse de réseau d’interaction protéine-protéine. Nous 

avons ainsi identifié un cluster principal de protéines surexprimées à la fois au niveau génique 

et protéique. Ces protéines sont notamment impliquées dans la composition des granules de 

sécrétion (CHGA, CHGB, SCG2, SCG3, SCG5), le métabolisme des catécholamines (TH, 

DDC, DBH), le transport vésiculaire des monoamines (VMAT/SLC18A-1 et -2) ainsi que dans 

l’amarrage et la fusion de granules. Dans ce dernier aspect, elles comprennent des protéines 
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SNARE ainsi que des protéines interagissant avec ce complexe (SNAP25, STX1A, STXBP1, 

SYT1).  

Ainsi, l’analyse exhaustive de ces données révèle que l’hypersécrétion de catécholamines dans 

le PCC ne résulte pas seulement d’une prolifération tumorale accrue, mais également d’une 

perturbation du mécanisme d’exocytose régulée par le calcium au sein de ces cellules. Cette 

altération se manifeste par une augmentation significative de l’expression des protéines 

spécifiquement impliquées dans l’exocytose, à la fois au niveau transcriptionnel et protéique. 

Cette première mise en évidence établit un fondement robuste pour appréhender les mécanismes 

altérés de la sécrétion dans le PCC. L’objectif qui en résulte est l’identification et la 

compréhension des causes sous-jacentes de cette hypersécrétion hormonale. 

Les résultats obtenus sont exposés dans le manuscrit intitulé « Dysfunction of calcium- 

regulated exocytosis at single cell level causes catecholamine hypersecretion in patient with 

pheochromocytoma » publié dans le journal « Cancer Letters » et que je signe en troisième 

auteur. Dans cet article j’ai exploité des données transcriptomiques et les ai comparés aux 

données protéomiques issues de l’analyse par spectrométrie de masse.   
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Fig. 5. Identification of differentially expressed proteins involved in the exocytotic pathway in human Pheo tissues. (A) Venn diagram showing the dis-
tribution of the differentially expressed proteins in fractions enriched in cytosolic and membrane proteins. Colors indicate up- (blue) or down- (red) regulation. (B) 
Volcano plots of all differentially expressed proteins between Pheos and non-tumor samples, FC: fold change. (C) Two-way hierarchical clustering of paired samples 
from each patient (non-tumor in white and Pheo in black) in column according to the validated cytosolic (left) and membranous (right) proteins of the dataset in row. 
Protein expression values were z-score normalized prior to clustering using the complete-linkage method together with the Euclidean distance. Each row represents a 
differentially expressed protein and each column a patient according to the tissue type. The color scale illustrates the relative level of protein expression: blue, higher 
expression; red, lower expression. (D) Functional enrichment analysis of identified proteins. Each differentially expressed protein selected for their potential role in 
exocytosis (Supplementary Table 2) has been classified in one or several indicated biological functions. The number of proteins in each function is indicated in 
parenthesis. 

S. Houy et al.                                                                                                                                                                                                                                    













Supplementary Table 1: Clinical, biochemical, and functional characteristics of the 27 
patients with Pheo evaluated in this study.  

 

Age at diagnosis, gender (F: female, M: male), hormonal-related symptoms and hypersecretion 
phenotype, biochemical and functional values are represented for each patient number (#). AD: 
adrenergic, NAD: noradrenergic, MN: metanephrine, NMN: normetanephrine, ULN: upper limit of 
normal range, CGA: chromogranin A, PASS: Pheochromocytoma of the Adrenal Gland Scaled Score, 
Spor: sporadic, NF1: Neurofibromatosis type 1, RET: Rearranged during transfection, SDHB: 
Succinate dehydrogenase B, SDHD: Succinate dehydrogenase D, - : not available. 

Samples from patients 1 to 22 were used for carbon fiber amperometry whereas samples from patients 
1P, 2P, 3P, 4P, 6P were used for mass spectrometry analysis. Note that tumor tissues used for mass 
spectrometry did not present necrosis, inflammatory infiltrates or hemorrhage. Four contained >90% 
(1P, 2P, 3P, 4P) and one 80% (6P) of tumor cells. 

 

# Age Gender
Hormonal-

related 
symptoms

Hormonal 
hypersecretion 

phenotype

Urinary 
MN (ULN 

ratio)

Urinary 
NMN 
(ULN 
ratio)

Plasma 
free MN 

(ULN 
ratio)

Plasma 
free NMN 

(ULN 
ratio)

Plasma 
CGA 
(ULN 
ratio)

Size 
(cm)

Ki-67 
(%) PASS Genetics

1 46 M No AD 8.1 1.2 - - 4.9 3.7 - 3 Spor
2 54 F No AD 2.1 0.9 6.0 2.0 0.5 2.0 1 0 NF1
3 50 M Yes AD 13.5 3.1 10.0 2.0 1.5 3.5 - 1 NF1
4 34 M  Yes NAD 0.5 7.1 1.0 3.0 4.8 1.7 4 1 SDHD
5 75 F No AD 14.1 4.7 - - 4.6 8.0 - 3 Spor
6 61 M Yes NAD 1.5 2.0 2.0 10.0 - 2.5 - 3 Spor
7 64 M No AD 6.5 5.5 5.3 5.0 - 4.2 1 4 Spor
8 43 F Yes NAD 0.4 16.5 1.0 26.0 3.6 5.0 - 4 Spor
9 30 M No NAD 0.3 6.6 0.1 4.4 3.1 5.5 3 1 SDHB
10 47 M Yes NAD 1.0 8.7 - - - 4.0 - 2 -
11 47 F Yes AD 38.6 3.7 3.4 2.0 - 6.5 1 6 NF1
12 58 M Yes AD 1.9 4.6 - - 0.9 4.4 5 0 -
13 36 F Yes AD 6.6 7.9 10.3 10.0 3.4 5.0 2 2 -
14 50 M Yes AD 18.0 5.2 - - - 7.0 1 2 Spor
15 42 M Yes NAD 2.0 13.0 0.1 5.6 1.5 4.0 - 0 -
16 47 F Yes NAD 4.6 23.4 - - 1.2 7.0 1 0 Spor
17 58 F Yes AD - - 1.9 2.5 - - - 1 NF1
18 62 M Yes AD 54.1 9.6 - - - 4.5 - 0 -
19 46 M Yes NAD 0.9 12.5 0.8 8.3 10.1 5.0 - 3 RET
20 58 F Yes AD 2.8 10.4 4.4 7.4 - 3.5 1 4 -
21 53 F No AD - - 2.7 1.3 - 2.5 4 4 Spor
22 45 M Yes AD - - 18.9 2.2 - 4.2 0 2 Spor

1P 62 F Yes NAD 1.5 18.6 1.0 1.0 - 5.0 - - Spor

2P 48 F Yes AD 10.0 5.0 - - - 3.5 - - -
3P 58 M Yes AD 1.3 1.6 5.0 5.0 2.7 8.0 1 0 Spor
4P 52 F Yes AD 6.8 5.0 7 9 Spor
6P 69 M Yes AD 2.0 2.0 - - - 3.0 2 0 -



Supplementary Table 2: List of up- and down-regulated proteins in Pheos by comparison 
with the adjacent non-tumor tissues.  

Gene  Protein Entry 
(UniProtKB) Fraction Fold 

change 
adj-p 
value 

Functions in 
exocytosis References 

SYNGR3 Synaptogyrin-3 O43761 Membrane 17.72 0.00018 

Neurotransmiter 
uptake, regulation of 
dopamine 
transporter activity 

Uniprot 

MMRN1 Multimerin-1 Q13201 Cytosol 15.94 0.00016 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

DDC Aromatic-L-amino-acid 
decarboxylase P20711 Cytosol 13.84 0.00033 

Catecholamine 
metabolic process, 
dopamine 
biosynthetic process 

Uniprot 

SLC18A2 Synaptic vesicular amine 
transporter Q05940 Membrane 12.02 0.00050 Monoamine 

transport Uniprot 

SERPINE2 Glia-derived nexin P07093 Cytosol 11.29 0.00335 

Secretory granule 
organization and 
biogenesis, 
regulation of 
synaptic 
transmission 

Uniprot, 
PMID: 

16319172 

CADPS Calcium-dependent 
secretion activator 1 Q9ULU8 Cytosol 11.25 0.00016 

Priming, fusion, 
calcium binding, 
plasma membrane 
binding 

Uniprot 

SCG5 Neuroendocrine protein 
7B2 P05408 Cytosol 10.59 0.00016 

Regulation of 
pituitary hormone 
secretion, peptide 
hormone processing 

Uniprot 

DBH Dopamine beta-
hydroxylase P09172 Cytosol 10.09 0.00103 

Adrenaline and 
noradrenaline 
synthesis pathway  

Uniprot 

CHGA Chromogranin-A P10645 Cytosol 9.92 0.00090 

Granule biogenesis, 
secretory granule 
organization, peptide 
hormone processing 

Uniprot 

SERPINI1 Neuroserpin Q99574 Cytosol 9.57 0.00103 Peptide hormone 
processing Uniprot 

RAB3A Ras-related protein Rab-
3A P20336 Cytosol 9.45 0.00039 

Synaptic vesicle 
maturation, priming, 
docking, trafficking, 
recycling 

Uniprot 

PCSK1 Neuroendocrine 
convertase 1 P29120 Membrane 9.36 0.00050 Peptide hormone 

processing Uniprot 

SCG3 Secretogranin-3 Q8WXD2 Cytosol 9.19 0.00040 
Granule biogenesis, 
peptide hormone 
processing 

Uniprot, 
PMID: 

29281094 

RAB3A Ras-related protein Rab-
3A P20336 Membrane 9.09 0.00043 

Synaptic vesicle 
maturation, priming, 
docking, trafficking, 
recycling 

Uniprot 

CHGB Secretogranin-1 P05060 Cytosol 8.79 0.00036 

Secretory granule 
biogenesis and 
organization, peptide 
hormone processing 

Uniprot, 
PMID: 

12902350, 
PMID: 

14996840 



PCSK1N ProSAAS Q9UHG2  Membrane 8.72 0.00137 Peptide hormone 
processing Uniprot 

DDC Aromatic-L-amino-acid 
decarboxylase P20711 Membrane 8.68 0.00050 

Catecholamine 
metabolic process, 
dopamine 
biosynthetic process 

Uniprot 

SCG2 Secretogranin-2 P13521 Cytosol 8.56 0.00034 
Granule biogenesis, 
peptide hormone 
processing 

Uniprot 

TH Tyrosine 3-
monooxygenase P07101 Cytosol 8.42 0.00136 

Dopamine 
biosynthetic process, 
fatty acid metabolic 
process 

Uniprot 

PCSK1 Neuroendocrine 
convertase 1 P29120 Cytosol 8.29 0.00041 Peptide hormone 

processing Uniprot 

SV2B Synaptic vesicle 
glycoprotein 2B Q7L1I2 Membrane 7.90 0.00427 

Binds synaptotagmin 
1, calcium regulator, 
neurotransmitter 
transport 

Uniprot, 
PMID: 

19176798, 
PMID: 

15466855 

RAB3D Ras-related protein Rab-
3D O95716 Membrane 7.61 0.00059 Vesicle trafficking, 

docking Uniprot 

PCSK1N ProSAAS Q9UHG2  Cytosol 7.44 0.00087 Peptide hormone 
processing Uniprot 

GAL Galanin peptides P22466 Cytosol 7.39 0.00413 
Inhibits exocytosis, 
peptide hormone 
processing 

Uniprot, 
PMID: 

9614355 

SCG2 Secretogranin-2 P13521 Membrane 7.19 0.00075 
Granule biogenesis, 
peptide hormone 
processing 

Uniprot 

PAM 
Peptidyl-glycine alpha-
amidating 
monooxygenase 

P19021 Membrane 7.02 0.00049 

Regulation of actin 
cytoskeleton 
organization, fatty 
acid biosynthetic 
process 

Uniprot 

PSAP Prosaposin P07602 Cytosol 6.63 0.00174 
Lipid binding, GM1 
binding, regulation of 
lipid metabolism 

Uniprot 

SYTL4 Synaptotagmin-like 
protein 4 Q96C24 Cytosol 6.58 0.00026 

Docking, calcium 
binding, plasma 
membrane binding, 
phospholipid binding, 
SNARE binding 

Uniprot, 
PMID: 

27032672 

SLC18A1 Chromaffin granule amine 
transporter P54219 Membrane 6.27 0.00116 Monoamine 

transport Uniprot 

NAPB Beta-soluble NSF 
attachment protein Q9H115 Membrane 6.26 0.00050 

SNARE binding, 
SNARE complex 
disassembly, 
vesicular transport 
between the 
endoplasmic 
reticulum and the 
Golgi apparatus 

Uniprot 

SNAP25 Synaptosomal-associated 
protein 25 P60880 Cytosol 6.17 0.00089 

Vesicle docking, 
priming, fusion, 
SNARE binding 

Uniprot 

CPE Carboxypeptidase E P16870 Cytosol 6.14 0.00145 

Peptide hormone 
processing, directs 
prohormones to the 
regulated secretory 
pathway 

Uniprot 



ALDOC Fructose-bisphosphate 
aldolase C P09972 Cytosol 6.05 0.00090 Cytoskeleton binding 

protein Uniprot 

TIMP1 Metalloproteinase inhibitor 
1 P01033 Cytosol 6.03 0.00271 Unclear role in 

exocytosis Uniprot 

CHGA Chromogranin-A P10645 Membrane 6.02 0.00381 

Granule biogenesis, 
secretory granule 
organization, peptide 
hormone processing 

Uniprot 

SYT1 Synaptotagmin-1 P21579 Cytosol 5.93 0.00104 

Vesicle docking, 
priming, calcium 
binding, plasma 
membrane binding, 
SNARE binding, 
endocytosis, vesicle 
mediated transport 

Uniprot, 
PMID: 

33823763 

PAM 
Peptidyl-glycine alpha-
amidating 
monooxygenase 

P19021 Cytosol 5.91 0.00051 

Regulation of actin 
cytoskeleton 
organization, fatty 
acid biosynthetic 
process 

Uniprot 

STX1A Syntaxin-1A Q16623 Membrane 5.88 0.00050 

Vesicle docking, 
priming, fusion, 
endocytosis, SNARE 
binding, SNARE 
complex assembly 

Uniprot 

STXBP1 Syntaxin-binding protein 1 P61764 Cytosol 5.85 0.00034 

Vesicle maturation, 
docking, priming, 
fusion, SNARE 
binding, SNARE 
complex assembly, 
Munc13 binding 

Uniprot, 
PMID: 

32643828 

CHGB Secretogranin-1 P05060 Membrane 5.81 0.00077 
Secretory granule 
biogenesis and 
organization, peptide 
hormone processing 

Uniprot, 
PMID: 

12902350, 
PMID: 

14996840 

ATP6AP2 Renin receptor O75787 Membrane 5.80 0.00161 
V-type ATPase (v-
ATPase) assembly 
and acidification of 
the lysosome 

Uniprot 

SYP Synaptophysin P08247 Membrane 5.78 0.0091 

Regulation of 
neuronal synaptic 
plasticity, regulation 
of synaptic vesicle 
exocytosis, 
endocytosis, 
synaptic vesicle 
maturation and 
membrane 
organization 

Uniprot 

TH Tyrosine 3-
monooxygenase P07101 Membrane 5.58 0.00192 

Dopamine 
biosynthetic process, 
fatty acid metabolic 
process 

Uniprot 

ATP6V1D V-type proton ATPase 
subunit D Q9Y5K8 Membrane 5.50 0.00075 

Proton-transporting 
ATPase activity, 
acidification of 
intracellular 
compartments 

Uniprot 

CTSZ Cathepsin-Z Q9UBR2 Cytosol 5.49 0.01285 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

https://www.embopress.org/doi/full/10.15252/embj.2019103631
https://www.embopress.org/doi/full/10.15252/embj.2019103631
https://www.embopress.org/doi/full/10.15252/embj.2019103631


PCSK2 Neuroendocrine 
convertase 2 P16519 Cytosol 5.41 0.00578 Peptide hormone 

processing Uniprot 

B2M Beta-2-microglobulin P61769 Cytosol 5.33 0.00089 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

CADPS2 Calcium-dependent 
secretion activator 2 Q86UW7 Cytosol 5.27 0.00041 

Priming, calcium 
binding, plasma 
membrane binding, 
SNARE binding 

Uniprot, 
PMID: 

18022372, 
PMID: 

19805029 

PTPRN 
Receptor-type tyrosine-
protein phosphatase-like 
N 

Q16849 Cytosol 5.26 0.00145 
Secretory granule 
maturation and 
mobility  

Uniprot 

PRCP Lysosomal Pro-X 
carboxypeptidase P42785 Cytosol 5.17 0.00290 Peptide hormone 

processing Uniprot 

DBH Dopamine beta-
hydroxylase P09172 Membrane 5.08 0.00136 

Adrenaline and 
noradrenaline 
synthesis pathway  

Uniprot 

CPE Carboxypeptidase E P16870 Membrane 5.07 0.00239 

Peptide hormone 
processing, directs 
prohormones to the 
regulated secretory 
pathway 

Uniprot 

SNAP25 Synaptosomal-associated 
protein 25 P60880 Membrane 5.06 0.00076 

Vesicle docking, 
priming, fusion, 
SNARE binding 

Uniprot 

RAPGEF4 Rap guanine nucleotide 
exchange factor 4 Q8WZA2 Cytosol 5.03 0.00115 

cAMP dependent-
PKA independant 
exocytosis 

Uniprot 

NFASC Neurofascin O94856 Membrane 4.85 0.00069 
Synapse 
organization, neurite 
extension 

Uniprot 

ECM1 Extracellular matrix 
protein 1 Q16610 Cytosol 4.70 0.00639 

Platelet 
degranulation 
(unclear role in 
exocytosis) 

Uniprot 

RAB27A Ras-related protein Rab-
27A P51159 Cytosol 4.62 0.00231 

Interacts with 
granuphilin to 
regulate exocytosis, 
regulates endocytic 
pathway, granule 
maturation, docking, 
priming  

Uniprot, 
PMID: 

17052176, 
PMID: 

21148308,  
PMID: 

34483204, 
PMID: 

31474712 

CST3 Cystatin-C P01034 Cytosol 4.58 0.00315 

Neutrophil 
degranulation 
(unclear role in 
exocytosis) 

Uniprot 

SYT2 Synaptotagmin-2 Q8N9I0 Membrane 4.56 0.01268 

Calcium binding, 
plasma membrane 
binding, SNARE 
binding, vesicle-
mediated transport, 
fusion, synaptic 
vesicle endocytosis 

Uniprot, 
PMID: 

34421537 



CD44 CD44 antigen P16070 Membrane 4.55 0.00066 

Assembles via its 
cytoplasmic domain 
a protein complex 
including RhoA, 
Rac1, Rho-kinases 
and phospholipase 
C, calcium 
mobilization, actin 
reorganization 

Uniprot 

PREPL Prolyl endopeptidase-like Q4J6C6 Cytosol 4.52 0.00075 Regulates synaptic 
vesicle exocytosis Uniprot 

SMPD1 Sphingomyelin 
phosphodiesterase P17405 Cytosol 4.46 0.00089 

Glycosphingolipid 
metabolic process, 
cholesterol metabolic 
process, regulation 
of endocytosis 

Uniprot 

CD63 CD63 antigen P08962 Membrane 4.41 0.00198 
Reorganization of 
actin cytoskeleton, 
vesicular transport 

Uniprot 

RAB11FIP5 Rab11 family-interacting 
protein 5 Q9BXF6 Cytosol 4.34 0.00340 

Protein trafficking 
from apical recycling 
endosomes to the 
apical plasma 
membrane, V-
ATPase regulation  

Uniprot 

CARTPT 
Cocaine- and 
amphetamine-regulated 
transcript protein 

Q16568 Cytosol 4.33 0.00924 Insulin secretion 
regulation Uniprot 

SERPINI1 Neuroserpin Q99574 Membrane 4.32 0.00137 Peptide hormone 
processing Uniprot 

QPCT Glutaminyl-peptide 
cyclotransferase Q16769 Membrane 4.27 0.03997 

Neutrophil 
degranulation 
(unclear role in 
exocytosis) 

Uniprot 

STXBP1 Syntaxin-binding protein 1 P61764 Membrane 4.27 0.00113 

Vesicle maturation, 
docking, priming, 
fusion, SNARE 
binding, SNARE 
complex assembly, 
Munc13 binding 

Uniprot, 
PMID: 

32643828 

SYTL4 Synaptotagmin-like 
protein 4 Q96C24 Membrane 4.25 0.00095 

Docking, calcium 
binding, plasma 
membrane binding, 
phospholipid binding, 
SNARE binding 

Uniprot, 
PMID: 

27032672 

NAPB Beta-soluble NSF 
attachment protein Q9H115 Cytosol 4.21 0.00194 

SNARE binding, 
SNARE complex 
disassembly, 
vesicular transport 
between the 
endoplasmic 
reticulum and the 
Golgi apparatus 

Uniprot 

ATP8A1 Phospholipid-transporting 
ATPase IA Q9Y2Q0 Membrane 4.20 0.00076 

Lipid reorganization 
of the plasma 
membrane 

Uniprot 

RAB3B Ras-related protein Rab-
3B P20337 Cytosol 4.13 0.01969 

Vesicle trafficking, 
vesicle biogenesis, 
regulates vesicle 
docking, priming, 
vesicle size, synaptic 
vesicle cycle 

Uniprot,  
PMID: 

20716109 

https://www.embopress.org/doi/full/10.15252/embj.2019103631
https://www.embopress.org/doi/full/10.15252/embj.2019103631
https://www.embopress.org/doi/full/10.15252/embj.2019103631


SYNGR1 Synaptogyrin-1 O43759 Membrane 4.02 0.00286 

Synaptic vesicle 
membrane 
organization, 
regulation of 
synaptic plasticity, 
inhibits exocytosis 

Uniprot, 
PMID: 

10383386 

RAB27B Ras-related protein Rab-
27B O00194 Membrane 4.00 0.00136 

Anterograde axonal 
protein transport, 
endocytosis, 
exosome secretion 
regulation, 
multivesicular 
endosomes docking, 
regulation of the 
number and 
secretion of platelet 
dense granules, 
delivery of granules 
near the exocytic site 

Uniprot, 
PMID: 

19966785, 
PMID: 

17384153, 
PMID: 

17761531 

RAB3B Ras-related protein Rab-
3B P20337 Membrane 3.97 0.00233 

Vesicle trafficking, 
vesicle biogenesis, 
regulates vesicle 
docking, priming, 
vesicle size, synaptic 
vesicle cycle 

Uniprot, 
PMID: 

20716109 

RAB27B Ras-related protein Rab-
27B O00194 Cytosol 3.96 0.00067 

Anterograde axonal 
protein transport, 
endocytosis, 
exosome secretion 
regulation, 
multivesicular 
endosomes docking, 
regulation of the 
number and 
secretion of platelet 
dense granules, 
delivery of granules 
near the exocytic site 

Uniprot, 
PMID: 

19966785, 
PMID: 

17384153, 
PMID: 

17761531 

SRP14 Signal recognition particle 
14 kDa protein P37108 Cytosol 3.92 0.00141 Unclear role in 

exocytosis Uniprot 

SYT7 Synaptotagmin-7 O43581 Membrane 3.88 0.00500 

Priming, calcium 
binding, plasma 
membrane binding, 
SNARE binding 

Uniprot, 
PMID: 

33749593 

ATP6V0A1 V-type proton ATPase 
116 kDa subunit a1 Q93050 Membrane 3.87 0.00135 Vesicle acidification Uniprot 

SCG3 Secretogranin-3 Q8WXD2 Membrane 3.86 0.00331 
Granule biogenesis, 
peptide hormone 
processing 

Uniprot, 
PMID: 

29281094 

GAL Galanin peptides P22466 Membrane 3.77 0.03071 
Inhibits exocytosis, 
peptide hormone 
processing 

Uniprot, 
PMID: 

9614355 

PTPRN 
Receptor-type tyrosine-
protein phosphatase-like 
N 

Q16849 Membrane 3.61 0.00305 
Secretory granule 
maturation and 
mobility 

Uniprot 

AMPD3 AMP deaminase 3 Q01432 Cytosol 3.59 0.00320 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

RAB4A Ras-related protein Rab-
4A P20338 Cytosol 3.58 0.00149 

Vesicle trafficking, 
docking, regulates 
endocytosis 

Uniprot, 
PMID: 

10698684 

DNM1L Dynamin-1-like protein O00429 Membrane 3.55 0.00137 Fusion, endocytosis, 
lipid binding Uniprot 



SERPINE2 Glia-derived nexin P07093 Membrane 3.50 0.00662 

Secretory granule 
organization and 
biogenesis, 
regulation of 
synaptic 
transmission 

Uniprot, 
PMID: 

16319172 

SYNJ1 Synaptojanin-1 O43426 Cytosol 3.49 0.00399 

Regulation of lipid 
composition of the 
plasma membrane, 
synaptic vesicle 
priming, transport, 
endocytosis 

Uniprot 

TOLLIP Toll-interacting protein Q9H0E2 Membrane 3.47 0.00204 Autophagy (unclear 
role in exocytosis) Uniprot 

PTPRN2 Receptor-type tyrosine-
protein phosphatase N2 Q92932 Membrane 3.38 0.00137 

Lipid metabolic 
process, required for 
normal accumulation 
of secretory vesicles, 
neurotransmitter 
secretion, insulin 
secretion  

Uniprot 

SERPINA5 Plasma serine protease 
inhibitor P05154 Cytosol 3.36 0.01310 Unclear role in 

exocytosis Uniprot 

PFN2 Profilin-2 P35080 Cytosol 3.33 0.00163 Actin reorganization, 
lipid metabolism Uniprot 

ENPP4 Bis(5'-adenosyl)-
triphosphatase ENPP4 Q9Y6X5 Membrane 3.24 0.00449 Unclear role in 

exocytosis Uniprot 

ALDOA Fructose-bisphosphate 
aldolase A P04075 Cytosol 3.22 0.00584 

Actin filament 
organization (unclear 
role in exocytosis) 

Uniprot 

TUBB4B Tubulin beta-4B chain P68371 Membrane 3.16 0.00164 
Microtubule 
cytoskeleton 
organization 

Uniprot 

RAB3D Ras-related protein Rab-
3D O95716 Cytosol 3.10 0.00301 Vesicle trafficking, 

docking Uniprot 

DYNC1H1 Cytoplasmic dynein 1 
heavy chain 1 Q14204 Membrane 3.09 0.00201 

Vesicle transport, 
positive regulation of 
intracellular 
transport, retrograde 
axonal transport  

Uniprot 

TUBB Tubulin beta chain P07437 Membrane 3.09 0.00243 

Cytoskeleton-
dependent 
intracellular 
transport, 
microtubule 
cytoskeleton 
organization, 
regulation of 
synapse 
organization 

Uniprot 

SYT1 Synaptotagmin-1 P21579 Membrane 3.08 0.00386 

Vesicle docking, 
priming, calcium 
binding, plasma 
membrane binding, 
SNARE binding, 
endocytosis, vesicle 
mediated transport 

Uniprot, 
PMID: 

33823763 



SCAMP1 
Secretory carrier-
associated membrane 
protein 1 

O15126 Membrane 3.08 0.00388 

Protein transport, 
fusion pore opening 
and closure, 
endocytosis 

Uniprot, 
PMID: 

21272170, 
PMID: 

10551807, 
PMID: 

18171723, 
PMID: 

10777571 

DYNC1LI1 Cytoplasmic dynein 1 light 
intermediate chain 1 Q9Y6G9 Membrane 3.07 0.00220 

Vesicle transporter, 
microtubule 
cytoskeleton 
organization 

Uniprot 

APP Amyloid-beta precursor 
protein P05067 Cytosol 3.04 0.00251 

Interacts with 
synaptic release 
machinery, 
endocytosis, 
synapse 
organization 

Uniprot 

TOM1 Target of Myb protein 1 O60784 Cytosol 2.98 0.00293 
Intracellular 
trafficking, 
endocytosis 

Uniprot 

CD9 CD9 antigen P21926 Membrane 2.95 0.00831 Sperm-egg fusion 
Uniprot, 
PMID: 

18728192 

RPH3A Rabphilin-3A Q9Y2J0 Membrane 2.93 0.03797 Docking, priming, 
fusion 

Uniprot, 
PMID: 

16763567 

PPP3CB 
Serine/threonine-protein 
phosphatase 2B catalytic 
subunit beta isoform 

P16298 Cytosol 2.87 0.00228 

Regulation of insulin 
secretion, calcium-
ion regulated 
exocytosis, 
endocytosis 

Uniprot 

LYN Tyrosine-protein kinase 
Lyn P07948 Membrane 2.87 0.00386 

Platelet and mast 
cell degranulation 
(unclear role in 
exocytosis) 

Uniprot 

DYNC1H1 Cytoplasmic dynein 1 light 
intermediate chain 1 Q14204 Cytosol 2.83 0.00233 

Vesicle transport, 
positive regulation of 
intracellular 
transport, retrograde 
axonal transport  

Uniprot 

CALM1 Calmodulin-1 P0DP23 Cytosol 2.82 0.00301 Vesicle trafficking, 
priming, fusion 

PMID: 
34421537 

VAMP3 Vesicle-associated 
membrane protein 3 Q15836 Membrane 2.80 0.00332 

Vesicle docking, 
fusion, SNARE 
complex assembly, 
vesicular transport 
from the late 
endosomes to the 
trans-Golgi network 

Uniprot 

SDF4 45 kDa calcium-binding 
protein Q9BRK5 Membrane 2.79 0.01404 Zymogen granule 

exocytosis Uniprot 

MYO5A Unconventional myosin-
Va Q9Y4I1 Membrane 2.76 0.00731 

Vesicle transport, 
actin filament 
organization 

Uniprot 

TOLLIP Toll-interacting protein Q9H0E2 Cytosol 2.75 0.00446 Autophagy (Unclear 
role in exocytosis) Uniprot 

SNAPIN SNARE-associated 
protein Snapin O95295 Cytosol 2.72 0.00307 

Vesicle trafficking, 
maturation, priming, 
fusion, SNARE 
binding 

Uniprot 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnmol.2021.691363/full
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnmol.2021.691363/full


APP Amyloid-beta precursor 
protein P05067 Membrane 2.67 0.00311 

Interacts with 
synaptic release 
machinery, 
endocytosis, 
synapse 
organization 

Uniprot 

GARS Glycine--tRNA ligase P41250 Cytosol 2.65 0.00332 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

TUBA4A Tubulin alpha-4A chain P68366 Membrane 2.63 0.01056 
Microtubule 
cytoskeleton 
organization 

Uniprot 

CLU Clusterin P10909 Membrane 2.61 0.00736 
Positive regulation of 
receptor-mediated 
endocytosis 

Uniprot 

ORM2 Alpha-1-acid glycoprotein 
2 P19652 Cytosol 2.58 0.00440 Lipid reorganization  PMID: 

27312128 

SDF4 45 kDa calcium-binding 
protein Q9BRK5 Cytosol 2.57 0.00877 Zymogen granule 

exocytosis Uniprot 

PCSK2 Neuroendocrine 
convertase 2 P16519 Membrane 2.55 0.02773 Peptide hormone 

processing Uniprot 

FAM3C Protein FAM3C Q92520 Membrane 2.52 0.01201 

Interacts with 
SNAP23 and RalA 
(unclear role in 
exocytosis) 

PMID: 
22939629 

SERPINF2 Alpha-2-antiplasmin P08697 Cytosol 2.48 0.00378 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

DBNL Drebrin-like protein Q9UJU6 Membrane 2.48 0.00462 
Actin cytoskeleton 
organization, 
endocytosis 

Uniprot 

CTSZ Cathepsin-Z Q9UBR2 Membrane 2.43 0.01022 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

DNAJC3 DnaJ homolog subfamily 
C member 3 Q13217 Membrane 2.41 0.00880 Unclear role in 

exocytosis Uniprot 

PFN2 Profilin-2 P35080 Membrane 2.41 0.00569 Actin reorganization, 
lipid metabolism Uniprot 

VAT1 
Synaptic vesicle 
membrane protein VAT-1 
homolog 

Q99536 Cytosol 2.37 0.01795 
Calcium binding 
(unclear role in 
exocytosis) 

Uniprot 

RAB27A Ras-related protein Rab-
27A P51159 Membrane 2.36 0.01470 

Interacts with 
granuphilin to 
regulate exocytosis, 
regulates endocytic 
pathway, granule 
maturation, docking, 
priming  

Uniprot, 
PMID: 

17052176, 
PMID: 

21148308,  
PMID: 

34483204, 
PMID: 

31474712 

RAB3GAP1 Rab3 GTPase-activating 
protein catalytic subunit Q15042 Cytosol 2.36 0.01642 

Positive regulation of 
glutamate 
neurotransmitter 
secretion 

Uniprot 

PFKL 
ATP-dependent 6-
phosphofructokinase, liver 
type 

P17858 Cytosol 2.33 0.01501 Insulin secretion 
regulation Uniprot 

TIMP1 Metalloproteinase inhibitor 
1 P01033 Membrane 2.33 0.04521 Unclear role in 

exocytosis Uniprot 

SRI Sorcin P30626 Cytosol 2.29 0.01565 
Insulin secretion 
regulation, calcium 
binding protein 

Uniprot 

https://febs.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/febs.13783
https://febs.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/febs.13783
https://maayanlab.cloud/Harmonizome/gene_set/FAM3C/Pathway+Commons+Protein-Protein+Interactions
https://maayanlab.cloud/Harmonizome/gene_set/FAM3C/Pathway+Commons+Protein-Protein+Interactions


SEPT5 Septin-5 Q99719 Cytosol 2.27 0.00802 Cytoskeleton 
reorganization Uniprot 

LGALS3BP Galectin-3-binding protein Q08380 Cytosol 2.25 0.01028 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

TUBA4A Tubulin alpha-4A chain P68366 Cytosol 2.25 0.02017 
Microtubule 
cytoskeleton 
organization 

Uniprot 

MIF Macrophage migration 
inhibitory factor P14174 Cytosol 2.24 0.02151 Unclear role in 

exocytosis Uniprot 

TUBB Tubulin beta chain P07437 Cytosol 2.21 0.01572 

Cytoskeleton-
dependent 
intracellular 
transport, 
microtubule 
cytoskeleton 
organization, 
regulation of 
synapse 
organization 

Uniprot 

ENDOD1 Endonuclease domain-
containing 1 protein O94919 Membrane 2.20 0.01953 Unclear role in 

exocytosis Uniprot 

PNP Purine nucleoside 
phosphorylase P00491 Cytosol 2.20 0.01009 Unclear role in 

exocytosis Uniprot 

ACTR1B Beta-centractin P42025 Membrane 2.17 0.01056 
Cytoskeleton 
organization, 
microtubule based 
vesicle motility 

Uniprot 

ANO6 Anoctamin-6 Q4KMQ2 Membrane 2.17 0.01947 

Plasma membrane 
phospholipid 
scrambling, lipid 
reorganization of the 
plasma membrane 

Uniprot 

TRAPPC1 Trafficking protein particle 
complex subunit 1 Q9Y5R8 Cytosol 2.16 0.04291 

Endoplasmic 
reticulum to Golgi 
vesicle-mediated 
transport 

Uniprot 

AP2A2 AP-2 complex subunit 
alpha-2 O94973 Membrane 2.10 0.01217 

Clathrin-dependent 
endocytosis, protein 
transport, lipid 
binding 

Uniprot 

DNM1L Dynamin-1-like protein O00429 Cytosol 2.09 0.01299 Fusion, endocytosis, 
lipid binding Uniprot 

MAN2B1 Lysosomal alpha-
mannosidase O00754 Cytosol 2.01 0.01332 Unclear role in 

exocytosis Uniprot 

A2M Alpha-2-macroglobulin P01023 Cytosol -2.03 0.01478 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

STXBP3 Syntaxin-binding protein 3 O00186 Membrane -2.06 0.01323 Docking, fusion, 
SNARE binding Uniprot 

APRT Adenine 
phosphoribosyltransferase P07741 Cytosol -2.06 0.01507 Unclear role in 

exocytosis Uniprot 

DERA Deoxyribose-phosphate 
aldolase Q9Y315 Membrane -2.07 0.02014 Unclear role in 

exocytosis Uniprot 

VAPA 
Vesicle-associated 
membrane protein-
associated protein A 

Q9P0L0 Membrane -2.08 0.02654 

Endoplasmic 
reticulum to Golgi 
vesicle-mediated 
transport, 
phospholipid 
transport, membrane 
fusion 

Uniprot 



FGA Fibrinogen alpha chain P02671 Cytosol -2.09 0.03711 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

PTGES2 Prostaglandin E synthase 
2 Q9H7Z7 Cytosol -2.14 0.00915 Lipid metabolic 

process Uniprot 

VCL Vinculin P18206 Cytosol -2.15 0.01566 

Actin filament 
binding protein, 
cytoskeleton 
reorganization 

Uniprot 

THBS1 Thrombospondin-1 P07996 Cytosol -2.16 0.02546 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

SCCPDH 
Saccharopine 
dehydrogenase-like 
oxidoreductase 

Q8NBX0 Membrane -2.21 0.01198 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

ANXA2 Annexin A2 P07355 Membrane -2.23 0.02400 

Calcium-dependent 
protein binding, 
calcium-dependent 
phospholipid binding, 
cytoskeleton 
reorganization, 
vesicle fusion, 
vesicle budding from 
membrane, 
regulation of 
receptor-mediated 
endocytosis 

Uniprot 

FCER1G 
High affinity 
immunoglobulin epsilon 
receptor subunit gamma 

P30273 Membrane -2.23 0.00763 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

FGA Fibrinogen alpha chain P02671 Membrane -2.26 0.02179 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

PRDX6 Peroxiredoxin-6 P30041 Cytosol -2.28 0.00786 Glycerophospholipid 
catabolic process Uniprot 

PLEK Pleckstrin P08567 Cytosol -2.29 0.03768 

Actin cytoskeleton 
reorganization, 
regulation of inositol 
phosphate 
biosynthetic process, 
docking 

Uniprot 

HBB Hemoglobin subunit beta P68871 Membrane -2.34 0.01042 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

S100A9 Protein S100-A9 P06702 Cytosol -2.35 0.00924 

Calcium binding, 
regulation of 
cytoskeleton 
organization, 
degranulation of 
neutrophils 

Uniprot 

PROS1 Vitamin K-dependent 
protein S P07225 Membrane -2.36 0.03700 

Calcium binding 
(unclear role in 
exocytosis) 

Uniprot 

SLIRP 
SRA stem-loop-interacting 
RNA-binding protein, 
mitochondrial 

Q9GZT3  Cytosol -2.37 0.02528 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

PRDX6 Peroxiredoxin-6 P30041 Membrane -2.37 0.00880 Glycerophospholipid 
catabolic process Uniprot 

LGALS3 Galectin-3 P17931 Cytosol -2.40 0.01781 Endocytosis  Uniprot 

NIT2 Omega-amidase NIT2 Q9NQR4 Cytosol -2.43 0.00548 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

ELANE Neutrophil elastase P08246 Membrane -2.43 0.02242 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 



CYBA Cytochrome b-245 light 
chain P13498 Membrane -2.48 0.02766 Unclear role in 

exocytosis Uniprot 

STOM Stomatin P27105 Membrane -2.52 0.00533 Lipid raft component Uniprot 

RNPEP Aminopeptidase B Q9H4A4 Cytosol -2.54 0.00389 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

GLA Alpha-galactosidase A P06280 Cytosol -2.59 0.03945 
Glycerophospholipid 
catabolic process, 
glycoceramide 
catabolic process 

Uniprot 

S100A13 Protein S100-A13 Q99584 Membrane -2.60 0.04494 
Calcium binding, 
lipid binding, mast 
cell degranulation 

Uniprot 

PGM1 Phosphoglucomutase-1 P36871 Cytosol -2.64 0.00315 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

LAMTOR1 Ragulator complex protein 
LAMTOR1 Q6IAA8 Cytosol -2.65 0.00603 

Late endosomes and 
lysosomes 
biogenesis, may play 
a role in RhoA 
activation 

Uniprot 

GNS N-acetylglucosamine-6-
sulfatase P15586 Membrane -2.67 0.03261 

Calcium binding 
(unclear role in 
exocytosis) 

Uniprot 

FGG Fibrinogen gamma chain P02679 Cytosol -2.69 0.01811 
Induce exocytosis of 
Weibel-Palade 
bodies in endothelial 
cells 

PMID: 
19193866 

FGB Fibrinogen beta chain P02675 Cytosol -2.72 0.02085 

Induce exocytosis of 
Weibel-Palade 
bodies in endothelial 
cells 

PMID: 
19193866 

CTSA Lysosomal protective 
protein P10619 Cytosol -2.73 0.04395 Unclear role in 

exocytosis Uniprot 

HBB Hemoglobin subunit beta P68871 Cytosol -2.76 0.00349 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

METTL7A Methyltransferase-like 
protein 7A Q9H8H3 Membrane -2.82 0.01175 Unclear role in 

exocytosis Uniprot 

APOOL MICOS complex subunit 
MIC27 Q6UXV4 Membrane -2.85 0.01445 Unclear role in 

exocytosis Uniprot 

DLD 
Dihydrolipoyl 
dehydrogenase, 
mitochondrial 

P09622 Cytosol -2.87 0.00574 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

FGB Fibrinogen beta chain P02675 Membrane -2.93 0.01206 
Induce exocytosis of 
Weibel-Palade 
bodies in endothelial 
cells 

PMID: 
19193866 

HSPD1 60 kDa heat shock 
protein, mitochondrial P10809 Membrane -2.93 0.00580 Acrosomal 

exocytosis 
PMID: 

18276932 

ACAA1 3-ketoacyl-CoA thiolase, 
peroxisomal P09110 Membrane -2.99 0.00305 Lipid metabolism Uniprot 

STX7 Syntaxin-7 O15400 Cytosol -3.10 0.00905 

Protein trafficking 
from plasma 
membrane to 
endosomes, 
homotypic fusion of 
endocytic organelles, 
SNARE binding, 
vesicle docking, 
vesicle fusion 

Uniprot 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19193866/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19193866/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19193866/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19193866/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19193866/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19193866/


ITGA2B Integrin alpha-IIb P08514 Membrane -3.17 0.00290 

Platelet 
degranulation 
(unclear role in 
exocytosis) 

Uniprot 

CTSD Cathepsin-D P07339 Membrane -3.17 0.02030 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

COMMD3 COMM domain-containing 
protein 3 Q9UBI1 Cytosol -3.19 0.00751 Phosphoinositides 

regulation 
PMID: 

31537807 

F13A1 Coagulation factor XIII A 
chain P00488 Cytosol -3.29 0.01539 

Calcium binding 
(unclear role in 
exocytosis) 

Uniprot 

PPBP Platelet basic protein P02775 Cytosol -3.31 0.00348 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

GLB1 Beta-galactosidase P16278 Membrane -3.32 0.01990 Glycosphingolipid 
metabolic process Uniprot 

PTGES2 Prostaglandin E synthase 
2 Q9H7Z7 Membrane -3.33 0.00219 Lipid metabolic 

process Uniprot 

ANXA11 Annexin A11 P50995 Membrane -3.35 0.00743 

Vesicular trafficking 
from the 
endoplasmic 
reticulum to Golgi, 
calcium binding, lipid 
binding  

Uniprot, 
PMID: 

25540196 

SYPL1 Synaptophysin-like protein 
1 Q16563 Membrane -3.36 0.00318 Chemical synaptic 

transmission Uniprot 

CYBB Cytochrome b-245 heavy 
chain P04839 Membrane -3.40 0.00825 Unclear role in 

exocytosis Uniprot 

GLB1 Beta-galactosidase P16278 Cytosol -3.42 0.00759 Glycosphingolipid 
metabolic process Uniprot 

FN1 Fibronectin P02751 Membrane -3.42 0.00157 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

FGG Fibrinogen gamma chain P02679 Membrane -3.50 0.00445 

Induce exocytosis of 
Weibel-Palade 
bodies in endothelial 
cells 

PMID: 
19193866 

SNCA Alpha-synuclein P37840 Cytosol -3.54 0.00338 

Synaptic vesicle 
trafficking, priming, 
fusion, dilation of  
exocytotic fusion 
pores, calcium 
regulation, SNARE 
binding, endocytosis, 
phospholipid 
metabolic process 

Uniprot 

FLNA Filamin-A P21333 Cytosol -3.60 0.00118 

Actin cytoskeleton 
reorganization, 
regulation of actin 
filament bundle 
assembly, synapse 
organization 

Uniprot 

CTSH Pro-cathepsin H P09668 Cytosol -3.62 0.00312 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

CREG1 Protein CREG1 O75629 Cytosol -3.63 0.00275 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

MAOB Amine oxidase [flavin-
containing] B P27338  Membrane -3.78 0.00700 

Dopamine catabolic 
process, 
neurotransmitter 
catabolic process 

Uniprot 

F13A1 Coagulation factor XIII A 
chain P00488 Membrane -3.79 0.00168 

Calcium binding 
(unclear role in 
exocytosis) 

Uniprot 

ACAA1 3-ketoacyl-CoA thiolase, 
peroxisomal P09110 Cytosol -3.94 0.00584 Lipid metabolism Uniprot 

https://www.nature.com/articles/s41467-019-12221-6
https://www.nature.com/articles/s41467-019-12221-6
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19193866/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19193866/


FLNA Filamin-A P21333 Membrane -4.09 0.00175 

Actin cytoskeleton 
reorganization, 
regulation of actin 
filament bundle 
assembly, synapse 
organization 

Uniprot 

DGAT1 Diacylglycerol O-
acyltransferase 1 O75907 Membrane -4.26 0.00164 

Diacylglycerol 
metabolic process, 
triglyceride 
biosynthetic process 

Uniprot 

SULT1A3 Sulfotransferase 1A3 P0DMM9 Cytosol -4.30 0.00080 Dopamine catabolic 
process Uniprot 

IQGAP2 Ras GTPase-activating-
like protein IQGAP2 Q13576 Cytosol -4.37 0.00163 

Regulation of actin 
cytoskeleton 
organization, binds 
to activated Cdc42 
and Rac1, associate 
with calmodulin 

Uniprot 

ALDH2 Aldehyde dehydrogenase, 
mitochondrial P05091 Membrane -4.60 0.00174 

Dopamine 
biosynthetic process, 
serotonin 
biosynthetic process 

Uniprot 

CD109 CD109 antigen Q6YHK3 Cytosol -4.64 0.00175 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

CAT Catalase P04040 Cytosol -4.74 0.00053 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

IDH1 Isocitrate deshydrogenase O75874 Membrane -4.82 0.00136 

Regulation of 
phospholipid 
biosynthetic and 
catabolic process 

Uniprot 

FERMT3 Fermitin family homolog 3 Q86UX7 Cytosol -5.00 0.00064 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

CYB5R3 NADH-cytochrome b5 
reductase 3 P00387 Cytosol -5.02 0.00051 Unclear role in 

exocytosis Uniprot 

PPBP Platelet basic protein P02775 Membrane -5.33 0.00136 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

MAOA Amine oxidase [flavin-
containing] A P21397 Membrane -5.38 0.00159 

Dopamine catabolic 
process, 
neurotransmitter 
catabolic process 

Uniprot 

IDH1 Isocitrate deshydrogenase O75874 Cytosol -5.64 0.00051 

Regulation of 
phospholipid 
biosynthetic and 
catabolic process 

Uniprot 

SCCPDH 
Saccharopine 
dehydrogenase-like 
oxidoreductase 

Q8NBX0 Cytosol -6.09 0.00034 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

CAT Catalase P04040 Membrane -6.20 0.00049 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

ALDH2 Aldehyde dehydrogenase, 
mitochondrial P05091 Cytosol -6.38 0.00068 

Dopamine 
biosynthetic process, 
serotonin 
biosynthetic process 

Uniprot 

BST2 Bone marrow stromal 
antigen 2 Q10589 Membrane -6.81 0.00050 

Regulation of actin 
cytoskeleton 
organization 

Uniprot 

HSPD1 60 kDa heat shock 
protein, mitochondrial P10809 Cytosol -7.05 0.00060 Acrosomal 

exocytosis 
PMID: 

18276932 

COL1A1 Collagen alpha-1(I) chain P02452 Membrane -9.00 0.00050 Unclear role in 
exocytosis Uniprot 

PROS1 Vitamin K-dependent 
protein S P07225 Cytosol -10.73 0.00266 

Calcium binding 
(unclear role in 
exocytosis) 

Uniprot 



MGST1 Microsomal glutathione S-
transferase 1 P10620 Membrane -23.19 0.00018 Unclear role in 

exocytosis Uniprot 

 
 
List of proteins involved in exocytosis detected by mass spectrometry in cytosol- and membrane-
enriched fractions. The median value of the fold change is obtained by comparing the 
expression from 5 pairs of Pheos matched to non-tumor tissues. cAMP: cyclic adenosine 
monophosphate, GM1: monosialotetrahexosylganglioside, PKA: protein kinase A, SNARE: 
soluble N-ethylmaleimide sensitive factor attachment receptor. 
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2. Identification d’un ensemble de miARN impliqués dans la dérégulation de 

l’exocytose dans le phéochromocytome  

Nous avons mis en évidence un dysfonctionnement de la voie de la sécrétion régulée dans les 

cellules de phéochromocytome humain. L’augmentation de l’activité d’exocytose de ces 

cellules est associée à une surexpression globale des gènes de l’exocytose tant au niveau 

transcriptionnel que protéique. Nous nous interrogeons sur les régulateurs de ce processus et 

proposons l’hypothèse que les miARN, des régulateurs post-transcriptomiques de l’expression 

des gènes, sont impliqués dans la régulation des gènes de l’exocytose. Plusieurs études ont 

montré que l’expression de nombreux miARN est dérégulée dans les cancers humains et 

globalement diminuée (section 3.6). De plus, la surexpression concomitante de nombreux gènes 

impliqués dans un même processus biologique suggère que les miARN pourraient en être 

responsables.  

Pour tester cette hypothèse, nous avons d’abord construit ExoDB, un réseau général 

d’interactions entre les miARN et leurs ARNm cibles impliqués dans l’exocytose. À cet effet, 

nous avons développé un workflow bio-informatique basé sur l’utilisation de logiciels 

d’analyse d’interaction (STRING-DB), de prédiction (mirDIP) et de co-expression (oncomiR). 

Appliqué à des données d’expression des gènes (GSE19422) et des miARN (GSE29742) dans 

le PCC, cette analyse in silico a permis d’établir un sous-réseau ExoDB d’interactions 

miARN:ARNm impliqué dans la dérégulation de l’exocytose dans le PCC par rapport à la 

médullosurrénale saine. Afin de valider expérimentalement l’influence des miARN identifiés, 

nous avons développé un essai luminescent de mesure de l’activité de sécrétion régulée par le 

calcium des cellules PC12 de phéochromocytome de rat. Nous avons également utilisé une 

approche par ampérométrie à fibre de carbone afin de mieux comprendre les effets induits par 

l’un de ces miARN sur l’exocytose. Finalement, plusieurs interactions miARN-ARNm 

identifiées bio-informatiquement ont été validées par RT-qPCR.  

Les résultats obtenus sont exposés dans le manuscrit intitulé « A set of miRNAs regulates 

exocytosis in pheochromocytoma, a neuroendocrine tumor » en préparation pour une 

soumission, que je signe en premier auteur. 

Dans cet article j’ai réalisé l’ensemble des analyses bio-informatiques et expérimentales hormis 

la validation expérimentale de l’effet de miR-34a-5p par ampérométrie à fibre de carbone. Cette 

partie a fait l’objet d’une collaboration avec l’équipe du Dr Stéphane Gasman (INCI, 

Strasbourg).  
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ABSTRACT 

Calcium-regulated secretion of hormones and neuropeptides by cells within the neuroendocrine 

system is essential for regulating vital physiological functions, including metabolism, growth, 

and reproduction. Pheochromocytomas (PCCs) are rare neuroendocrine tumors of the adrenal 

medulla gland that secrete high levels of catecholamines into the bloodstream, leading to 

clinical manifestations such as hypertension. This hypersecretion of catecholamine is due to 

both tumor burden and dysfunction of exocytosis, the final step of the regulated secretory 

pathway (RSP). However, the etiology of hypersecretory PCC activity is poorly understood. 

Several studies suggest that miRNAs, as post-transcriptional inhibitors, play a role in the control 

of the RSP. To investigate this possibility, we first built ExoDB, a general network of 

interactions between miRNAs and their target mRNAs involved in exocytosis. To do this, we 

developed a bioinformatics approach that combines the use of prediction and co-expression 

software. Applied to miRNA and gene differentially expressed in human PCC, we were able to 

identify an ExoDB subnetwork in which 31 miRNAs and 41 genes, involved in the exocytosis 

process, are deregulated in PCC compared to the normal adrenal medulla. To determine the 

regulatory capacity of these miRNAs, we developed a secretion assay based on a luminescent 

reporter (hGH1-Nluc) specifically expressed in the dense-core secretory vesicles of the rat 

PCC-derived PC12 cell line (PC12-2luc). Thus, under resting and stimulated (Ba2+) conditions, 

we observed that 20 of these 31 rat miRNAs inhibited secretion (-30% to -71%) following their 

transfection. Moreover, these miRNAs fall into 3 functional groups (resting and/or stimulated), 

suggesting that they regulate different stages of exocytosis. Several miRNA:mRNA interactions 

were experimentally validated at transcriptomic level (RT-qPCR), corroborating the inhibitory 

effects of miRNAs on exocytosis. To better understand the role played by these miRNAs on 

exocytosis, we then studied miR-34a-5p, one of the most connected miRNAs in the ExoDB 

network, using carbon fiber amperometry on bovine chromaffin cells in primary culture. 

Overexpression of bta-miR-34a-5p inhibited the number of exocytic events and slow down 

their kinetics (-34%). This study represents the first large-scale investigation of the involvement 

of miRNAs in the regulation of exocytosis, and more specifically in PCC. These findings 

therefore provide a solid basis for a better understanding of the dysregulation of secretion 

mechanisms in neuroendocrine tumors such as PCC.  
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INTRODUCTION  

Exocytosis, the final step in the process of regulated secretion, allows the neuroendocrine 

system to secrete hormones and neuropeptides essential to the control of vital functions in the 

body, such as metabolism, growth, and reproduction. This capacity also confers on it the role 

of orchestrating an adaptive pattern of body energy distribution under stressful conditions. 

Notably, the chromaffin cells in the adrenal medulla mediate the "fight or flight" response by 

secreting catecholamines, which modulate blood pressure (Cannon & de la Paz, 1911). 

In neuroendocrine cells, hormones and neuropeptides are internalized in secretory granules. 

Transported to the plasma membrane, these granules are tethered, docked, and ultimately 

exocytosed through a calcium-dependent process at the plasma membrane, allowing for the 

release of their contents into the extracellular space (Sudhof & Rizo, 2011). This process of 

exocytosis, well-described for decades, is characterized by the involvement of the soluble N-

ethylmaleimide sensitive factor attachment protein receptors (SNARE) multiprotein complex, 

consisting of the proteins Stx1, Snap25, and Vamp2, which associate to form a bundle of helices 

that bring vesicular and membrane membranes into close contact and induce their fusion (Rizo, 

2022). Exocytosis is finely controlled through coordinated action of a set of chaperone proteins 

and other regulators in the active zone, allowing for vesicle targeting to the plasma membrane, 

stabilization of the SNARE complex, and calcium sensing (Sharma et al., 2011; Tobaben et al., 

2001). Questions arise regarding regulations of this essential process, particularly post-

transcriptional regulation of these proteins. 

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs, approximately 22 nucleotides in length, 

that fine-tune gene expression at the post-transcriptional level. This inhibitory regulation 

involves binding of a 6-nucleotide “seed” sequence at the 5' end of the miRNA, primarily in the 

3' untranslated region (UTR) of target mRNAs. This interaction, typically imperfect, leads to 

translational repression and, to a lesser extent, mRNA degradation (Bartel, 2004). Due to the 

small size of miRNAs and their seed sequence, paired regulatory sites can easily emerge in the 

3' UTR regions (Farh et al., 2005; Stark et al., 2005). On average, about 400 targets are 

conserved per miRNA family (Friedman et al., 2009). Thus, the dense layer of post-

transcriptional control added by miRNAs complements and extends regulation occurring at 

other levels of the expression program for over 60% of protein-coding genes. It appears 

challenging for any biological process to escape the influence of this complex and conserved 

network of regulation. In this regard, it is now well-established that all multicellular eukaryotic 
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organisms use miRNAs to regulate fundamental cellular functions such as proliferation, 

differentiation, and apoptosis, making them fine regulators of homeostasis. 

Neuroendocrine tumors are often associated with dysregulation of hormonal secretion, leading 

to deleterious clinical repercussions that must be considered for optimal patient management. 

However, the cellular and molecular origins of this phenomenon are not well understood. PCC, 

a rare neuroendocrine tumor that originates from chromaffin cells of the adrenal medulla, is 

characterized by the overproduction of catecholamines, mainly hypersecretion, which can 

induce major symptoms and clinical complications (Zandee et al., 2017). Using human PCC 

samples, we have recently demonstrated that these cells exhibit increased secretion activity, in 

addition to the tumor mass effect (Houy et al., 2022). Through single-cell approaches using 

carbon fiber amperometry, we have identified an elevated number of exocytotic events in these 

cells. Furthermore, the transcriptional and protein levels of 64 major genes involved in the 

exocytotic process are found to be overexpressed. Given that miRNA expression is generally 

found to be underexpressed in cancers, we hypothesize that dysregulation of their expression in 

PCC is responsible for the overexpression of exocytosis-related genes and, ultimately, for the 

increased exocytosis activity leading to catecholamine hypersecretion. 
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MATERIALS AND METHODS 

Construction of a miRNA:mRNA network involved in exocytosis  

Fifty gene lists were compiled by querying Gene Ontology, KEGG, Reactome, and Uniprot 

databases using keywords such as ‘exocytosis’, ‘exocytic’, ‘secretion’, ‘fusion’, and ‘release’ 

through the STRING DB tool (v.11.0, https://string-db.org) (Figure 1) (Szklarczyk et al., 2019). 

These lists were then imported into Excel (16.77.1., Microsoft, Redmond, USA). Using the 

'pivot table' function, we tabulated the number of times each gene was cited and multiple entries 

were removed. The list was then organized according to the number of citations, and genes with 

20 or more citations were selected. We then carried out an extensive literature review to assess 

the potential involvement of the remaining genes in exocytosis. The list of selected genes was 

then uploaded into the STRING DB tool (organism: Homo sapiens, minimum required 

interaction score: medium confidence (0.4)). We then performed a protein-protein interaction 

(PPI) network analysis using STRING DB's default parameters and exported the correlation 

scores to and visualize the data using Cytoscape (v.3.10.1) (Shannon et al., 2003). We let the 

network self-organize on the basis of the correlation score using the "edge-weighted spring-

embedded layout" parameter.  

Next, we submitted the list of genes into the mirDIP tool (v. 4.1, 

https://ophid.utoronto.ca/mirDIP/) to predict the miRNAs that potentially regulate them 

(minimum score: high) (Figure 1) (Tokar et al., 2018). We repeated this process for the 

oncomiR tool (all cancers, significance threshold: p ≤ 0.05, mirDB score threshold: 0). We then 

developed a script for R (4.0.1.) to keep only interactions common to miRDIP and oncomiR, 

and whose miRNAs are highly conserved (data collected from miRBase v.22.0, 

https://mirbase.org/) (Kozomara et al., 2019). Experimentally validated interactions, we 

obtained from the DIANA-TarBase tool (v.8.0, https://dianalab.e-

ce.uth.gr/html/diana/web/index.php?r=tarbasev8/index,  validation type: direct) after 

submitting the list of exocytosis-related gene (Karagkouni et al., 2018). Finally, we visualized 

these data using Cytoscape (v.3.10.1). We let the network self-organize on the basis of the 

oncomiR co-expression score using the "edge-weighted spring-embedded layout" parameter. 

The network was characterized using Cytoscape’s NetworkAnalyzer tool (evaluated 

parameters: radiality, number of interactions, stress, average shortest path length).  
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Transcriptomic analysis  

Gene expression data were retrieved from the GSE19422 dataset 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE19422) (López-Jiménez et al., 

2010) which includes 6 normal adrenal medulla and 84 PCC/paragangliomas (Figure 1). Only 

the 61 PCC samples were used and sample GSM483021 was excluded from our analysis 

because its transcriptomic profile, revealed by clustering and UMAP analyses, is similar to that 

of normal samples, suggesting that it is misidentified. The expression level of each gene was 

calculated as the geometric mean of the significantly differentially expressed probes (FC > 1.5, 

p-values ≤ 0.05) identified with the limma algorithm via the GEO2R web tool using a 

Benjamin-Hochberg FDR correction (p-values ≤ 0.05). miRNA expression data were retrieved 

from the GSE29742 dataset 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE29742) (De Cubas et al., 2013), 

which includes 6 normal adrenal medulla and 37 PCCs. Differentially expressed miRNA were 

identified as for genes (FC > 1.5, p-values ≤ 0.05).  

 

Figure 1 ExoDB workflow 

DEM: differentially expressed miRNAs, DEG: differentially expressed genes 
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Cell culture and PC12-2luc cells  

Undifferentiated PC12 cells derived from a rat PCC (ECACC 88022401) were cultivated in 

DMEM medium supplemented with 5% FCS, 10% horse serum, 1% L-glutamine and 1% 

penicillin-streptomycin. Cells were incubated in a humidified atmosphere at 37°C and 5% CO2. 

Unless otherwise indicated, cell culture reagents were obtained from Sigma–Aldrich (St-

Quentin-Fallavier, France).  

The coding sequence of the human growth hormone transcript variant 1 (hGH1, 

NM_000515.4), obtained from NCBI (https://ncbi.nlm.nih.gov/) was synthetized and cloned in 

phase (Eurofins Genomics, Ebersberg, Germany) with the nano-luciferase gene (Nluc) in 

plasmid pNLF1-C (Promega, Charbonnières-les-Bains, France). One million PC12 cells were 

transfected by nucleofection according to the suppliers’s recommendations (Lonza Biosciences, 

Basel, Switzerland) with 1µg of the plasmid expressing the hGH1-Nluc construct using the 

nucleofector V kit and program U-029. The plasmid pGL4.51 (Promega) containing the firefly 

luciferase (Fluc) gene was also transfected.  After one week in normal culture medium, cells 

were then selected for two weeks using 100 µg/ml hygromycin B (Nluc) and 400 µg/ml 

geneticin (Fluc) to obtain PC12-2luc stable cell line.  

Overexpression of miRNAs was achieved by transfection of synthetic miRNAs (Tableau 1, 

mirVana miRNA Mimics, Fisher, Courtabœuf, France) using 0.3 μl of Lipofectamine® 

RNAiMAX (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) per well with a final concentration of 10 nM 

miRNA mimics. The same protocol was used for transfection of siRNAs (L-093289-02 for 

Snap25, L-089172-02 for Stx1a, On-TargetPlus, SmartPool, Dharmacon) and a negative 

control, AllStar (1027280, Qiagen). 
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Tableau 1 Synthetic miRNAs list 

 

Quantification of secretory activity in PC12-2luc  

PC12-2luc cells were plated at a density of 8.103 cells per well in a 96-well plate previously 

treated with 20 µg/ml collagen I. Cells were transfected at 24h and 48h with synthetic miRNA 

(conditions described above) and incubated for a further 48h. To measure secretion, cells were 

washed (2 x 5 min) with calcium saline buffer (CaSB, 150 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 

10 mM HEPES, pH=7.4) heated to 37°C and then stimulated for 30 min at 37°C with 50 µl of 

barium saline buffer (BaSB, 150 mM NaCl, 5 mM, KCl 2 mM, BaCl2, 10 mM HEPES, pH=7.4). 

To avoid mechanical stimulation of the cells, the speed of buffer distribution is controlled using 

an automatic multichannel pipette. The supernatant containing the secreted luminescent 

reporter is then transferred to a new 96-well plate and the cells are lysed with 50 µl of cell lysis 

buffer (Ozyme, St-Quentin-en-Yvelines, France). Dual Luciferase nano-glow assay reagent 

(Promega) is added on 20 µl of each of the 2 extracts (1:1, v/v) in white opaque 384-well plate 

(Costar, Sigma-Aldrich). Fluc and Nluc activities are revealed by measuring luminescence 

miRBase 
Accession Number

miRNA name Assay ID

MIMAT0000776 rno-let-7c-5p MC10436
MIMAT0000828 rno-miR-124-3p MC10691
MIMAT0000600 rno-miR-129-5p MC10195
MIMAT0000836 rno-miR-130a-3p MC10506
MIMAT0000841 rno-miR-135a-5p MC11126
MIMAT0000843 rno-miR-137-3p MC10513
MIMAT0000844 rno-miR-138-5p MC11727
MIMAT0000845 rno-miR-139-5p MC12466
MIMAT0035725 rno-miR-148a-3p MC25134
MIMAT0000855 rno-miR-153-3p MC10122
MIMAT0000858 rno-miR-181a-5p MC10421
MIMAT0000859 rno-miR-181b-5p MC12442
MIMAT0000868 rno-miR-193a-3p MC11123
MIMAT0035734 rno-miR-193b-3p MC32123
MIMAT0000869 rno-miR-194-5p MC10004
MIMAT0000870 rno-miR-195-5p MC10827
MIMAT0000789 rno-miR-19a-3p MC10649
MIMAT0003118 rno-miR-215 MC19637
MIMAT0000888 rno-miR-218a-5p MC10328
MIMAT0000805 rno-miR-30e-5p MC10037
MIMAT0000811 rno-miR-32-5p MC12584
MIMAT0000812 rno-miR-33-5p MC12410
MIMAT0001549 rno-miR-365-3p MC11133
MIMAT0001619 rno-miR-424-5p MC11080
MIMAT0017308 rno-miR-455-3p MC20434
MIMAT0005316 rno-miR-455-5p MC10529
MIMAT0003383 rno-miR-497-5p MC11293
MIMAT0000606 rno-miR-7a-5p MC10047
MIMAT0000818 rno-miR-96-5p MC10422
MIMAT0000781 rno-miR-9a-5p MC10022
MIMAT0000268 rno-miR-34a-5p MC11030
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intensity for 1 second using a P200 infinite microplate reader (Tecan, Lyon, France). The rate 

of secretion was calculated by dividing the secreted luciferase signal by the total luciferase 

content. The Fluc cell content signal was used as stable expression control. For each condition, 

8 technical replicates were made, and experiments were independently reproduced six times.  

Retro-transcription and qPCR analysis  

PC12 cells were plated at a density of 6.104 cells per well in a 24-well plate. Cells were 

transfected at 24h and 48h with synthetic miRNA (conditions described above) and incubated 

for a further 24h. Total RNA was extracted using the Nucleospin RNA kit (Macherey-Nagel, 

Hoerdt, France). RNA quantity and purity measurement were performed using a Nanodrop 

2000C spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, France). Thus, 1 µg of RNA was reverse-

transcribed with the ImProm-II Reverse Transcription system (Promega) according to the 

supplier’s recommendations. Amplification of cDNA, with SYBR Green PCR Mastermix 

(Thermo Fisher Scientific), was then performed using an Applied Biosystems QuantStudio 12K 

Flex thermal cycler (Thermo Fisher Scientific) in a final volume of 5 µl. Primers, located on 

different exons rat mRNA sequences, were designed using Primer3Plus software (Tableau 2). 

They were validated over a linear dynamic range of at least 3 dilution logs according to MIQE 

recommendations (Bustin et al., 2009). Relative target gene expression was determined with 

the 2−∆∆Ct method using the geometric mean of GAPDH and PGK mRNA expression as an 

endogenous control. The stability of expression of these genes was checked with the RefFinder 

tool (Xie et al., 2023). 
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Tableau 2 RT-qPCR primers list 

 

Measurement of exocytosis in primary culture of bovine chromaffin cells 

Chromaffin cells were isolated from fresh bovine adrenal glands by perfusion with collagenase, 

purified on self-generating Percoll gradients and maintained in culture as previously described 

(Thahouly et al., 2021). Chromaffin cells were transfected with 1 µg pmR-ZsGreen-bta-miR-

34a-5p plasmid by electroporation (Amaxa Nucleofactor systems, Lonza, Levallois, France).  

The bovine MIR34a gene (GeneID: 100170930) was amplified by PCR from gDNA of bovine 

chromaffin cells in primary culture, including flanking sequences of 255 and 203 bp 

(34a_F22_HindII: GCCAAGCTTGGGATGCAAGGTGGAGTCTC, 34a-R586_BamHI: 

GGCGGATCCCAAATTCCTCCCAGCCAGGA). The fragment was then inserted into the 

pmR-ZsGreen plasmid (Takara Bio, Saint-Germain-en-Laye, France), which enables 

expression of the fluorescent protein and miRNA from a single transcript that is matured to 

generate the mature miRNA. The integrity of the cloned sequence was verified by sequencing. 

gene foward primer sequence (5' -> 3') Tm reverse primer sequence (5' -> 3') Tm
APBA2 AGACACGCAGGAAACCATGAT 56.8 GGTCTCGATGCAGTCCTGAGA 58.4
BSN CGCGCCCACGCATATAAG 56.8 TGATACGCTTCACTGTCCGAAA 56.3

CADPS AAATAGCCAGGGAACGCAAA 55.1 AGCTCCTCGATGTACATATTTTCCA 55.8
LIN7C GCTGTCAGAGAGGTATACGAACATG 56.8 GCTCTCACTTCAGGGCTGCTA 59.0
MYRIP GACCATCGCTGGCTTAAACATAG 55.9 TTGTACCTGACTCCTTTGCTTCTG 56.8
NRXN1 TGGACGGTCAGGTACCATTTC 56.7 CAACTCATCATCGAGGTCTAGGATCT 57.3
NSF CAGCAGCTTGTCTTTAGCTTCAAT 55.9 TGGGATCCATGGCTTCGAT 56.3

PPFIA2 CCACTGTTCGCACATACTCATGT 57.3 CAGTAGTGCACTTTAGGTCGTGTAGAC 58.4
RAB27A CACCAAACCGGGTAAAGCA 55.7 AGTCTCCCAAGGCCAAAAACTT 57.1
RAB3A CCACCTGGGCTTTGAGTTCTT 57.6 ACGTTCAAAGGTCTGCTTGACA 57.0
RAB3D TGGTGATCTTGGTTTTGAGTTCTTC 55.5 CACCTGCTTCACGTTGATGTTC 56.6
RIMBP2 GACCAACAGTAACTACAGCCATATCATC 56.9 CTTGTACCTGGCTGCCTTCAC 58.2
RIMS3 GCGACAGACACTGGCAACAC 59.1 ATATAGGTGGCTGGGAGGGATT 57.4
RIMS4 CACTGCCAGCTGCCTATATCAA 57.1 TGGTCTTCTTCTTGGCAATGC 55.8
SCAMP1 CCGTTCAAGGACCCATCTGT 57.1 GGCTGGGTGTTGGGTACATT 57.8
SCAMP5 AAGAGTTGTGAGCAGGCTTCCT 58.6 GGATGAATTTGGGCAATGGT 53.7
SNCA GAAAACAGGAGGAATCAGAGTTCTG 55.5 TGAACACATCCATGGCTAAAGATG 55.4
SNPH GACCAGTATTACCTCCTCAAATGGA 56.0 CCTGCGTGGAGTGGTTCTCT 59.3
STX1A AACAAAGTTCGCTCCAAGCTAAAG 56.0 CGTGGAATGCTGCGTCTTC 56.8
STX4 CCGAGTACCGAGAGAAGAACGT 58.1 CCATTCCAGCATTGGTGATCT 55.3

STXBP1 CGTCTGAGAAGTCTGTCCACTCTCT 59.3 GCGGCCCGATATTTAGCA 55.4
STXBP5 TTTCAGTTTGCCGAGCTTGA 55.1 GCTATCCGCATGTTGGTAAGG 55.9
SYN1 TCAGGGAACTGGAAGACCAATAC 56.3 CAACTTGTACCTGTCAGACATAGCAA 56.8
SYN2 CAGGGAACTGGAAGACAAACACT 57.1 GAGCTTGTACCGGTCTGACATG 57.6

SYNGR3 CGTGTCCTGGGTGTTTTCTATAGC 57.5 AAGACGCAGCGCAGTTCTG 58.5
SYP CAGAACAAGTACCGAGAGAATAACAAA 55.0 CGATGAGCTAACTAGCCACATGA 56.5
SYT1 AACCAGCTGTTGGTGGGAATC 57.9 CTTTGACGTATGGATCGGATGTAC 55.2
SYT2 ACCCAGCCTTCAACGAAACTT 57.2 CCAGGGTTTTGCCTCCTAACT 57.1
SYT4 TCTTAAAAGCGCGGCACCTA 57.0 TCTTGGCATGGTACAGGTTCAC 57.2

UNC13A ACGGGAACCTTAACCCAGTGT 58.5 CACGGGATTTGATGTCATCGT 55.3
VAMP2 CAAATACTGGTGGAAAAACCTCAA 53.8 TTAAGTGCTGAAGTAAACGATGATGA 54.6
GAPDH CAGCCTCGTCTCATAGACAAGATG 56.8 CAATGTCCACTTTGTCACAAGAGAA 55.6
PGK GCCCATGCCCGACAAGT 58.7 CATCCTTGCCCAGCAGAGA 57.3
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Catecholamine secretion was measured by carbon fiber amperometry. Briefly, a carbon fiber 

electrode of 5 μm diameter (ALA Scientific Instruments) was held at a potential of +650 mV 

compared with the reference electrode (Ag/AgCl) and approached close to one cell. Secretion 

of catecholamines was induced by a 10 s pressure ejection of a 100 mM K+ solution from a 

micropipette (Femtotips®, Eppendorf) positioned 10 μm from the cell and recorded over 60 s. 

The amperometric recordings were performed with an AMU130 amplifier (Radiometer 

Analytical), calibrated at 5 kHz, and digitally low-pass filtered at 1 kHz. Analysis of the 

amperometric recordings was performed as previously described with a macro (laboratory of 

Dr. R. Borges; https://rborges.webs.ull.es/protocols-and-software/ ) written for Igor software 

(WaveMetrics), allowing automatic spike detection and extraction of spike parameters (Segura 

et al., 2000). The spike parameters analysis was restricted to spikes with amplitudes higher than 

5 pA, which were considered as exocytic events. All spikes identified by the program were 

visually inspected. Overlapping spikes and spikes with aberrant shapes were discarded for 

parameters analysis. Quantal size (spike charge, Q) of each individual spike was measured by 

calculating the spike area above the baseline. Spike area is defined as the time integral of each 

transient current, Imax as the height of each spike, half-width as the width of each spike at half 

its height (T1/2) and Tpeak as the spike rise time (Figure 7B). 

The number of exocytic sites was evaluated by quantifying the dopamine-b-hydroxylase 

exposed to the extracellular medium during exocytosis. Chromaffin cells were maintained in 

resting conditions (Locke solution) or stimulated for 3 min with a 59 mM K+ solution (85.7 mM 

NaCl, 59 mM KCl, 2.5 mM CaCl2, 1.2 mM KH2PO4, 1.2 mM MgSO4, 11 mM glucose, 0.56 

mM ascorbic acid, 0.01 mM EDTA and 15 mM HEPES, pH adjusted to 7.2) containing 0.5% 

of an anti-DβH antibody (MAB308 Millipore©). Cells were washed once with Locke solution 

and immediately fixed with cold 4% PBS-paraformaldehyde solution (15710 EMS©) for 10 

min. Cells were then washed five times with a PBS solution and non-specific sites were 

saturated by incubating cells for 2 h at 37°C with a 3% PBS-BSA (A7030 Sigma©) solution 

containing 10% goat serum (G9023 Sigma©). After 5 other washes with PBS, cells were then 

incubated 1h at 37°C with a PBS-BSA 3% solution containing 0.1% secondary goat anti-mouse 

alexa555 antibodies. Quantification of peripheral DβH staining was performed on the ICY 

software. 
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Statistics 

Statistical analyses are performed with Prism software (v. 9.0, GraphPad Software, Boston, 

USA) and differences are considered significant for p-values < 0.05. A Kruskall-Wallis test 

with Benjamini, Krieger and Yekutieli correction is used for secretion experiments with the 

luminescent reporter, and expression levels obtained in RT-qPCR are analyzed using a t-test. 

For amperometric assays, statistics are calculated using a Mann Whitney rank sum test, while 

for DβH labeling, a one-way ANOVA test is used, followed by a Tukey multiple comparison 

post-test.  

RESULTS 

Identification of the main genes involved in the exocytosis process 

Genes strongly involved in the exocytosis process were selected from 50 gene lists obtained 

from Gene Ontology, KEGG, Reactome, and Uniprot keyword databases. Of the 2,510 genes 

identified for a total of 11,923 citations (i.e. an average of 4.8 citations per gene, data not 

shown), the 28 genes cited at least 20 times were retained, followed by an in-depth 

bibliographical analysis of the other putative genes in order to estimate their involvement in 

exocytosis. In the end, we retained 95 genes likely to exert a major influence on the exocytosis 

process (with a total of 1,529 citations, i.e., an average of 16 citations per gene, Supplementary 

Table 1) and called them ExoDB genes. SNARE proteins, synaptotagmins, and calcium sensors 

were among the most frequently cited (>30). A protein-protein interaction (PPI) network 

analysis using the STRING-DB tool (v11.0) confirms the relevance of the proteins encoded by 

the ExoDB genes, as they are interconnected (an average of 13 interactions per gene, Figure 2). 

The enrichment p-value for PPI (< 10-16) indicates that these proteins are significantly 

associated with the same biological process. Furthermore, the selection of 95 genes significantly 

enriched 49 of the 50 gene sets used, confirming our results (Supplementary Table 2). 
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Figure 2 Protein-protein interaction (PPI) network among the 95 selected ExoDB genes 

The thickness of the edge represents the enrichment p-value for PPIs obtained using the STRING-DB tool. 

Experimentally validated interactions are in red. 

Bioinformatics identification of miRNAs potentially regulating ExoDB genes 

The bioinformatics approach we developed, combining predictions from mirDIP and negative 

correlations from oncomiR, enabled us to identify a set of broadly phylogenetically conserved 

miRNAs (as defined in miRbase) that may regulate mRNAs encoded by ExoDB genes. This 

analysis revealed a total of 1,002 interactions common to mirDIP and oncomiR involving 86 

genes and 148 miRNAs, so 9 genes do not appear to be regulated by miRNAs (Figure 3). 

Among these interactions, 149 were experimentally validated using the TarBase tool, with an 

average of 6.8 interactions per miRNA. However, half the miRNAs (73) had five or fewer 

interactions. Among the miRNAs with the most interactions were miR-16-5p, miR-15-5p, miR-

15a-5p (belonging to the same miRNA family), and miR-34a-5p, with 25, 23, 23, and 20 

interactions, respectively. This large network is therefore the first to illustrate the regulation of 

exocytosis genes by miRNAs. 
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Figure 3 ExoDB interaction network between exocytosis genes and their potential regulatory miRNAs 

The two central circles contain the 86 exocytosis-related genes targeted by 148 miRNAs, represented in the two 

outer circles. An interaction, indicated by an edge, corresponds to a prediction by both oncomiR (line thickness) 

and mirDIP (line color intensity). The size of the circles (miRNAs) and rectangles (mRNAs) is proportional to the 

number of interactions. Experimentally validated interactions identified by Tarbase are shown in red.  

ExoDB then served as the basis for deciphering the PCC-specific situation. To do this, we used 

two transcriptomic datasets to identify genes (GSE19422) and miRNAs (GSE29742) 

differentially expressed in PCC compared to normal adrenal medulla, and then filtered this 

information from the ExoDB network. This PCC-specific subnetwork comprises 41 

dysregulated mRNAs and 31 miRNAs, as well as 154 interactions, 29 of which are 

experimentally validated (Figure 4). To better understand the potential regulation exerted by 

these miRNAs, we let the subnetwork self-organize according to the oncomiR co-expression 

score using Cytoscape’s "edge-weighted spring-embedded layout" parameter. Its analysis with 

the NetworkAnalyzer tool enabled us to classify miRNAs according to their level of potential 

regulation on exocytosis (Supplementary Table 3). By assessing network parameters, including 

number of interactions per node, radiality, stress, average shortest path length, and closeness 



15 
 

centrality, we identified a set of miRNAs significantly influencing this subnetwork 

(Supplementary Table 3). Among them, miR-424-5p, miR-34a-5p, and miR-32-5p target more 

than 10 exocytosis genes. Interestingly, miRNAs that exert a major influence on the network 

were found to be underexpressed in PCC compared with normal medulla (miR-193b-3p, for 

example, whose expression is 16-fold lower). In this PCC-specific subnetwork, underexpressed 

miRNAs (20 out of 31 miRNAs) tend to occupy central positions, while overexpressed miRNAs 

are often located in peripheral region. This result is also corroborated in the case of genes, with 

the central positions of the network mainly occupied by genes overexpressed in PCC (35 out of 

41), which are mainly targeted by underexpressed miRNAs. 

 

Figure 4 MiRNA-mediated regulation of exocytosis in PCC 

Data from the ExoDB interaction network were selected to include only genes and miRNAs differentially 

expressed in PCC (from transcriptome data GSE19422 and GSE29742). In total, 154 interactions common to 

oncomiR (stop thickness) and mirDIP (stop intensity) were identified between 31 miRNAs (round) and 41 genes 

(rectangle, FC > 1.5, p-value ≤ 0.05). Experimentally validated interactions are shown in red. The corresponding 

network is visualized using Cytoscape. The size of the nodes is proportional to miRNA and gene expression in 

normal adrenal medulla, while their color represents the direction of deregulation in PCC. 

A set of 20 miRNAs regulate secretion activity in PC12-2luc cells  

The 31 miRNAs of interest were screened for their ability to modulate secretory activity. For 

this we used a PC12 cell line derived from a rat PCC and expressing the luminescent reporter 
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hGH1-Nluc specifically localized in dense-core secretory vesicles as well as a firefly luciferase 

as a stable expression control (PC12-2luc). The secretion activity of resting PC12-2luc cells is 

assessed by quantifying the amount of Nluc per cell, normalized by Fluc. Indeed, a slowdown 

of the basal secretion leads to an accumulation of the reporter within the cell. Under resting 

conditions and 72h after transfection of rat miRNAs (10 nM), a significant accumulation of the 

luminescent reporter was observed in these cells compared with the negative control for 10 

miRNAs (+48.7% to +263.7%, Figure 5A) indicating a slowdown in basal secretion. Notably, 

rno-miR-138-5p stood out from the other miRNAs with a particularly high effect (+264%). 

When these PC12-2luc cells are stimulated (BaCl2, 2 mM, 30 min), 14 miRNAs induce a 

significant repression of luminescent reporter secretion (-30.3% to -71.2%, Figure 5B). 

Moreover, for 7 of them (rno-miR-124-3p, rno-miR-135a-5p, rno-miR-365a-3p, rno-miR-96-

5p, rno-miR-130a-3p, rno-miR-34a-5p, rno-miR-455-5p), this effect is more marked (>-

42.8%) than that induced by positive controls consisting of siRNAs directed against Stx1a and 

Snap25 mRNAs, which encode proteins essential for calcium-regulated exocytosis. We then 

compared the effect exerted by each of these rat miRNAs according to the experimental 

conditions (resting or stimulated), enabling us to identify 3 groups (Figure 5C). The R group 

(resting, blue) contains 6 miRNAs, the S group (stimulated, yellow) 10 miRNAs, and the RS 

group (resting and stimulated, green) 4 miRNAs. This distribution suggests that these 20 

miRNAs may control distinct steps in exocytosis.  

To reinforce our observations, we assessed the effect of increasing concentrations of rno-miR-

34a-5p, one of the RS group miRNAs, on the secretion kinetics of PC12-2luc cells by evaluating 

the area under the curve (Figure 5D, E, F). From the lowest concentration (0.3 nM), rno-miR-

34a-5p induced a reduction in the amount of reporter secreted within 30 min (-23%, Figure 5E) 

and accumulation of luminescent reporter in resting cells (+13.3%, Figure 5F). The use of 

higher doses (3 and 30 nM) shows that the maximum effect is achieved in both barium-

stimulated (+56.8%) and resting (-52.8%) conditions. On the other hand, the effect of rno-miR-

34a-5p on secretory activity is observed from the shortest times (3 and 8 min). These functional 

results confirm those obtained during the screening of the 31 miRNAs. 



17 
 

 

Figure 5 Assessment of the effect of ExoDB's 31 miRNAs on the secretory activity of PC12-2luc cells 

PC12-2luc cells were transfected with 10 nM miRNA mimics and incubated with stimulation buffer containing 

barium (2 mM) for 30 min. A) Basal secretory activity is calculated by a normalized ratio expressed as a percentage 

between the amount of hGH1-Nluc reporter in the cells and the total amount of Fluc, used as a stable expression 

control, both measured by luminescence. B) Stimulated secretory activity is measured as the percentage of hGH1-

Nluc reporter secreted by cells in the supernatant, relative to total hGH1-Nluc activity quantified by luminescence. 

Allstar siRNA, which has no known homology with a mammalian gene, is used as a negative control. siRNAs 

targeting mRNAs encoding SNARE proteins Stx1a and Snap25 are used as positive controls. Statistical analysis 

against the negative control was performed using a Kruskal-Wallis test (N=6; p-values: *** ≤ 0.001, ** ≤ 0.01, * 

≤ 0.05). C) miRNAs were represented according to the intensity of their effect on resting and stimulated secretion 

and are colored according to their group (yellow: effect on barium-stimulated secretion; blue: effect on basal 

secretion; green: effect in both conditions; gray: no significant effect). D) Representative example of barium-

stimulated secretion kinetics performed over 30 min for increasing concentrations of rno-miR-34a-5p (0.3 nM, 3 

nM and 30 nM). An siRNA (10 nM) targeting Stx1a mRNA was used as a positive control. E) The corresponding 

areas under the curves were quantified and the values are shown on the respective histograms. F) The effect of 
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rno-miR-34a-5p on resting secretion was also assessed. Experimental conditions were compared with each other 

using a Kruskal-Wallis test (N=4; p-value: * ≤ 0.05). 

Experimental validation of interactions between miRNAs and their target mRNAs.  

We used RT-qPCR to confirm ExoDB interactions between miRNAs and their target mRNAs 

that were predicted by bioinformatics approaches from expression data in PCC. It should be 

noted that the CASK, CADPS2, ERC2, RAB27B and RIMS1 genes were not studied as we 

were unable to amplify them from PC12 cells, suggesting a low level of expression. We 

confirmed this hypothesis by analyzing transcriptome data of sample GSM114191, a PC12 cell 

control from the GSE5073 series (data not shown) (Lattanzi et al., 2007) . Similarly, the PCLO, 

NAPB, STXBP5L and SNAP23 genes were excluded as bioinformatically none of the 

functional miRNAs targeted them. Thus, of the 80 interactions evaluated in our cell model, 13 

were significantly validated (red dots, N=3, p<0.05, Figure 6A). Specifically, these 13 

interactions involve 11 genes and 9 miRNAs (Figure 6B). In general, the genes identified are 

targeted by only 1 or 2 miRNAs, which in turn regulate 1 or 2 genes. For example, rno-miR-

34a-5p represses in similar proportions the expression of VAMP2 (-59%) and SYT1 (-63%), 

which encode two key proteins in exocytosis (Supplementary Figure 1). Of these 13 

interactions, 6 are experimentally validated by the TarBase tool, including the two interactions 

identified for miR-34a-5p (red edges, Figure 6B). Surprisingly, transfection of 3 of these rat 

miRNAs (rno-miR-194-5p, rno-miR-195-5p and rno-miR-153-3p) induces a significant 

increase - not repression - of their target mRNAs (RIMBP2, SCAMP5 and STX4, respectively), 

suggesting the existence of an indirect regulation for these genes. Interestingly, RT-qPCR 

results correlated with mirDIP prediction scores (r=-0.661, R2=0.437, Y=-0.2263X+0.3835, 

Figure 6C), confirming the quality of the initial bioinformatics predictions. 
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Figure 6 Evaluation of miRNA-mRNA interactions by RT-qPCR 

A) Eighty miRNA-mRNA interactions derived from ExoDB and predicted in PCC were assessed by RT-qPCR 

after transfection of miRNA mimics (10 nM). Results are expressed as the log2 of the Fold Change (log2FC) of 

the target genes for each predicted miRNA compared with the negative control (AllStar), with significant 

interactions (N=3, p-value ≤ 0.05, t-test) shown in red. Detailed results are provided in the Supplementary Figure 

1. B) miRNA:mRNA interactions validated by RT-qPCR are visualized as a network using Cytoscape. miRNAs 

are colored according to their effect on secretion (R group in blue, S group in yellow, RS group in green). 
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Transcriptional repressions and increases are indicated by solid arrows and dashed repressive arrows, respectively. 

The width of the edge (interaction) corresponds to the intensity of the effect; those experimentally validated by the 

TarBase tool are shown in red. C) A negative Pearson correlation is observed between mirDIP score and RT-qPCR 

values of validated interactions (r=-0.661, R2=0.437, Y=0.226X + 0.383). 

Effect of bta-miR-34a-5p on calcium-regulated exocytosis in the adrenal chromaffin cells  

To specifically test the involvement of bta-miR-34a-5p on calcium-regulated exocytosis, we 

used primary culture of bovine chromaffin cells. We recorded catecholamine secretion by 

carbon fiber amperometry and we quantified the number of exocytic spots by immunostaining 

(Figure 7). Representative amperometric traces recorded from a cell expressing bta-miR-34a-

5p and a control cell were illustrated in Figure 7A. Each individual spike represents a single 

granule fusion event and is composed of a rapid rise of the electrode current corresponding to 

the oxidation of catecholamines quickly released at high concentration through the fusion pore 

as it dilates. As shown in Figure 7B, expression of bta-miR-34a-5p decreased by nearly 34% 

the frequency of fusion. The spike rise is then followed by a slower decay representing a 

decreased of the catecholamine flux through the pore as the granule empties. In addition to the 

quantification of number of events per cell, the analysis of individual amperometric spikes 

provides valuable dynamic information on the exocytic process. Hence, the surface area or 

charge (Q) is proportional to the amount of catecholamines released per event, the spike 

amplitude value (Imax) reflects the maximal flux of catecholamines, whereas the half-width 

(T1/2), and the time to peak (Tpeak) reflect the duration of the exocytotic event and the kinetics 

of the fusion pore expansion, respectively (Figure 7C). Chromaffin cells expressing bta-miR-

34a-5p displayed broader spikes with an increased half width and time to peak, and a reduced 

Imax (Figure 7E, G-H). However, the spike charge is not affected by bta-miR-34a-5p (Figure 

7F). Altogether, these amperometric analysis demonstrate that expression of bta-miR-34a-5p 

inhibits the number of exocytic events and slow down the kinetics and the duration of the pore 

dilation without affecting the total amount of catecholamine released per single granule.  

To validate the inhibitory effect of bta-miR-34a-5p on exocytic events, we measured exocytosis 

by quantifying the amount of dopamine-b-hydroxylase (DbH, a secretory granule marker) 

visiting the cell surface after granule fusion (Figure 7I-K). Intriguingly, the expression of bta-

miR-34a-5p led to a significant 31% decrease in the amount of DbH at the cell surface in 

stimulated chromaffin cells (Figure 7J, K), confirming that exocytosis is efficiently inhibited, 

as measured by amperometry. 
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Figure 7 bta-miR-34a-5p overexpression affects exocytosis of primary adrenal bovine chromaffin cells 

 (A-H) Chromaffin cells in culture were transfected with a plasmid coding for bta-miR-34a-5p and mGreenLantern 

or for mGreenLantern (control). Cells were stimulated with a local application of 100mM K+ for 10 s and 

catecholamine secretion was monitored using carbon fiber amperometry. Each plot represents the 1st quartile 
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(bottom line), the median (line in the box), and the third quartile (upper line). Whiskers correspond to the 10th 

(bottom) and the 90th (top) percentile; dots represent a measure form a single cell and are colored according to 

independent experimental repeats. All the average amperometric data are detailed in Tableau 3 (A) Typical 

amperometric recording obtained from a cell transfected with bta-miR-34a-5p and from a control cell. (B) Box 

and whisker diagrams illustrating the number of exocytic events per cell; ***: p<0.001 compared to control, Mann 

Whitney Rank Sum test. (C) Scheme illustrating the different parameters of the amperometric spike. (D) 

Superimposition of averaged spikes obtained from bta-miR-34a-5p expressing cells and control cells. (E, F, G and 

H) Box and whisker diagrams illustrating the amplitude (Imax), the charge, the half-width (T1/2) and the rise time 

(Tpeak) of single spikes, respectively. ***: p<0.001 compared to control, ns: nonsignificant, Mann Whitney Rank 

Sum test. (I-K) Chromaffin cells were transfected with a plasmid coding for bta-miR-34a-5p and mGreenLantern 

or for mGreenLantern (control). Cells were stimulated with 59mM K+ for 3 min in the presence of anti-DβH 

antibodies and exocytic spots were directly revealed (J). Representative images of exocytic spots (DβH) staining 

of control- and bta-miR-34a-5p-expressing chromaffin cells in resting (Normal Locke’s solution) and stimulated 

(59mM K+) condition. Channels are shown individually (Green: Green lantern and Red: DβH); Scale bar: 5µm. 

(K) Violin plot representing peripheral DβH staining of transfected cells after 3min resting or stimulation; dots 

represent a measure form each single cell; ****: p<0.0001, ns: non-significant, ANOVA followed by Tukey’s 

multiple comparisons test. 

Tableau 3 Characteristics of amperometric spikes from bovine chromaffin cells transfected with bta-
miR-34a-5p 

Amperometric recordings were performed on primary cultured bovine chromaffin cells. Cells were stimulated with 

100 mM of K+ for 10 s. The number of cells, the number of amperometric spikes per cell and the different 

amperometric spike parameters are indicated. Results represent the mean ± SEM. Bold values are considered 

significantly different from the control condition; ***p < 0.001 compared to control; Mann Whitney Rank Sum 

test.  
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DISCUSSION  

The aim of this study is to elucidate the etiology of catecholamine hypersecretion, a feature of 

pheochromocytoma (PCC), a rare neuroendocrine tumor.  In particular, we are seeking to better 

understand the involvement of miRNAs in this process. Indeed, we have recently shown that 

the excessive secretion of catecholamines in human PCC is not solely the result of tumor 

burden, but also derives from the disruption of the exocytosis mechanism and in particular from 

the general increase in the expression of exocytosis-related genes, both at transcriptomic and 

protein level (Houy et al., 2022). Here, we highlight the significant role played by a group of 

20 miRNAs in the post-transcriptional regulation of exocytosis-related gene expression. The 

global underexpression of these miRNAs in the PCC is linked to the overexpression of 

exocytosis genes and thus appears to participate in the overactivation of catecholamine 

secretion. 

Our approach has been to develop the ExoDB database to provide, for the first time to our 

knowledge, an overview of miRNA-mediated calcium-regulated exocytosis. One of the 

strengths of our bioinformatics approach is that it combines the prediction of regulatory 

miRNAs with an analysis of the co-expression of the miRNA:mRNA pair. This reduces the 

false positive rate inherent in predictive approaches alone and therefore improves the relevance 

of the network (Quillet et al., 2021). This general network is applicable to all cell types whose 

regulated secretion pathway is functional, facilitating the global identification of regulatory 

miRNAs, particularly in associated pathologies. ExoDB incorporates exocytosis-related genes 

previously identified as miRNAs targets. For instance, Vamp2, Snap25 and Stx1 are targeted 

by miR-153, Stx1 is targeted by miR-29a, and Stxbp1 is targeted by miR-335 in insulinomas 

(Bagge et al., 2013; Salunkhe et al., 2017; Sun et al., 2020), while Vamp2 is targeted by miR-

34c, and Snap25 and Syt1 are targeted by miR-128 in neuronal pathologies such as Alzheimer's 

disease (Hu et al., 2015; Shvarts-Serebro et al., 2021). Additionally, Rab3b is targeted by miR-

200b in gliomas (Liu et al., 2014). The current version of ExoDB is a first step towards the 

integration of other levels of epigenetic or post-transcriptional regulation (DNA methylation, 

transcription factors, lncRNA, ceRNA etc.) available in massive sequencing projects such as 

TCGA and GTEx. This enrichment should therefore make it possible to improve the 

identification of regulatory motifs specifically linked to exocytosis. 

The miRNA and gene expression data used in our study included 6 normal adrenal medullary 

samples each, as well as 36 and 61 PCC samples, respectively (De Cubas et al., 2013; López-

Jiménez et al., 2010). These data are the only ones available to our knowledge that include 
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normal adrenal medullary samples. Although they are often associated with PCCs, we chose 

not to include PGL samples in order to avoid potential biases associated with their tissue 

localization and thus enhance the homogeneity of our study. We also chose not to distinguish 

the genetic clusters associated with the samples in order to retain sufficient statistical power for 

the analyses. We are therefore likely to highlight miRNAs and genes typically deregulated in 

PCC, independently of associated genetic alterations. 

We then took advantage of ExoDB information to identify genes and miRNAs regulating 

exocytosis specifically in PCC. Interestingly, we found central players in exocytosis such as 

Vamp2 and Stx1a, which are directly involved in GSCD fusion with the plasma membrane, 

direct regulators of this fusion such as Stxbp1 and Unc13A, calcium sensors such as Syt1, and 

GTPases Rab3(A, C, D) and Rab27 (Dulubova, 1999; Dulubova et al., 2005; Rizo, 2022; 

Sudhof & Rizo, 2011). This indicates that miRNAs may regulate exocytosis in the PCC by 

broadly controlling the expression of a large number of genes. On the other hand, it appears 

that 65% of the 41 target mRNAs (27/41) we identified had already been revealed in our 

previous study to be over-expressed, both transcriptomically and proteomically (Houy et al., 

2022). Differentially expressed miRNAs are globally underexpressed in the PCC, and this is 

the case for 20 of the 31 identified in the ExoDB subnetwork. Moreover, several of them are 

already known and documented by Tarbase to inhibit the expression of exocytosis-related 

genes. Thus, hsa-miR-19a-3p, hsa-miR-32-5p and hsa-miR-34a-5p interact with Syt1, hsa-

miR-195-5p regulates Unc13A and hsa-miR-424-5p controls the expression of Stxbp1, Syt4, 

Rab3D. All this information on miRNAs and their potential targets, gathered in ExoDB's PCC 

subnetwork, confirms the relevance of our approach. 

Subsequently, we were able to experimentally confirm that 65% (20/31) of these miRNAs 

regulate secretory activity in PC12 cells, underlining the quality of our initial approach. The 

high sensitivity and reproducibility of the luminescent cell-based assay we developed enabled 

us to significantly measure subtle variations in secretion, as low as 30%, after transfection of 

the miRNAs of interest into PC12-2luc cells. This luminescent system could be easily adapted 

to other cell models of pathologies linked to secretion defects, such as the INS1 cell line derived 

from a rat insulinoma (Asfari et al., 1992). Our analyses revealed the existence of 3 groups (R, 

S, RS) of miRNAs according to their effect on secretion. This suggests that the differences 

observed between the R and S groups may correspond to the regulation of target mRNAs 

involved only during stimulation, whereas the RS group may exert a broader effect due to the 
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number and nature of the target genes involved. Further studies will be needed to decipher the 

reasons for these differences.  

The aim of the screening was to identify miRNAs potentially regulating exocytosis. For this, 

we used a mimics dose of 10 nM for which the maximum effect already seems to have been 

reached, at least as far as rno-miR-34a-5p is concerned, as shown by dose-response assays. It 

would therefore be interesting to be able to work with lower doses, in particular to evaluate the 

combination of certain miRNAs following their co-transfection. Indeed, miRNAs generally 

exert limited effects on their target mRNAs (Baek et al., 2008; Selbach et al., 2008), and it is 

the addition of their individual regulations that most often generates physiological effects. For 

example, co-transfection of rno-miR-34a-5p and rno-miR-455-3p could more strongly inhibit 

exocytosis in PC12-2luc cells by doubling repression of Vamp2 expression, thus providing a 

molecular lock. 

Experimentally, we were able to confirm 13 interactions by RT-qPCR from miRNAs belonging 

to the 3 groups. Although limited in number, these interactions appear to be central to the 

regulation of exocytosis, as they involve Vamp2 (rno-miR-34a-5p, rno-miR-455-3p), Syt1 

(rno-miR-34a-5p), Stxbp5 (rno-miR-455-3p) and Rab27A (rno-miR-124-3p). Other 

interactions, probably weaker, could not be validated due to the limited number of experimental 

replicates. On another level, these results also demonstrate the good performance of 

bioinformatics predictions from miRDIP, as indicated by the correlation between the two. 

Among the miRNAs we have identified, hsa-miR-34a-5p could be one of the major regulators 

of exocytosis, as suggested by i) the analysis of the ExoDB subnetwork in the PCC, ii) its effect 

on the secretion activity of PC12-2luc cells both at resting and following stimulation, and iii) 

the nature of the target mRNAs it regulates. This prompted us to study more precisely the effect 

of its orthologous miRNA, bta-miR-34a-5p, on the mechanisms of exocytosis, and the results 

obtained by carbon-fiber amperometry and DβH immunostaining overlap. To our knowledge, 

this is the first time that carbon fiber amperometry has been used to characterize the functional 

impact of a miRNA on calcium-regulated exocytosis. The inhibition of exocytosis events 

following overexpression of bta-miR-34a-5p in primary cultures of bovine chromaffin cells 

was found to corroborate the effect observed in rat PC12-2luc cells. This suggests that the 

regulation of exocytosis by miR-34a-5p is a phylogenetically conserved process. On the other 

hand, we have shown that bta-miR-34a-5p slows down the kinetics of exocytosis events. The 

effects induced by miR-34a-5p on exocytosis may therefore be explained by post-

transcriptional repression of its targets Vamp2 and Syt1.  
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In our previous analysis, we also identified overactivation of the catecholamine biosynthesis 

pathway. Interestingly, we observed no change in catecholamine (Q) loading in exocytosis 

spikes following over-expression of bta-miR-34a-5p, suggesting that the effects of this miRNA 

are restricted to the exocytosis process and that it does not regulate catecholamine production. 

Underexpression of hsa-miR-34a-5p in human PCCs could therefore contribute, along with 

other miRNAs, to catecholamine hypersecretion via an increase in the number of exocytosis 

events and acceleration of their kinetics, which we highlighted in a previous study (Houy et al., 

2022). It would be interesting to confirm these results by transfecting hsa-miR-34a-5p into 

primary cultures of human PCCs.  

CONCLUSION 

In conclusion, we show for the first time that a set of 20 miRNAs regulate exocytosis in PCC 

compared with healthy tissue, and that they participate in the hypersecretion of catecholamines 

that characterizes this tumor. More generally, the results of this study represent a significant 

advance in the understanding of defects in hormone and neurotransmitter secretion associated 

with pathologies such as NETs and SNAREopathies (Dineen et al., 2016; Onaitis et al., 2000; 

Verhage & Sørensen, 2020). This reinforces our appreciation of the major impact miRNAs play 

in the regulation of cellular processes and their involvement in the maintenance of homeostasis. 
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Supplementary  

Supplementary Table 1 Number of citations for the 95 exocytosis genes from the 50 selected lists. 
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Supplementary Table 2 Gene sets significantly enriched by STRING-DB analysis  

 

 

 

 

 

Gene set term number of gene in 
the gene set

number of ExoDB 
gene in the gene set

False Discovery 
Rate (FDR)

Neurotransmitter secretion (GO 0007269) 175 64 1,72E-81
Signal release (GO 0023061) 618 70 6,17E-74
Chemican synaptic transmission (GO 0007268) 742 72 5,37E-70
Regulation of exocytosis (GO 00017157) 223 55 4,81E-68
Secretion by cell (GO 0032940) 1478 88 3,72E-66
Synaptic vesicle cycle (GO 0099504) 199 58 3,13E-65
Calcium ion regulated exocytosis (GO 0017156) 65 27 1,51E-63
Synaptic vesicle exocytosis (GO 0016079) 121 50 1,91E-63
Exocytosis (GO 0006887) 915 79 2,64E-59
Synapse (KW-0770) 472 53 2,37E-58
Regulation of secretion (GO 0051046) 747 63 3,74E-56
Regulation of secretion by cell (GO 1903530) 691 61 5,56E-55
Exocytosis (KW-0268) 69 32 1,44E-48
Regulation of regulated secretory pathway (GO 1903305) 162 41 6,98E-45
Regulated exocytosis (GO 0045055) 796 66 4,24E-44
Regulation of calcium ion dependant exocytosis (GO 0017158) 43 15 2,24E-41
Dopamine Neurotransmitter Release Cycle (hsa 212676) 23 21 1,03E-35
Modulation of chemical synaptic transmission (GO 0050804) 455 42 1,93E-34
Membrane fusion (GO 0061025) 171 26 4,61E-33
Vesicle fusion (GO 0006906) 103 23 1,95E-32
Positive regulation of exocytosis (GO 0045921) 92 23 5,52E-29
Calcium-ion regulated exocytosis of neurotransmitter (GO 0048791) 23 16 8,89E-29
Serotonine Neurotransmitter Release Cycle (hsa 181429) 18 16 2,30E-27
Regulation of neurotransmitter secretion (GO 0046928) 106 30 2,31E-26
Exocytic process (GO 0140029) 84 34 8,70E-26
Synaptic vesicle cycle (hsa 04721) 78 19 2,49E-25
Positive regulation of secretion (GO 0051047) 374 28 7,16E-25
Positive regulation of secretion by cell (GO 1903532) 347 27 1,77E-24
Positive regulation of regulated secretory pathway (GO 1903307) 56 16 3,41E-22
Acetylcholine Neurotransmitter Release Cycle (hsa 264642) 17 13 9,13E-22
Norepinephrine Neurotransmitter Release Cycle (hsa 181430) 18 13 1,40E-21
Glutamate Neurotransmitter Release Cycle (hsa 210500) 24 13 1,36E-20
Vesicle docking (GO 0048278) 65 22 3,87E-19
Positive regulation of synaptic transmission (GO 0050806) 176 18 5,74E-19
Positive regulation of calcium-ion dependant exocytosis (GO 0045956) 19 10 9,56E-17
Regulation of synaptic vesicle exocytosis (GO 2000300) 80 27 3,01E-16
Vesicle docking involved in exocytosis (GO 0006904) 43 18 3,70E-16
Regulation of synaptic vesicle cycle (GO 0098693) 114 32 2,52E-15
Synaptic vesicle fusion to presynaptic active zone membrane (GO 0031629) 23 17 1,64E-14
GABA synthesis, release, reuptake and degradation (hsa 888590) 19 10 7,83E-14
Synaptic vesicle docking (GO 0016081) 11 9 8,96E-12
Regulation of protein secretion (GO 0050708) 401 17 1,58E-10
Positive regulation of neurotransmitter secretion (GO 0001956) 23 8 3,12E-10
Synaptic vesicle priming (GO 0016082) 20 16 1,25E-09
Regulation of insulin secretion (GO 0050796) 182 12 2,75E-09
Regulation of vesicle fusion (GO 0031338) 32 14 9,86E-08
Positive regulation of protein secretion (GO 0050714) 207 9 7,64E-06
Hormone secretion (GO 0046879) 315 18 4,07E-05
Insulin secretion (hsa 04911) 86 6 0,00014
Regulation of hormone secretion (GO 0046883) 268 12 NS
Total 11963 1529
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Supplementary Table 3 ExoDB subnetwork analysis applied to the PCC 

The ExoDB subnetwork applied to the PCC was analyzed using the NetworkAnalyzer plugin for Cytoscape, which 

performs an analysis of biological networks and calculates various topological parameters, including network 

diameter, average number of neighbors, and the number of connected pairs of nodes.We focused on the parameters 

"radiality," "stress," and "average shortest path length". Average Shortest Path Length represents the average 

number of steps along the shortest paths for all possible pairs of nodes in the network. The stress attribute counts 

the number of shortest paths through a particular node. It can be used to identify nodes that play a critical role in 

connecting different parts of the network. Radiality is a node centrality index calculated by subtracting the average 

shortest path length of a node from the diameter of the connected component plus 1. It measures how central a 

node is within the network.  
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Supplementary Figure 1 Evaluation of miRNA-mRNA interactions by RT-qPCR 

Eighty ExoDB-derived miRNA-mRNA interactions predicted in PCC were assessed by RT-qPCR after 

transfection of miRNA mimics (10 nM). Results are expressed as the log2 of the Fold Change (log2FC) of target 

genes for each predicted miRNA compared with the negative control (AllStar) (N=3, p-value: ** ≤ 0.01, * ≤ 0.05, 

t-test). 
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Discussion  

Ces travaux de recherche s’inscrivent dans un contexte plus large visant à élucider les 

mécanismes moléculaires et cellulaires sous-jacents à la physiopathologie des PCC. Notre 

attention est particulièrement axée sur les processus responsables de l’induction et du maintien 

de l’hypersécrétion de catécholamines, une caractéristique clé de cette TNE. Nous évoquerons 

ainsi les forces et les limites des études menées jusqu’à présent, en mettant l’accent sur la 

pertinence des approches bio-informatiques et cellulaires développées. Nous discuterons 

également des perspectives de recherche qui découlent naturellement de ces résultats.  

1. ExoDB, un outil pertinent pour l’identification de miARN régulateurs de 

l’exocytose ? 

Pour la première étude, nous avions fait le choix de sélectionner deux processus cellulaires 

répertoriés parmi les termes de la gene ontology (GO), à savoir « regulated exocytosis 

#BPGO :0045055 » et « secretory granule #CCGO :0030141 » qui rassemblent environ 700 

gènes (Houy et al., 2022). Pour la seconde étude, nous avons souhaité élargir et raffiner notre 

sélection de gènes évalués en exploitant 50 listes de gènes à partir des bases de données Gene 

Ontology, KEGG, Reactome et Uniprot. Celles-ci ont été sélectionnées à partir des mots clés 

« exocytosis », « exocytic », « secretion », « fusion » et « release » et elles regroupent 2510 

gènes uniques. Il est important de noter que certaines des listes de gènes sélectionnées peuvent 

être incluses dans les deux listes globales de gènes utilisées lors de la première étude. Très 

rapidement, nous avons fait le constat qu’il était difficile de catégoriser finement les gènes 

associés à la sécrétion régulée en fonction de leur degré d’implication dans cette voie 

(informations partielles, modèles d’étude différents, etc). Ainsi, une approche par 

enrichissement d’ensembles de gènes via l’outil STRING-DB, appuyée par une analyse 

bibliographique approfondie, nous a permis d’identifier 95 gènes considérés comme essentiels 

à l’exocytose. Ceux-ci constituent donc une base solide pour l’étude de la sécrétion régulée et 

l’identification des miARN qui les ciblent.  

Cette identification des ARNm cibles des miARN passe par l’utilisation de l’outil bio-

informatique de prédiction mirDIP (v4.1) nous permettant d’identifier 210 miARN conservés 

ayant une forte probabilité d’interaction avec les ARNm sélectionnés (Tokar et al., 2018). Cet 

outil fournit près de 152 millions de prédictions de cibles de miARN collectées à partir de 30 

ressources différentes. Chaque interaction est associée à un score intégratif afin de fournir une 
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mesure unifiée de confiance. Nous avons fait le choix de ne sélectionner que les interactions 

avec un indice de confiance élevé, « very high » et « high » afin de nous affranchir au mieux 

des faux positifs davantage présents dans les catégories « medium » et « low ». La contrepartie 

est que nous avons nécessairement omis de vraies interactions positives dont le score est plus 

faible. Nous avons alors exploité les données combinées de séquençage de miARN et d’ARNm 

provenant du TCGA (9 497 tumeurs de 30 types de cancers) via l’outil oncomiR afin de ne 

conserver que les 151 miARN dont l’expression est négativement corrélée avec leurs cibles 

potentielles (Wong et al., 2018). Nous avons décidé de ne conserver que les interactions 

identifiées simultanément par les outils mirDIP et oncomiR. Cette approche combinée vise à 

réduire le taux de faux positifs inhérent aux approches bioinformatiques concernant les miARN, 

mais également à restreindre notre identification à des miARN présentant une forte probabilité 

d’exercer un effet régulateur sur l’exocytose.  

En privilégiant les miARN hautement conservés phylogénétiquement, l’étude se concentre sur 

des candidats qui sont susceptibles d’avoir des fonctions biologiques cruciales et de cibler des 

voies essentielles, telles que la sécrétion régulée. Cette observation s’est vérifiée en comparant 

la proportion des interactions validées expérimentalement assurées par les miARN identifiés 

(vrais positifs) par rapport aux interactions totales, ce critère étant généralement utilisé pour 

juger de la pertinence d’un outil bio-informatique de prédiction. Alors qu’ils représentent moins 

de 8% des miARN identifiés chez l’humain, les interactions impliquant les miARN « broadly 

conserved » concernent 39,98%, 29,1% et 49,65% des interactions identifiées pour les 95 gènes 

de l’exocytose, par les outils oncomiR, mirDIP et Tarbase respectivement. 

2. Importance des bases de données transcriptomiques pour l’identification 

des gènes et des miARN dérégulés dans le PCC 

Les bases de données PCPG du TCGA et du réseau français « Cortico et Médullosurrénale : les 

Tumeurs Endocrines » (COMETE) ont permis une avancée considérable dans la 

compréhension de la physiopathologie de la maladie et de sa génétique singulière permettant 

notamment le développement d’une prise en charge personnalisée. En effet, le TCGA répertorie 

des données biochimiques, transcriptomiques, protéiques ou encore de méthylation pour 178 

échantillons de PPGL associées aux données cliniques des 173 patients correspondant (Fishbein 

et al., 2017). COMETE contient des données transcriptomiques (ARNm, miARN), des données 

de méthylome ainsi que des analyses chromosomiques par puce d’hybridation génomique 

comparative (comparative genomic hybridization array, CGH array) issues de 188 échantillons 
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de PPGL, accompagnées d’informations cliniques (pour revue : (Favier et al., 2015)). 

L’absence d’échantillons de médullosurrénale saine dans ces bases de données ne nous permet 

pas de les exploiter pour notre étude. Dans la cohorte PPGL du TCGA, trois échantillons sont 

référencés comme des échantillons « normaux ». Toutefois, ces derniers proviennent du cortex 

surrénalien et non de la médulla. En ce qui concerne le projet « Genotype-Tissue Expression » 

(GTEx), il comporte 258 échantillons humains de cortex surrénalien mais pas de médullo-

surrénale.   

Les données d’expression de miARN (GSE29742) et de gènes (GSE19422) utilisées dans notre 

étude comportent 6 échantillons de médullosurrénale saine chacune et respectivement 36 et 61 

échantillons de PCC. Dans ce dernier, nous avons exclu l’échantillon GSM483021 de l’analyse 

du fait de son profil d’expression incohérent. Nous avons également fait le choix de ne pas 

sélectionner les échantillons de PGL bien qu’ils puissent être fonctionnels afin de s’affranchir 

de potentiels des biais associés à la localisation tissulaire. Ces données de microarray sont les 

seules disponibles à notre connaissance qui incluent des échantillons normaux. Les tumeurs 

analysées dans les deux genesets présentent des proportions différentes de mutations génétiques 

(Tableau 4). Cette disparité relative dans la représentativité des clusters génétiques du PPGL 

pourrait entraîner un biais d’analyse. Cependant, en ne faisant pas de distinction, nous mettons 

probablement en évidence les miARN et les gènes dérégulés généralement observés dans le 

PCC, indépendamment des altérations génétiques associées. De plus, la réduction de la taille 

des groupes entraine également une diminution de la puissance statistique. 

Tableau 4 Répartition des mutations drivers identifiées dans les échantillons des GSE19422 et 
GSE29742 

 

Au cours de notre étude, nous avons également observé des profils de sécrétion différents. En 

effet, l’analyse des paramètres ampérométriques effectuée sur les cellules de PCC de 22 patients 

comparativement aux échantillons non tumoraux a révélé une augmentation significative du 

nombre de spikes par cellule chez 16 de ces patients (73%). De plus, parmi ces 16 échantillons, 

des variations notables dans la sécrétion ont été observées, avec 11 d’entre eux présentent une 

augmentation allant jusqu’à deux fois, tandis que les cinq autres ont montré des augmentations 
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allant de plus de deux jusqu’à 3,4 fois. Il serait ainsi intéressant de réaliser une étude 

complémentaire à la nôtre en évaluant le profil d’expression des miARN en fonction des 

clusters afin d’identifier leur potentielle influence selon les profils de sécrétion spécifiques. Le 

workflow étant à présent bien établi, cette étude bio-informatique, pouvant inclure les données 

du TCGA et COMETE, pourrait être réalisée en quelques semaines. Nous envisageons 

également d’adapter le workflow que nous avons développé afin d’intégrer les données de 

méthylation de l’ADN disponibles. À ce sujet, nous avons déjà exploité une fraction de ces 

informations de méthylation pour compléter une étude récente réalisée par mon laboratoire. 

Nous avions alors mis en évidence l’expression illégitime du Luteinizing hormone 

choriogonadotropin receptor (LHCGR) à l’origine d’une libération excessive de 

catécholamines chez les femmes enceintes porteuses d’un PCC (Lopez et al., 2022).  

3. Validation d’un réseau de miARN et de gènes impliqués dans l’exocytose 

L’analyse différentielle de ces deux genesets combinée aux informations rassemblées dans 

ExoDB, nous a permis d’établir un réseau de 154 interactions entre 31 miARN et 41 ARNm, 

dérégulés dans le PCC humain par rapport à la glande médullo-surrénale saine. 

Expérimentalement, 20 de ces miARN inhibent la sécrétion régulée ce qui correspond à 80 

interactions potentielles. Treize d’entre elles ont été validées par RT-qPCR. Cette différence 

peut s’expliquer par la présence de faux positifs à la suite des analyses bioinformatiques et/ou 

par un manque de puissance statistique liée aux expériences de RT-qPCR. En effet, seules trois 

expériences indépendantes au format 384 puits ont pu être effectuées. Plusieurs autres 

interactions (ex : miR-455-3p et SYNGR3, miR-181a-5p et LIN7C et miR-34a-5p et SYT4) 

semblent effectives sans pour autant être significatives, il serait donc intéressant d’augmenter 

le nombre de réplicats indépendants afin d’évaluer plus précisément l’effet des miARN 

fonctionnels sur leurs ARNm cibles impliqués dans l’exocytose.  

L’absence d’évaluation de l’effet des miARN d’intérêt au niveau protéique constitue 

actuellement une limite de notre étude. La dégradation des ARNm cibles représente, à l’état 

stable, la majeure partie (66-90%) de la répression médiée par les miARN observée dans les 

cellules de mammifères en culture (Eichhorn et al., 2014). Toutefois, l’absence d’un effet 

transcriptionnel du miARN ne permet pas pour autant d’exclure un effet au niveau protéique, 

certains miARN pouvant réprimer la traduction sans déstabiliser l’ARNm. Nous sommes donc 

en train de valider par western-blot certaines des interactions majeures mises en évidence 

(exemple : miR-34a-5p et VAMP2) afin de conforter nos résultats au niveau protéique. Nous 
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envisageons également de confirmer certaines interactions clés par des essais de rapporteur 

luciférase-3’UTR, cette méthode permettant la mise en évidence d’une interaction directe entre 

un miARN et son ARNm cible.   

4. Approfondissement de l’évaluation du rôle des miARN dans la sécrétion 

régulée  

L’effet inhibiteur de rno-miR-34a-5p sur la sécrétion des cellules PC12-2luc a été corroboré 

par une approche d’ampérométrie à fibre de carbone réalisée par l’équipe du Dr Stéphane 

Gasman (INCI, Strasbourg). Très sensible, l’ampérométrie permet la détection d’évènements 

d’exocytose via la détection directe des catécholamines sécrétées avec une résolution 

temporelle de l’ordre de quelques dixièmes de millisecondes. Toutefois, le temps d’analyse des 

enregistrements étant important, le faible débit de cette méthode ne nous a pas permis d’étudier 

l’ensemble des miARN identifiés. Nous envisageons toutefois de compléter ce travail en 

analysant les effets d’un miARN de chaque groupe (régulateur de la sécrétion basale et 

régulateur de la sécrétion stimulée). Ainsi, l’identification de profils de pics propres à chacun 

des miARN et à leurs groupes respectifs, pourrait permettre de mettre en lumière des différences 

dans la dynamique du pore de fusion au sein de ces groupes. 

Nous développons aussi depuis quelques mois une approche par microscopie total internal 

reflection fluorescence (TIRF) à l’aide de deux rapporteurs de la sécrétion, NPY-mCherry-

pHluorin et Vamp2-pHmScarlet afin d’approfondir l’évaluation de différents aspects 

moléculaires de la sécrétion régulée par les miARN (Figure 21). Aussi connue sous le nom de 

microscopie à onde évanescente, cette technique exploite le phénomène de réflexion totale 

interne de la lumière (Fish, 2009). La microscopie TIRF repose sur la création d’un champ 

d’éclairage évanescent près de l’interface entre la lame de verre et l’échantillon. L’intensité de 

l’onde évanescente décroît exponentiellement avec la distance de la surface, de sorte que seules 

les molécules fluorescentes situées à moins de 200 nm de la surface sont efficacement excitées. 

Elle permet donc l’imagerie de haute résolution de molécules isolées à l’échelle nanométrique 

avec un rapport signal-bruit élevé ce qui en fait une technique particulièrement adaptée à l’étude 

de processus dynamiques à la surface des cellules, tels que l’exocytose.   
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Figure 21 Cellule PC12 transfectée avec le rapporteur rouge VAMP2-pHmScarlet 
Les cellules sont observées 72h après la transfection du plasmide à l'aide d'un microscope TIRF (CellVivo IX83, 
Coherent, λex=561 nm, λem=585 nm) avec un objectif à immersion 100x. Les films sont acquis pendant 2 min à 
une fréquence de 10Hz puis les images des films sont déconvoluées. Typiquement, plusieurs centaines de vésicules 
(points blancs) sont observées pour chaque cellule. La détection et l’analyse des évènements individuels 
d’exocytose est réalisée avec le plug-in ExoJ pour ImageJ (J. Liu et al., 2022). 

Le développement de ces outils devrait nous permettre de consolider nos résultats sur un plus 

grand nombre de miARN. De plus, l’enregistrement étant réalisé à l’échelle de la cellule unique, 

cette approche est particulièrement adaptée pour l’évaluation des miARN d’intérêt sur des 

échantillons de patients très précieux et restreints. 

5. miR-34a-5p, un microARN suppresseur de tumeur ? 

Parmi les nombreux miARN régulateurs de l’exocytose identifiés dans notre étude, nous avons 

approfondi l’évaluation de miR-34a-5p dont l’implication dans plusieurs types de cancers est 

largement décrite. Situé chez l’humain sur le chromosome 1 (1p36) et appartenant à la famille 

miR-34a/b/c, miR-34a-5p est l’un des miARN dont le rôle est le plus étudié dans la littérature 

avec plusieurs dizaines de cibles expérimentalement identifiées. Ce dernier est décrit comme 

un miARN suppresseur de tumeurs et de métastases. En effet, sa sous-expression favorise les 

processus associés au développement tumoral dont le cycle cellulaire et la TEM tout en 

réprimant ceux qui inhibent la carcinogenèse tels que l’apoptose ou encore la sénescence (L. 

Zhang et al., 2019). Réduite en silence dans différents cancers, l’expression de hsa-miR-34a-

5p est activée transcriptionnellement par p53 qui joue un central dans la régulation de la 

décision d’induire l’apoptose ou favoriser la survie cellulaire (Vousden & Prives, 2009). Le 

gène TP53, responsable de la production de la protéine p53, est fréquemment muté dans les 
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cancers, avec des mutations homozygotes dans 50 à 60% des cas de cancers humains (Baugh 

et al., 2018). De plus, la signalisation de p53 est dysfonctionnelle dans plus de 80% des tumeurs 

(Levine et al., 2004). À ce sujet, il est admis que les changements d’expression dans 15% des 

gènes de la voie p53 après son activation en réponse à des signaux de stress sont attribuables 

aux miARN (Hermeking, 2012). Ainsi, p53 régule l’expression de miR-34a-5p en agissant sur 

des sites de liaison spécifiques sur le promoteur de celui-ci contrairement aux autres membres 

de la famille (Okada et al., 2014). Une boucle de rétroaction positive entre p53 et miR-34a-5p 

a été démontrée. En effet, miR-34a-5p réprime l’expression de Mdm4, un inhibiteur de p53. De 

ce fait, l’axe p53/miR-34a-5p est défini comme un médiateur central de la suppression 

tumorale.  

L’administration ou la réexpression de miARN dans les tumeurs peut représenter une stratégie 

efficace pour les futurs traitements contre le cancer, sous réserve du respect de critères 

rigoureux notamment une administration sûre, une limitation des effets off-target liés aux 

mécanismes d’action des miARN, ainsi que de la réduction de la toxicité et des réponses 

immunitaires (Reda El Sayed et al., 2021). À ce propos, l’approche la plus courante pour 

l’administration de miARN repose sur des nanoparticules à base de lipides, couplées à des 

vecteurs exprimant des miARN ou à des mimics de miARN matures. Une répression de la 

croissance tumorale, allant de 20 à 83%, est notamment observée après administration 

systémique intra-tumorale ou intraveineuse de miR-34a-5p. Ces observations ont été faites sur 

des modèles de xénogreffes ou de souris génétiquement modifiées et incluaient des formes de 

mélanome, lymphome, myélome multiple, cancer du sein, de la prostate, du pancréas et du 

poumon non à petites cellules (Bader, 2012). Justement, la première thérapie basée sur 

l’utilisation d’un miARN chez l’humain correspond à l’administration de hsa-miR-34a-5p dans 

le traitement de patients à un stade avancé du cancer du foie métastatique. Malgré des résultats 

préliminaires prometteurs quant à la tolérance du traitement et des preuves d’activité 

antitumorale, l’essai clinique s’est brusquement arrêté à la suite d’effets indésirables sévères 

aboutissant au décès de trois des 85 participants de l’étude (Hong et al., 2020). Ce n’est que très 

récemment que la possibilité d’un traitement anticancéreux à base de miR-34a-5p a été 

réenvisagée en introduisant plusieurs modifications (2’-O-Me, 2’O-F, PS linkage) visant à 

améliorer fortement sa stabilité tout en réduisant l’effet off-target à l’aide de brins asymétriques 

(Abdelaal et al., 2023). La conjugaison du miARN au folate, permettant une délivrance ciblée 

aux cellules tumorales exprimant le récepteur au folate (surexprimé dans de nombreux cancers 

dont le cancer colorectal, du sein, du poumon ou encore de l’ovaire), a montré une inhibition 
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significative de la prolifération et l’invasion tumorale in vivo. Ces résultats réouvrent ainsi des 

perspectives pour le développement de traitements plus efficaces et ciblés à base de miARN et 

notamment miR-34a-5p. Finalement, de nouvelles stratégies basées sur la nanovectorisation 

des miARN offrent des perspectives prometteuses pour orienter le développement de thérapies 

innovantes (Reda El Sayed et al., 2021). 

Toutefois, la perception de miR-34a-5p comme un suppresseur de tumeur a été récemment 

remise en question. En effet, Mocky et coll. proposent que les miARN catégorisés comme tel 

doivent montrer des signes d’inactivation génétique ou épigénétique dans les cancers (Mockly 

et al., 2022). Or, hsa-miR-34 ne semble pas être régulé à la baisse dans les tumeurs primaires 

comparé aux tissus adjacents. Il est important de souligner que cette étude n’inclue pas 

d’échantillons provenant de PPGL. De plus son action antiproliférative observée lors d’une 

transfection supra-physiologique n’est pas retrouvée pour des niveaux endogènes de miR-34a. 

6. Implication des miARN dans l’hypertension artérielle  

Finalement, il est intéressant de souligner qu’un lien entre les miARN et l’hypertension a déjà 

été établi dans un contexte non cancéreux. C’est notamment le cas de rno-miR-22, identifié par 

un polymorphisme de son site de liaison situé dans le 3’-UTR de la CgA, dans un modèle de 

rat spontanément hypertendu (spontaneously hypertensive rat, SHR) (Friese et al., 2013). Ces 

données corrèlent avec des taux élevés de la protéine dans le plasma et la glande surrénale et 

des taux réduits dans le système nerveux central à l’origine de la pathogenèse de l’hypertension 

dans le modèle SHR. Ainsi, l’administration in vivo d’un antagomir rno-miR-22 aux animaux 

SHR entraine une réduction de leur pression artérielle d’environ 18 mmHg, ouvrant ainsi une 

nouvelle voie thérapeutique pour l’hypertension. Également chez le rat SHR, rno-miR-145 a 

été mis en évidence comme un médiateur clé dans la pathogenèse de l’hypertension en ciblant 

le solute carrier family 7 member 1 (SLC7A1) (Y. Wang & Jin, 2017). Par conséquent, des 

changements de la production de facteurs vasodilatateurs tels que le monoxyde d’azote 

pourraient entrainer une altération de la fonction endothéliale susceptible conduire à 

l’hypertension. Ces résultats suggèrent que ce miARN représente également une cible 

potentielle pour le traitement de cette pathologie. De la même façon, un polymorphisme 

nucléotidique (single nucleotide polymorphisme, SNP), rs938671 dans la région 3’UTR de 

l’ARNm codant l’ATPase H+ transporting V0 subunit A1 (ATP6V0A1), crée un motif de 

liaison pour le rno-miR-637 ce qui a pour conséquence de réprimer l’expression du gène (Z. 

Wei et al., 2011). Or l’ATP6V0A1 exerce un rôle majeur dans l’acidification des organites 
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intracellulaires dont les GSCD ce qui entraine une diminution du tri, de la rétention et de la 

maturation du contenu des granules telles que les catécholamines.  

7. Quid des autres cibles des miARN d’intérêt ?  

Nous avons restreint notre analyse, dans un premier temps, à une identification de miARN 

différentiellement exprimés, régulateurs de gènes de l’exocytose également différentiellement 

exprimé dans le PCC. Il serait maintenant intéressant d’élargir notre analyse en identifiant 

d’autres gènes régulés par les miARN inhibiteurs de la sécrétion. À ce sujet, de nombreuses 

études ont rapporté une régulation à la hausse de l’ARNm ou des protéines contrôlant la 

synthèse des catécholamines à l’origine de l’augmentation des niveaux de catécholamines dans 

les tissus de PCC (Eisenhofer et al., 2001, 2008; Isobe et al., 1998). Nous avons également 

constaté dans notre première étude, que la TH, l’AADC et la DBH sont significativement 

surexprimées aux niveaux transcriptomique et protéique dans le PCC (Houy et al., 2022). 

L’hypersécrétion de catécholamines observée peut résulter, en outre, d’une amélioration de 

l’efficacité des processus précédant l’exocytose, incluant le stockage subcellulaire des 

catécholamines et le transport des vésicules vers la membrane plasmique. Parmi les cibles 

potentielles, nous avons identifié des gènes impliqués dans la granulogenèse des GSCD 

notamment CgA, CgB, SgII, SgIII et SgV, qui étaient également surexprimés dans notre étude 

(Houy et al., 2022). De même, une forte augmentation du niveau d’expression de VMAT1 et 

VMAT2, responsables du transport actif des catécholamines dans le granule, a été observée 

tandis que les MAOA et B, impliquées dans la dégradation des catécholamines, étaient régulées 

à la baisse. Cependant, la charge moyenne par cellule de PCC n’a pas augmenté par rapport aux 

cellules tumorales, suggérant que chaque GSCD ne contient pas une quantité accrue de 

catécholamines par rapport aux cellules non-tumorales. Par conséquent, nous formulons 

l’hypothèse que cette production excessive de catécholamines et cette surexpression des 

transporteurs de monoamines pourrait contribuer à une augmentation globale du nombre de 

GSCD dans le PCC. Dans ce contexte, il serait utile d’analyser la densité et la répartition des 

GSCD au niveau subcellulaire, ainsi que divers paramètres cinétiques associés, en recourant à 

des méthodes de microscopie électronique, confocale à balayage laser ou encore de super-

résolution. Ceci permettrait de détecter d’éventuelles perturbations dans le nombre de GSCD et 

leur transport.  

Afin d’évaluer de manière approfondie l’implication des miARN dans la régulation des voies 

de transport, l’utilisation de systèmes de synchronisation tels que le système retention using 
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selective hooks (RUSH) pourrait s’avérer intéressant (Boncompain et al., 2012).  Ce système 

repose sur le maintien d’une protéine d’intérêt destinée à être sécrétée dans le RE, grâce à son 

interaction réversible avec un « crochet moléculaire ». La libération conditionnelle de la 

protéine permet ainsi de synchroniser le trafic et de comparer les cinétiques et les voies de 

transports empruntées. En combinant cette approche à une immobilisation sélective de la 

protéine synchronisée, cet outil permet également d’évaluer l’activité d’exocytose 

(Boncompain et al., 2021).  

8. Quid des autres régulateurs épigénétiques et post-transcriptionnels ?  

Un degré de complexité supplémentaire est apporté en prenant en considération l’impact des 

régulateurs épigénétiques et d’autres modulateurs de l’expression génique tels que les lncARN, 

les circARN, et les facteurs de transcription (FT) dont l’implication dans la physiopathologie 

du PPGL est établie (section 2.2.8). À l’instar des miARN, les FT peuvent agir comme des 

oncogènes ou des suppresseurs de tumeurs en influençant la transcription de l’ARNm via la 

liaison de régions promotrices (Zhao et al., 2016). De plus, les FT et les miARN peuvent se 

réguler mutuellement formant une boucle de rétrocontrôle (feedback loop, FBL) (Figure 22). 

Lorsqu’ils corégulent également un même gène, on parle alors une boucle de feed-foward (feed-

foward loop, FFL) constituant une unité de régulation importante pouvant former davantage de 

réseaux de régulation des gènes.  

 

Figure 22 Schéma des différentes boucles de régulations possibles entre un miARN et un facteur de 
transcription (A) et entre un miARN, un facteur de transcription et une cible commune (B) 
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Outre le gène onecut2, impliqué dans la sécrétion des cellules b-pancréatiques (section 3.8), 

peu d’études se sont intéressées aux facteurs de régulation impliqués les mécanismes 

d’exocytose. Cependant, le rôle du facteur de transcription répresseur RE-1 silencing 

transcription factor (REST) est bien établi. L’acquisition de la fonction neurosécrétrice des 

neurones et cellules neuroendocrines se produit au cours de leur différentiation cellulaire. Cette 

progression dépend d’un réseau de signalisation complexe orchestré par le facteur REST. En 

reconnaissant la séquence repressor element 1 (RE-1) présente dans les régions promotrices de 

gènes cibles, il réduit leur expression en silence par une répression de la transcription. Ce facteur 

inhibiteur des gènes neuronaux est exprimé à des niveaux élevés et stables dans les cellules 

non-sécrétoires. Son expression chute drastiquement lors de l’acquisition du phénotype 

sécrétoire des cellules neuronales et neuroendocrines. Cette perte d’expression corrèle 

également avec l’expression des gènes essentiels à cette fonction sécrétoire et porteurs de la 

séquence RE-1.  Des études ont montré que ce facteur était faiblement exprimé dans les cellules 

PC12 sauvages, dotées d’une voie de sécrétion fonctionnelle (D’Alessandro et al., 2009). De 

plus, l’augmentation de l’expression de REST dans ces cellules, par transfection stable, entraine 

la répression de certains gènes associés à la neurosécrétion dont la DBH, la synaptophysine, la 

synapsine1 ou encore les synaptotagmines II, IV et VII et Snap25 (Ekici et al., 2008; Ishiguro 

et al., 1993). Il en résulte une diminution de la taille et de la densité des vésicules de sécrétion 

dans les cellules PC12 (Garcia-Manteiga et al., 2019). Ainsi, la diminution de l’expression de 

REST ou l’inhibition des histones désacétylases, des enzymes effectrices majeures de REST, 

permet de rétablir la morphologie et la composition moléculaire des vésicules de sécrétion. 

Dans le PCC humain, REST est sous-exprimé (GSE19422, log2(FC) : -0.639, p-value : 6.48e-

07, p-value ajustée : 1.59e-5) ce qui pourrait favoriser la surexpression des gènes associés à la 

neurosécrétion et ainsi favoriser la suractivation de la voie de la sécrétion régulée.  REST fait 

partie des 2510 gènes de l’exocytose identifiés dans notre étude avec 14 citations dans les 50 

listes de gènes. Toutefois, puisque notre analyse bibliographique visait à identifier les protéines 

directement impliquées dans le mécanisme de l’exocytose, nous n’avons pas inclus ce gène 

dans la suite de l’étude. Cette observation est d’autant plus intéressante que la répression de 

REST peut passer par des miARN tels que miR-124a. Or, dans notre étude, nous avons mis en 

évidence le rôle inhibiteur majeur (>70%) de ce miARN dans la sécrétion régulée. 
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9. La lignée PC12-2luc, un outil cellulaire de quantification de la sécrétion 

régulée 

Dans le but d’évaluer l’effet des miARN sur l’activité de l’exocytose, nous avons développé un 

test fonctionnel basé sur l’expression stable d’un rapporteur luminescent localisé 

spécifiquement dans les GSCD et dans une lignée cellulaire PC12 (PC12-2luc). La lignée PC12, 

isolée d’un phéochromocytome de rat en 1976, est largement utilisée pour des études relatives 

à la physiologie des cellules neuronales et endocrines (Greene & Tischler, 1976). Ces cellules 

présentent deux ensembles distincts de vésicules, des petites d’environ 40 nm contenant de 

l’acétylcholine et de plus grandes d’environ 100 nm stockant des monoamines (Tischler & 

Greene, 1978). Le contenu de ces dernières, majoritairement dopaminergique et dans une 

moindre mesure noradrénergique, est libéré lors de la dépolarisation dépendante du calcium 

(Greene & Rein, 1977). 

Afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la voie de sécrétion régulée, y 

compris l'exocytose, des méthodes de mesure de l'activité sécrétoire des cellules PC12 ont été 

développées (Martin & Grishanin, 2003). Parmi celles-ci, on retrouve classiquement la 

quantification des catécholamines sécrétées, la dopamine et dans une moindre mesure la 

noradrénaline, basée sur l'utilisation d'anticorps monoclonaux ou polyclonaux par ELISA ou 

encore sur la mesure de la libération de catécholamines radiomarquées par dosage radio-

immunologique. Au cours des dernières années, des tests basés sur l'expression de rapporteurs 

fluorescents et bioluminescents fusionnés à des gènes d'intérêt ont été développés et utilisés 

pour la quantification d'événements cellulaires. En particulier, cette technique a été appliquée 

à l'étude de la voie de sécrétion régulée des cellules PC12 avec, par exemple, la mesure de 

l'activité d'exocytose après transfection transitoire du rapporteur de la sécrétion régulée CgA-

EAP (Taupenot, 2007). Ces tests présentent toutefois des limites conséquentes quant à leur 

sensibilité, leur sécurité, leur coût ainsi que la mise en place et la durée nécessaire à leur 

réalisation. 

Afin de palier à ces limitations, nous avons utilisé une nouvelle Nano-luciférase (Nluc) pour 

mesurer l'activité sécrétoire des cellules PC12. La Nluc présente plusieurs avantages et 

notamment une taille réduite, ce qui favorise la localisation vésiculaire du rapporteur, une 

stabilité et une sensibilité accrues, la luminescence étant environ 100 à 150 fois supérieure à 

une luciférase classique. À cette fin, le gène Nluc a été fusionné avec l'hormone de croissance 

humaine (human growth hormone 1, hGH1) qui est spécifiquement localisée dans les vésicules 
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de sécrétion à cœur dense, puis exprimé dans une lignée de cellules PC12 (PC12-Nluc). La 

petite taille de la Nluc (513 pb) facilite le développement d'une lignée cellulaire stable 

exprimant le rapporteur bioluminescent. L’un des avantages de la Nluc est que son activité est 

peu affectée par l’environnement acide des GSCD (pH=5-5,5). Par ailleurs, la localisation 

vésiculaire du rapporteur a été vérifiée par immunocytochimie (données non montrées). Ce 

rapporteur est sécrété en réponse aux sécrétagogues conventionnels et dans des proportions 

équivalentes à la dopamine sécrétée par ces cellules faisant de ce dernier un bon indicateur de 

l’activité de la sécrétion régulée (données non montrées). Nous avons également transfecté un 

second plasmide permettant aux cellules PC12 d’exprimer de façon stable une Firefly luciférase 

(Fluc) dans le cytosol. L’ensemble de ces données indiquent que la lignée PC12-2luc est un 

modèle de choix pour étudier la sécrétion régulée par le calcium. 

Après optimisation des conditions expérimentales, nous avons montré que la sensibilité du test 

(environ 30 cellules) permet de mesurer l’activité de sécrétion de quelques centaines de cellules 

cultivées en plaque 384 puits. Pour des raisons pratiques et de reproductibilité, nous avons 

travaillé en plaque de 96 puits (P96). Dans ces conditions, les coûts sont 40 à 50 fois inférieurs 

à ceux d’une mesure de dopamine en ELISA et les mesures sont réalisées en moins de 20 

minutes au lieu de deux jours. Cette miniaturisation nous a donc permis d’augmenter le débit 

des analyses et de réduire la quantité de consommables, en particulier en ce qui concerne les 

transfections de miARN et de siARN contrôles. Ainsi, au regard de la grande sensibilité de 

notre test où théoriquement le contenu d’une cellule est détectable (137,5 ± 15 RLU), une 

miniaturisation en P384 pourrait être envisagée ce qui permettrait d’augmenter drastiquement 

le débit d’analyse tout en réduisant encore les quantités de consommables utilisées. Notre test 

est également reproductible, notamment grâce à l'expression stable du plasmide, évitant ainsi 

les transfections qui altèrent la membrane plasmique et donc influencent potentiellement le 

processus d'exocytose. Cette lignée cellulaire constitue donc une ressource de criblage 

permettant d’évaluer à moyen débit l’impact des miARN sur la sécrétion. À cet égard, les 

méthodes de criblage sont communément utilisées dans l’exploration du rôle des miARN dans 

divers processus dont l’apoptose ou la prolifération cellulaire par exemple (Vernon et al., 2020; 

Veys et al., 2023).  

Nous avons constaté qu’une petite quantité de ce rapporteur hGH1-Nluc est libérée dans le 

milieu de culture comme cela se produit physiologiquement avec les catécholamines. Avec une 

demi-vie supérieure à 4 jours à 37°C, cette nouvelle luciférase est stable dans le milieu de 

culture. Ainsi, nous avons exploité cette caractéristique pour suivre la sélection des cellules 
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transfectées en mesurant l’activité de la luciférase directement à partir du milieu. De même, 

l’inhibition de la sécrétion basale (au repos) par un miARN entraine l’accumulation du 

rapporteur dans la cellule. La quantité de Nluc par cellule est alors normalisée avec celle de la 

Fluc exprimée de façon stable dans le cytosol afin de prendre en compte le nombre de cellules 

dans le puits de mesure.  

De cette manière, nous avons identifié 3 groupes de miARN qui se distinguent par leurs effets 

différents sur la sécrétion. Ainsi, parmi ces 20 miARN, 14 régulent la sécrétion stimulée (ici 

par le baryum en l’occurrence), 10 régulent la sécrétion basale et 4 d’entre eux exercent un effet 

à la fois en conditions stimulée et basale. Nous nous interrogeons toutefois sur les acteurs 

protéiques impliqués dans cette régulation de la sécrétion basale. Les quelques données de la 

littérature à ce sujet rapportent qu’elle pourrait être liée à la quantité intracellulaire de calcium 

(Westerink & Ewing, 2008). Dans ce cas, les miARN d’intérêt pourraient influencer ce taux en 

modulant directement l’expression des canaux calciques. Toutefois, lors de la 1ère étude de ce 

travail nous n’avons pas observé de changement d’expression des canaux calciques 

membranaires dans le PCC (Houy et al., 2022). Nous savons également que la sécrétion de 

catécholamines et le désassemblage du cortex d’actine sont étroitement couplés dans les cellules 

chromaffines. En effet, alors que les GSCD appartenant au pool RRP sont amarrées aux 

membranes plasmiques et prêts à fusionner en réponse à l’entrée de calcium, un deuxième 

groupe de GSCD est situé plus en retrait, à l’intérieur du cortex d’actine. La sécrétion du 

contenu de ce deuxième groupe implique le désassemblage transitoire des filaments d’actine 

par des protéines de sectionnement et la translocation vers les sites d’exocytose. À ce propos, 

il a été démontré que les opioïdes suppriment la sécrétion basale de catécholamines, rapidement 

et de façon transitoire, à la suite d’une stabilisation de l’actine corticale (Dermitzaki et al., 

2001). Il serait ainsi intéressant d’évaluer ces paramètres après transfection de nos miARN 

d’intérêt et marquage de l’actine des cellules PC12-2luc. Nous avons fait le choix de ne pas 

inclure de gènes impliqués dans le cortex d’actine dans notre base de données ExoDB. Il serait 

toutefois intéressant d’évaluer s’ils représentent des cibles potentielles des miARN d’intérêt. 

Enfin, l’utilisation d’un rapporteur dont le gène est sous le contrôle d’un promoteur fort (CMV) 

exclue l’hypothèse que cette accumulation soit la conséquence d’une augmentation de la 

synthèse de celui-ci. Elle est toutefois envisageable dans le cas d’une dérégulation de la 

sécrétion basale de catécholamines par les cellules de PCC. Cette caractéristique peut être 

appréhendée par l’évaluation de la charge granulaire par ampérométrie à fibre de carbone. Or 

nous avons démontré que pour l’un des miARN d’intérêt, miR-34a-5p, celui-ci ne régule pas la 
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biosynthèse de catécholamines puisque la charge de catécholamines par GSCD des cellules 

chromaffines bovines reste inchangée. 

Cet outil permettant la quantification de la sécrétion régulée est aisément transposable à d’autres 

lignées cellulaires et notamment la lignée MPC issue d’un PCC de souris KO pour le gène NF1 

(J. F. Powers et al., 2000). Les principaux avantages de cette lignée sont qu’elle présente des 

ressemblances génétiques et biochimiques avec les PCC humains telles qu’une expression du 

récepteur tyrosine kinase Ret, et surtout de la PNMT leur permettant de synthétiser et sécréter 

de l’adrénaline (J. Powers, 2002). Aussi, contrairement à nos cellules PC12 qui ont un temps 

de doublement relativement court (24-28h), les cellules MPC prolifèrent plus lentement (48h) 

et sous forme de colonies in vitro. Leur capacité à proliférer étant conservée in vivo, elles 

seraient ainsi particulièrement adaptées pour l’évaluation de l’effet des miARN sur la sécrétion 

de catécholamines dans un modèle d’allogreffes chez la souris nude. Notre équipe disposant 

d’une expertise à ce sujet, il serait intéressant de surexprimer ou d’inhiber un miARN d’intérêt 

à l’aide d’un système d’expression inductible par la doxycycline. Il serait ensuite pertinent de 

mesurer les métabolites des catécholamines urinaires par ELISA et d’évaluer les paramètres 

hémodynamiques des souris. En point final, les tumeurs prélevées seraient exploitées afin 

d’évaluer l’expression des miARN endogènes et de leurs ARNm cibles par RT-qPCR et 

l’expression des protéines cibles par western blot. 

L’une des limites de notre étude correspond à l’utilisation d’un modèle cellulaire de rat pour 

l’évaluation de miARN identifiés chez l’être humain. Nous avons tenté de remédier à ce biais 

en utilisant la lignée cellulaire hPheo1, dérivant d’un PCC sporadique humain, immortalisée 

par l’expression stable de la protéine humain telomerase reverse transcriptase (hTERT) 

(Ghayee et al., 2013). Ces cellules expriment des marqueurs neuroendocrines tels que la CgA 

et la PNMT mais sans expression significative des autres enzymes impliquées dans la synthèse 

des catécholamines. Cette lignée est ainsi décrite comme provenant d’une population sous-

clonale de cellules tumorales progénitrices. Après confirmation de la présence d’un marquage 

vésiculaire par microscopie (données non montrées), nous avons transfecté les plasmides 

hGH1-Nluc et Fluc puis stimulé ces cellules par différents sécrétagogues communément utilisés 

dans la littérature (baryum, potassium, nicotine, PACAP, ionomycine). Toutefois, bien qu’une 

luminescence ait été mesurée au niveau intracellulaire, confirmant l’expression des rapporteurs, 

aucune activité de sécrétion n’a pu être détectée. Cette observation peut s’expliquer par le stade 

de développement précoce de la lignée hPheo1 entrainant une déficience dans la maturation de 

la voie de la sécrétion régulée. 
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Afin de confirmer nos résultats, cet outil pourrait également être appliqué à d’autres types 

cellulaires de TNE sécrétrices telles que les lignées humaines GOT1 et KRJ-I issues de l’iléum, 

la lignée humaine BON1 issue du pancréas ou encore la lignée humaine NCI-H727 dérivant 

d’une TNE pulmonaire (Evers et al., 1991; Kölby et al., 2001; Pfragner et al., 1996). Nous 

avons d’ores et déjà transposé ce système à la lignée humaine SH-SY5Y, l’une des plus utilisées 

en neurosciences, indifférenciée ou différenciée en cellule neuronale (Xicoy et al., 2017). 

Dérivant d’un neuroblastome humain, elle peut présenter un phénotype catécholaminergique 

pouvant synthétiser à la fois de la dopamine et de la noradrénaline la rendant très pertinente 

dans l’étude de la sécrétion régulée. 

10. Lien entre l’hypersécrétion du PCC et son développement tumoral ? 

Ces dernières décennies, les développements significatifs dans la compréhension de la fonction 

cellulaire chromaffine ont permis de forger une conception plus complexe et intégrative de la 

transduction du stress par la médullosurrénale. Outre l’acétylcholine, de nombreuses études ont 

mis en avant le pituitary adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP) comme 

neurotransmetteur dominant de la synapse splanchnico-médullosurrénalienne (Morales et al., 

2023). Notamment, il a été montré que la libération d’acétylcholine est suppléée par le PACAP 

permettant d’assurer la neurotransmission sous des stimulations soutenues et répétitives du nerf 

splanchnique, déclenchées en réponse à des facteurs de stress (Guérineau, 2020). Très 

récemment, deux voies de signalisations distinctes permettant une sécrétion nuancée et variable 

des cellules chromaffines ont été décrites. En effet, il a été montré que le PACAP active une 

voie de signalisation impliquant la phospholipase Cε conduisant à une cinétique de libération 

des contenus vésiculaires plus lente qu’une exocytose causée par l’acétylcholine. Outre les 

catécholamines, la composition vésiculaire des cellules chromaffines de la médullosurrénale a 

été finement étudiée mettant en évidence la présence d’une grande variété de substances telles 

que des neurotransmetteurs, enzymes, protéines et peptides. Ce riche cocktail sécrétoire 

comprend, entre autres, les chromogranines et ses dérivés mais également d’autres peptides 

possédant un potentiel stimulant de la sécrétion tels que le NPY ou encore le PACAP. Sécrétés 

avec les catécholamines dans des conditions physiologiques, ils jouent un rôle important dans 

la réponse au stress et participent aux régulations homéostatiques. Il a été montré que le NPY, 

positivement régulé avec la sécrétion de catécholamines des cellules chromaffines humaines, 

exerce un fort effet vasoconstricteur sur les vaisseaux sanguins (Edvinsson et al., 1983). De 

plus, les effets du PACAP dans la sécrétion de catécholamines sont associés à une augmentation 

de l’expression de la TH, la DBH et la PNMT et de leur activité (Isobe et al., 2003). Une 
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attention particulière est portée sur le contenu peptidique et hormonal des vésicules de sécrétion 

du fait des effets endocrines, paracrines mais surtout autocrines qui leurs sont conférés. En effet, 

les cellules chromaffines sont elles-mêmes excitables et sensibles aux stimuli autocrines 

notamment par l’expression des récepteurs métabotropiques du NPY ou encore du PACAP 

(Carbone et al., 2019).  

Une hypersécrétion de ces substances pourrait également résulter de la dérégulation de la 

sécrétion observée dans le PCC. À ce sujet, la présence de cellules productrices de NPY et des 

concentrations élevées de celui-ci ont été décrites dans les PCC humains (Thouёnnon et al., 

2010). Ces quantités importantes de NPY intra-tumorales peuvent s’expliquer par une forte 

expression de son gène, associée à une maturation efficace du précurseur. De plus, une activité 

angiogénique associée à l’activation autocrine de la prolifération cellulaire de ce peptide ont été 

décrites, lui conférant ainsi un rôle pro-tumoral (Kitlinska, 2007). Il serait ainsi pertinent 

d’évaluer l’effet pro-tumoral de nos miARN d’intérêt lors de la dérégulation de l’exocytose. Il 

en est de même pour le PACAP, également surexprimé dans le PPGL et dont les effets anti-

apoptotiques et angiogéniques via la stimulation de l’expression du vascular endothelial growth 

factor (VEGF) sont clairement démontrés (Ribatti et al., 2007). 

Dès lors, bien qu’il soit légitime d’envisager un potentiel rôle pro-tumoral des catécholamines 

dans le PPGL, peu de données dans la littérature nous permettent d’apporter une réponse. 

Toutefois, il est établi que le stress, et plus particulièrement le stress chronique, est associé à 

une augmentation de l’incidence et du développement des cancers (Antoni et al., 2006; Reiche 

et al., 2004). En effet, les catécholamines, principales molécules impliquées dans cette réponse, 

sont sécrétées dans la tumeur et dans la circulation sous le contrôle du système nerveux 

sympathique pour maintenir le microenvironnement tumoral. Ainsi, selon les cellules cibles, 

ces neurotransmetteurs se lient à leurs récepteurs adrénergiques et peuvent activer plusieurs 

voies de signalisation qui favorisent la prolifération tumorale, l’angiogenèse ou encore la 

migration (X. Liu et al., 2008; Masur et al., 2001). Par exemple, il a été montré que ces 

hormones du stress, en se liant au récepteur b2 adrénergique, induisent l’activation de la 

protéine kinase A (PKA) favorisant le développement d’espèces réactives de l’oxygène 

entrainant des dommages à l’ADN et donc l’induction de cancer (Hara et al., 2011). D’autres 

voies ont également été décrites dans plusieurs tumeurs humaines dont notamment la 

modulation positive de l’expression du VEGF augmentant l’angiogenèse et la croissance 

tumorale (Moreno-Smith et al., 2010). Cette observation est d’autant plus intéressante qu’elle 

s’accompagne d’une augmentation de l’expression des récepteurs adrénergiques par les cellules 
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cancéreuses et notamment celles du pancréas, du poumon ou encore du sein (Draoui et al., 1991; 

Kondratenko et al., 1993; D. Zhang et al., 2011). De façon intéressante, il a également été 

montré que les récepteurs b-adrénergiques étaient davantage exprimés dans des tumeurs de 

patients de haut grade comparé à la maladie de stade inférieur, suggérant leur implication dans 

la progression tumorale (Powe et al., 2011; Sardi et al., 2013). De plus, dans de nombreuses 

études, cette expression accrue de récepteurs était corrélée à une augmentation de la malignité. 

Dans le cancer de l’ovaire, il a été montré que ce phénotype métastatique résultait de l’activation 

de la kinase Src et de la signalisation associée (Armaiz-Pena et al., 2013). De façon intéressante, 

de nombreuses études épidémiologiques rapportent que l’administration d’alpha et de b-

bloquants permettrait d’apporter une meilleure réponse thérapeutique améliorant la survie à 

long terme (Botteri et al., 2013; H. M. Wang et al., 2013). Ces résultats nécessitent toutefois 

d’être confirmés par des études supplémentaires. Ainsi, dans le PPGL, il serait intéressant 

d’évaluer l’impact de l’hypersécrétion de catécholamines sur le développement tumoral.  
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Conclusion 

Les études présentées dans le cadre de ma thèse ont pour objectif d’identifier les causes de 

l’hypersécrétion de catécholamines caractéristique du PCC, une tumeur neuroendocrine rare, et 

d’acquérir une vision globale de l’implication des miARN dans ce processus. 

Dans un premier temps, nous avons montré que l’hypersécrétion de catécholamines observée 

dans le PCC n’est pas seulement due à un effet de masse tumorale mais qu’elle est également 

conséquente d’une dérégulation du mécanisme d’exocytose de ces cellules. Dans cette optique, 

la sécrétion de catécholamines a été évaluée en réalisant des enregistrements par ampérométrie 

à fibre de carbone de l’activité d’exocytose de cellules tumorales individuelles cultivées 

directement à partir de PCC humains fraichement réséqués. Ces observations ont été renforcées 

par une analyse protéomique de l’expression des protéines impliquées dans ce processus ainsi 

qu’une exploitation de données transcriptomiques. Ainsi, l’hypersécrétion de catécholamines 

observée dans le PCC résulte d’une augmentation des évènements d’exocytose associée à une 

surexpression générale des gènes de l’exocytose, tant au niveau transcriptionnel que protéique. 

Une augmentation de l’expression des gènes impliqués dans la composition des GSCD et la 

biosynthèse de catécholamines a également été mise en évidence.  

Dans un second temps, nous avons cherché à identifier les potentiels régulateurs de cette 

hypersécrétion hormonale en étudiant la piste des miARN, des acteurs essentiels de 

l’homéostasie cellulaire. Sur la base d’approches bio-informatiques et fonctionnelles, nous 

avons mis en évidence 20 miARN inhibiteurs de la sécrétion ciblant les gènes essentiels au 

processus d’exocytose. Finalement, nous avons approfondi le rôle fonctionnel joué par miR-

34a-5p en confirmant son effet inhibiteur sur l’activité de sécrétion de cellules chromaffines 

par une approche d’ampérométrie à fibre de carbone. 

In fine, ces études constituent la première mise en évidence d’un dysfonctionnement, à l’échelle 

de la cellule unique, du processus d’exocytose à l’origine de l’hypersécrétion de catécholamines 

observée dans le PCC humain. Nous avons également montré le rôle majeur joué par un groupe 

de 20 miARN régulateurs post-transcriptionnels de l’expression des gènes de l’exocytose. Leur 

sous-expression globale dans le PCC est associée à la surexpression des gènes de l’exocytose 

et ainsi à la suractivation de la sécrétion de catécholamines. Ces études constituent un point de 

départ solide vers une meilleure compréhension de la physiopathologie des PCC et plus 

généralement des TNE, principalement caractérisées par une hypersécrétion hormonale. Le 

processus d’exocytose étant commun aux cellules sécrétrices telles que les neurones et les 
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cellules b-pancréatiques, les résultats de cette étude représentent également une avancée notable 

dans la compréhension des pathologies de la sécrétion telles que les insulinomes ou les 

SNAROpathies (Verhage & Sørensen, 2020). En conclusion, cette étude apporte une 

confirmation solide de l’implication significative des miARN dans le maintien de 

l’homéostasie, consolidant ainsi notre appréciation de leur impact fondamental sur la régulation 

des processus biologiques.   
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Rôle des microARNs dans le contrôle de l’hypersécrétion par les tumeurs 
neuroendocrines 

Résumé 
L’homéostasie est un phénomène essentiel permettant à l’organisme de maintenir un fonctionnement stable 
en dépit de perturbations internes et externes. Ces modifications continuelles compensatoires des fonctions 
corporelles sont notamment préservées par le système neuroendocrinien qui ajuste la production d’hormones 
de l’organisme.  Parmi les cellules neuroendocrines impliquées, les cellules chromaffines de la 
médullosurrénale sécrètent des catécholamines en réponse au stress et permettent une réponse dite de « fight 
or flight » nécessaire à une distribution ajustée de l’énergie de l’organisme, notamment par des modulations 
au niveau cardiovasculaire.  Ces catécholamines sont sécrétées via un processus de sécrétion régulée par le 
calcium se concluant par l’exocytose, étape essentielle de la libération d’hormone dans la circulation 
sanguine. Le phéochromocytome (PCC), une tumeur neuroendocrine rare de la médullosurrénale, est 
caractérisé par une hypersécrétion de catécholamines à l’origine de répercussions délétères sur la présentation 
de la maladie mais également susceptible d’influencer son diagnostic, son pronostic ainsi que sa prise en 
charge. Les mécanismes moléculaires et cellulaires sous-jacents à cette dérégulation sont toutefois peu 
connus. Mes travaux de thèse démontrent que cette hypersécrétion du PCC ne résulte pas seulement d’un 
effet de masse tumorale mais qu’elle implique également un dysfonctionnement à l’échelle de la cellule 
individuelle. En effet, ces cellules présentent une augmentation de l’activité d’exocytose, associée à une 
surexpression globale des gènes impliqués dans ce processus tant au niveau transcriptionnel que protéique. 
Nous nous sommes interrogés alors sur les potentiels régulateurs de cette hypersécrétion hormonale en 
exploitant la piste des microARN, des acteurs essentiels de l’homéostasie cellulaire. Nous avons alors montré 
le rôle majeur joué par un groupe de 20 microARN inhibiteurs post-transcriptionnels de l’expression des 
gènes de l’exocytose. Leur sous-expression globale dans le PCC est associée à la surexpression des gènes de 
l’exocytose et ainsi à la suractivation de la sécrétion de catécholamines. Ces études constituent un point de 
départ solide vers une meilleure compréhension de la physiopathologie des PCC et des tumeurs 
neuroendocrines, principalement caractérisés par une hypersécrétion hormonale. 
 
Mots clés : exocytose, microARN, phéochromocytome, sécrétion régulée par le calcium 

Summary 

Homeostasis, a vital phenomenon, enables the body to maintain stable functioning even in the face of internal 
and external disturbances. The continual compensatory adjustments in bodily functions are primarily 
governed by the neuroendocrine system, which regulates the production of hormones within the body. 
Among the neuroendocrine cells involved, chromaffin cells of the adrenal medulla gland respond to stress 
by secreting catecholamines. This “fight or flight” response is critical for the balanced distribution of the 
body's energy, particularly through cardiovascular modulations. These catecholamines are released through 
a calcium-regulated secretion process, culminating in exocytosis, the final step in hormone release into the 
bloodstream. Pheochromocytoma (PCC), a rare neuroendocrine tumor of the adrenal medulla gland, is 
characterized by an overproduction of catecholamines, which has deleterious effects on disease presentation 
and potential implications for diagnosis, prognosis, and management. However, the underlying molecular 
and cellular mechanisms of this dysregulation are not well understood. We have demonstrated that the 
hypersecretion in PCC is not solely due to the tumor burden but also involves dysfunction at the individual 
cell level. These cells demonstrate increased exocytosis activity, associated with an overexpression of genes 
related to this process, both at the transcriptional and protein levels. To explore potential regulators of this 
hormonal hypersecretion, we investigated the role of microRNAs, which are essential post-transcriptional 
modulators of cellular homeostasis. Our studies have highlighted the significant role played by a group of 20 
post-transcriptional inhibitors microRNAs in the expression of exocytosis-related genes. Their overall 
underexpression in PCC is associated with the overexpression of exocytosis-related genes and, consequently, 
the hyperactivation of catecholamine secretion. These studies represent a solid foundation for a better 
understanding of the pathophysiology of PCC and neuroendocrine tumors, which are primarily characterized 
by hormonal hypersecretion. 

Keywords: exocytosis, microRNA, pheochromocytoma, calcium-regulated secretion 


