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Les microARN
Une nouvelle classe

de régulateurs
de I’expression génique

Caroline Hartmann, Fabienne Corre-Menguy,

Adnane Boualem, Mariana Jovanovic,
Christine Lelandais-Briére

> Les microARN sont des ARN non codants de 21 a
25nucléotides qui contrdlent I'expression génique
au niveau post-trancriptionnel. Plusieurs centaines
de genes codant pour des microARN ont été identi-
fiés chez les animaux, et une quarantaine chez les
plantes. Certains de ces genes sont conservés entre
especes et parfois méme entre phylums. Ces
microARN reglent I'expression génique en s’appa-
riant avec des ARNm cibles dont ils sont partielle-
ment complémentaires. Cette hybridation réprime la
traduction de la protéine correspondante ou clive
ARNm cible au milieu du site de fixation du
microARN. Ce dernier mécanisme est tres similaire a
celui mis en ceuvre lors de I'interférence par I’ARN. <
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Jusqu’a la découverte des ribozymes, les ARN (ARNr, ARNt,
ARNm) étaient considérés uniquement comme des inter-
médiaires indispensables a la synthese des protéines. Il est
clair aujourd’hui que toutes les cellules possédent des ARN
qui assurent certaines fonctions directement sous la forme
d’ARN. Ces derniéres années, deux nouvelles classes de
petits ARN non codants (ARNnc) de 21 & 25nucléotides ont
été caractérisées chez les métazoaires et chez les plantes:
les ARN interférents (ARNsi, small interfering RNA) double
brin et les microARN simple brin. Ces deux types d’ARNnc
pourraient interagir avec leurs ARNm cibles selon deux
modes différents pour provoquer leur dégradation, ou
I’inhibition de leur traduction [1, 2].

La biogenese et Iactivité biologique de ces ARNnc
nécessitent la participation d’une ou de plusieurs ribo-
nucléase(s) de type I, des protéines de la famille
Argonaute et, pour certains ARNsi, des enzymes
capables de synthétiser de ’ARN & partir d’'une matrice
ARN. Cependant, le role exact de chacune de ces
familles de protéines dans le métabolisme et la fonc-
tion des ARNnc n’est pas encore complétement défini.
Cet article fait le point sur I’état actuel des connais-
sances concernant les microARN identifiés a ce jour,
aussi bien chez les animaux que chez les végétaux.
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La découverte des microARN

Le microARN lin-4: une particularité des nématodes

Le premier microARN a été identifié en 1993, chez le
nématode C. elegans, par une équipe qui tentait de
décrypter les mécanismes moléculaires régissant le déve-
loppement de cet organisme modéle [3]. Le cycle de
développement de ce petit ver comporte six stades suc-
cessifs: ’embryogenese, quatre stades larvaires (L1 a L4)
et le stade adulte. Chez le mutant lin-4, qui réitere en
permanence la phase larvaire L1, le phénotype sauvage
peut étre restauré par un ADN de 693 paires de bases
dépourvu de phase ouverte de lecture. Ce fragment d’ADN
comporte un géne codant pour un petit ARN de 22 nucléo-
tides qui, a lui seul, est capable de restaurer le phénotype
sauvage en se fixant, par hybridation moléculaire, sur
plusieurs sites de la région 3’ non codante (3’UTR) des
ARNm codant pour les protéines LIN-14 et LIN-28. Cette
fixation provoque un arrét de la synthése de ces protéines
[3]. La protéine LIN-14 est un répresseur de la transition
du stade larvaire L1 vers le stade L2. Chez le nématode, a
la fin du stade L1, le gene lin-4 est transcrit par une ARN
polymérase de type Il ou Ill [4] en un pri-microARN d’en-
viron 125 nucléotides qui est clivé par la protéine
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Drosha [5] pour libérer un précurseur de 61 nucléotides qui forme une
structure double brin en tige-boucle avec quelques mésappariements
dans la région de la tige (Figure 1). Ce précurseur est ensuite activement
exporté [6] dans le cytoplasme ol il est découpé par une protéine Dicer
pour engendrer un microARN mature de 22 nucléotides [5]. La fixation du
microARN lin-4 sur la région 3’UTR du messager codant pour la protéine
LIN-14 inhibe la synthese de cette protéine, ce qui permet la transition
du stade larvaire L1 vers le stade L2.

Apreés cette découverte surprenante, aucune homologie de séquence
avec le géne lin-4 n’a été identifiée dans les bases de données dispo-
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Figure 1. Voie de biogenése d’un microARN et mode d’action chez les métazoaires.
Le pri-microARN double brin (Pri-miARN), transcrit a partir du géne, donne nais-
sance a un ARN double brin (précurseur intermédiaire) par action d’une ribonu-
cléase Drosha. Apres une exportation active du précurseur dans le cytoplasme,
une forme double brin du microARN est produite par "action de la protéine Dicer.
Une étape de maturation supplémentaire, a laquelle participe vraisemblable-
ment une hélicase, est ensuite nécessaire avant que le microARN simple brin
mature se fixe sur le complexe miRNP/RISC (microribonucleoprotein/RNA-indu-
ced silencing complex). Ce complexe guide ensuite le microARN vers la région 3’
non codante (3’UTR) de I’ARNm cible. Aprés hybridation imparfaite entre le
microARN et la cible, la traduction de la protéine correspondante est inhibée.
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nibles a I’époque. Ce mode de régulation
a été catalogué alors comme une bizar-
rerie spécifique du développement des
nématodes.

Le microARN let-7: la découverte d’un nouveau
mécanisme de régulation du développement

€n 2000, un nouveau microARN, let-7, a été identifié
chez C. elegans; il contrle la transition entre le stade
larvaire L4 et le stade adulte. Cette découverte a permis
de généraliser le mode d’action de lin-4. €n effet, le
gene let-7 code pour un ARN de 21 nucléotides qui
inhibe I’accumulation des protéines LIN-41 et LIN-42 en
se fixant sur la région 3’UTR des ARNm correspondants
[7]. Des séquences homologues du géne let-7 ont été
identifiées chez toutes les especes d’invertébrés et de
vertébrés a symétrie bilatérale examinées. De plus,
quelle que soit "espece considérée, I’expression de let-7
est contrélée au cours du développement [8]. Cette
conservation de séquence et de mode de régulation au
sein d’especes tres éloignées suppose une forte pres-
sion de sélection sur ce géne.

Lidentification de genes homologues de let-7 est a
I’origine d’une recherche systématique de microARN
chez les métazoaires et chez les plantes.

Les microARN chez les métazoaires

Les microARN : des molécules ubiquitaires

€n octobre 2001, la revue Science publiait les premiers
résultats de cette recherche systématique. Chez la
mouche, "homme et deux espéces de nématodes, une
centaine d’ARNnc ont été identifiés [9-11] par deux
stratégies différentes: une approche expérimentale et
une approche in silico. A cette époque, I'approche
expérimentale s’était révélée la plus efficace [11].
Cependant, en 2003, deux logiciels spécifiquement
congus pour la recherche de génes de microARN ont
permis d’estimer le nombre de ces genes chez les
espéces modeles. Dans tous les cas, le nombre de genes
de microARN correspond a environ 1% des genes pré-
dits. Chez une espece donnée, il existe autant de génes
de microARN que de familles de genes codant pour des
facteurs de transcription qui sont également connus
pour jouer un role primordial dans la régulation de I’ex-
pression génique [12, 13]. Il faut noter que plus du
tiers des genes de microARN identifiés chez C. elegans
possédent des homologues chez "lhomme [14].

Les microARN identifiés présentent des caractéristiques
communes. Tout d’abord, dans la grande majorité des
cas, seul le microARN est retrouvé dans les banques
d’ADN, la partie complémentaire du précurseur (appelée
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miR*) étant sans doute rapidement

dégradée apres I’étape de maturation. Les

genes codant pour ces ARN sont soit dis-
persés, soit regroupés dans des régions intergéniques ou,
plus rarement, présents dans des introns de génes codant
pour des protéines. Lorsqu’ils sont regroupés au méme
locus, ces génes peuvent €tre transcrits sous la forme
d’un polycistron [15]. Par contre, les génes dispersés cor-
respondent a des unités de transcription indépendantes.
Chez C. elegans, le taux d’accumulation de différents
microARN a été déterminé: il peut varier de 1000 a 50 000
molécules par cellule [14]. A P'heure actuelle, aucun fac-
teur intervenant dans la régulation de la transcription de
cette catégorie de genes ou dans la stabilité des molé-
cules d’ARN elles-mémes n’a été identifié.

Les microARN: des acteurs du développement

et de la différenciation cellulaire

Dans la grande majorité des cas, les analyses transcription-
nelles ont révélé la présence simultanée du précurseur
double brin et du microARN mature simple brin, comme pré-
cédemment décrit pour lin-4 et let-7. Plusieurs microARN
présentent une modification de leur taux d’accumulation en
fonction du stade de développement examiné et/ou de Ior-
gane considéré, arguments en faveur de leur implication
dans les mécanismes moléculaires régissant le développe-
ment et la différenciation cellulaire [9]. Au cours de I'an-
née 2003, plusieurs démonstrations pertinentes de I'impli-
cation de ce type d’ARN dans la différenciation et la mort
cellulaire ont été publiées [16-18]. Dans sa derniére revue
[4], David Bartel propose, au vu des profils d’expression
observés et du nombre de genes de microARN caractérisés
en 2004 chez les métazoaires, que chaque type tissulaire a
un stade de développement particulier pourrait avoir un
pool spécifique de microARN qui réglerait le transcriptome.
Les cibles de ces microARN et les partenaires éventuelle-
ment engagés dans le controle de la traduction des pro-
téines correspondantes restent cependant a identifier.

Les microARN chez les plantes

Ce mécanisme de régulation génique a-t-il été mis en
place avant ou apres la séparation entre la lignée verte et
les métazoaires? Chez la plante modele Arabidopsis tha-
liana, 150 ARNnc ont été clonés en 2002 et plus de 2000 en
2004 [19-22] (voir également le site internet de J.C. Car-
rington: http://cgrb.orst.edu/smallRNA/db/). Quatre cri-
téres permettent de discriminer les ARNsi des microARN
[23]. Selon ces critéres, seulement 20 microARN, corres-
pondant a 15 familles différentes, ont été répertoriés chez
A. thaliana. Chez cette espéce, certains genes de microARN

sont répétés dans le génome. Il existe souvent, pour un
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microARN donné, plusieurs genes paralogues présentant une différence de
un a deux nucléotides [24]. Tout comme chez les animaux, plusieurs génes
de microARN sont conservés entre A. thaliana, une espéce dicotylédone, et
des monocotylédones telles que le riz ou le mais. De plus, les genes codant
pour ces microARN sont également présents soit dans des régions intro-
niques soit dispersés ou regroupés dans des régions intergéniques ou ils
sont vraisemblablement transcrits a partir de leur propre promoteur. La
présence de microARN chez les plantes suggeére que le mode de régulation
génique auquel ils participent préexistait a la séparation des deux regnes,
bien qu’aucun microARN commun aux animaux et aux végétaux n’ait
encore été identifié.

Chez A. thaliana, certaines étapes du métabolisme des microARN sont
différentes de celles décrites chez les animaux (Figure 2). Aucun pri-
microARN n’a été identifié et les précurseurs doubles brins, qui sont
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Figure 2. Voie de biogenése d’un microARN et mode d’action chez les plantes. Aucun
pri-microARN n’a été jusqu’alors identifié. Un précurseur, généralement plus long
que celui observé chez les animaux (60 a 300 nucléotides), est découpé dans le
noyau par DCL1 (homologue de la protéine Dicer). La forme double brin du
microARN est ensuite activement exportée dans le cytoplasme ou elle subit une
nouvelle étape de maturation qui fait également intervenir une hélicase. La forme
simple brin mature est ensuite chargée sur le complexe miRNP/RISC. La fixation par
hybridation presque parfaite du microARN sur la séquence codante de ’ARNm cible
est responsable du clivage de ’ARNm cible et de 'arrét de la synthese de la pro-

téine correspondante.



généralement plus longs (60 a 300 nucléotides) et présentent
des structures secondaires plus complexes, sont indétectables
dans les expériences de type Northern [4]. La protéine DCL1, une
des quatre protéines d’A. thaliana homologues de la protéine
Dicer découverte chez les animaux, est localisée dans le noyau;
elle assure vraisemblablement le clivage des précurseurs des
microARN [25]. Trois autres protéines, HEN1, HYL1 et AGO1 sont
également indispensables a "accumulation des microARN [21,
26-28]. Comme DCLL, HENL et HYLL comportent des signaux de
rétention nucléaire; ces deux protéines pourraient participer au
controle de la taille des microARN. €n revanche, la protéine AGO1
fait vraisemblablement partie du complexe RISC (RNA-induced
silencing complex). €nfin, AGO1 et HEN1 interviennent a la fois
dans les voies de synthése des microARN et des ARN interférents
[26], tandis que HYL1 semble spécifique des microARN [27].

Les cibles des microARN

Aussi bien chez les plantes que chez les animaux, un microARN
ne pourra interagir avec sa cible qu’aprés son intégration dans
un complexe nucléo-protéique appelé miRNP (micro-ribonu-
cleoprotein) qui pourrait étre identique au complexe RISC
(RNA-induced silencing complex) qui intervient dans le méca-
nisme d’interférence de I’ARN [29].

Chez les métazoaires

Chez les animaux, dans la grande majorité des cas, I’hybridation
imparfaite des microARN sur plusieurs sites de la région 3’UTR
d’ARN messagers spécifiques inhibe la traduction des protéines
correspondantes [3, 7]. Un seul microARN, miR 196 chez la souris,
présente un appariement presque complet (21 sur 22 nucléotides)
avec la région 3’UTR des ARNm HOXBS. Cette interaction provoque
le clivage de ’ARNm cible, ce qui réprime la synthese de la protéine
correspondante [30]. Aucune autre homologie compléte entre
microARN et ARNm n’a été identifiée chez les métazoaires. Avant la
mise au point, tres récente, de deux logiciels performants pour la
recherche de cibles [31, 32], les appariements imparfaits entre les
séquences des microARN et des ARNm cibles rendaient I'identifica-
tion de celles—ci tres délicate. Chez les métazoaires, les analyses
bio-informatiques ont révélé que les résidus deux a huit de la
région 5 des microARN étaient trés conservés entre microARN
homologues. Cette région jouerait donc un réle prépondérant dans
la reconnaissance de la cible. Plus de 400 ARNm cibles ont été
identifiés chez les mammiféres. La fiabilité de prédiction de I'un de
ces logiciels a été testée expérimentalement chez des cellules Hela
exprimant de maniére endogene les microARN; dans ce travail, une
inhibition de Iexpression du gene rapporteur luciférase a été mise
en évidence pour 11 des 15 cibles examinées [32].

Chez les plantes

ez les plantes, on observe une particularité jamais rapportée
Chez les plantes, bser rticularité jam t
pour les animaux: I'existence d’un site unique de fixation dans
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la région codante de ’ARNm cible, sur lequel le microARN peut
s’hybrider de facon presque parfaite (Figure 2). Le faible
nombre de mésappariements entre le microARN et sa cible est
responsable du mécanisme de répression mis en ceuvre: la cou-
pure de I’ARNm au milieu du site d’hybridation du microARN
[33] (Figure 2). Dans les faits, la grande majorité des
microARN de plantes fonctionnent comme des ARN interférents
[34]. Toutefois, trés récemment, il a été montré, chez A. tha-
liana, que le miR172 réprimait directement la traduction de la
protéine APETALA2, comme cela est généralement le cas chez
les animaux [35, 36]. La grande majorité des microARN, chez
les plantes, présentent une forte homologie de séquence avec
leurs cibles. Cette particularité a permis, dés 2002, chez A.
thaliana, d’identifier 49 cibles potentielles, soit au moins une
cible pour chaque microARN [37]. La plupart d’entre elles ont
été validées expérimentalement par la suite (pour revue, voir
[38]). Les microARN identifiés chez les plantes ciblent préfé-
rentiellement des facteurs de transcription qui jouent un réle
prépondérant dans le développement ou la différenciation cel-
lulaire, bien que les facteurs de transcription ne représentent
que 6% des séquences annotées chez A.thaliana [39]. Les
microARN pourraient donc constituer un mécanisme privilégié
de controle de I'expression de cette catégorie particuliere de
protéines chez les plantes. Le role des microARN dans le déve-
loppement et la différenciation est conforté par I"observation
des mutants chez lesquels des protéines impliquées dans le
métabolisme des microARN sont touchées (AGO1, DCLL, HEN1
et HYL1); ces mutants présentent en effet de fortes modifica-
tions développementales [26-28]. De plus, I’expression de
cibles (TCP2, TCP4, MYB33) portant des mutations silencieuses
résistantes au clivage par des microARN se traduit par des ano-
malies importantes du développement [28, 36, 40].

Conclusions

Au cours des trois derniéres années, des progres immenses ont
été faits dans la découverte des petits ARNnc dont les ARNsi et
les microARN ne représentent vraisemblablement que la partie
émergée de I'iceberg. Cette catégorie particuliere d’ARN, les
ribo-régulateurs, est capable d’éteindre I’activité d’un gene en
agissant directement sur I’ARNm ou le gene. Ces ribo-régula-
teurs exercent systématiquement une régulation négative soit
en découpant ’ARNm cible soit en se fixant sur la région 3’ UTR
de "ARNm et en bloquant la traduction. Trés récemment, il a
été montré que ces deux mécanismes d’action co-existent dans
les regnes animal et végétal. ¢
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SUMMARY

MicroRNAs: a new class of gene expression regulators
MicroRNAs (miRs) are small non coding RNA, about 21-25 nucleotides
in length, that direct post transcriptional regulation of gene expres-
sion through interaction with homologous mRNAs. Hundreds miR genes
have been identified in animals and 40 in plants. Many of them are
conserved between related species, and in some cases across phyla.
Two mechanisms for regulation of gene expression by miRs have been
reported. As described for lin-4 and let-7 miR of C.elegans, miRs can
inhibit translation, which seems to represent the major mode of regu-
lation in animals, or can direct cleavage of target mRNAs, which seems
to represent the major mode of regulation in plants. ¢
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