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RESUME

Roéle du microARN 146a dans le développement

cérébral et pertinence pour les maladies du

neurodéveloppement

Les maladies du neurodéveloppement (MND) regroupent des pathologies caractérisées
par des troubles de la cognition, de la communication, du comportement ou du
fonctionnement moteur en conséquence d'un développement cérébral atypique. Les
MND incluent la déficience intellectuelle (DI), les troubles du spectre autistique (TSA), le
trouble du déficit de l'attention, les troubles de l'apprentissage et les troubles moteurs.
Avec une prévalence globale de 3%, les MND sont responsables de 10% des dépenses de
santé dans les pays développés et constituent donc un défi médical et socioéconomique
majeur. Les microARNs (miARNs) sont de petits ARNs non codant de ~20-22
nucléotides. Ils exercent une régulation post-transcriptionnelle de I'expression génique en
dégradant ou réprimant la traduction d'ARNs messagers spécifiques. Chaque miARN
ciblant plusieurs centaines de transcrits, ils constituent des médiateurs clés de 'expression
génique. Les microARNSs régulent la majorité des processus biologiques et notamment le
développement cérébral. Plusieurs miARNs ont d’ailleurs été associés a des pathologies
neurologiques comme la maladie d'Alzheimer ou la sclérose latérale amyotrophique mais
aussi a des MND telles que le TSA, la DI et I'épilepsie. Des études d'expression réalisées
sur divers échantillons de patients TSA ont identifié #:R-746a comme le miARN le plus
fréquemment dérégulé. Une expression anormale de ce miARN a également été observée
dans des cas de DI et d'épilepsie. 1l est important de noter que moduler I'expression de
miR-146a est suffisant pour réduire la latence, la durée et l'intensité des crises d'épilepsie
induites dans des modeles rongeurs d'épilepsie télencéphalique. 77R-146a est un régulateur

connu des voies de signalisation NFxB, Notch et Wnt/B-caténine et a été associé a des



cas de cancers et de maladies inflammatoires mais peu de choses sont connues sur ses
fonctions dans le cerveau. Des travaux zz vitro décrivent le role de #iR-146a dans la survie
et I'apoptose des neurones, la croissance axonale et I'endocytose des récepteurs AMPA.
Notre groupe a également montré Peffet pro-neuronal de la sur-expression de #/R-146a
dans des cellules souches neurales humaines H9. Collectivement, ces données donnent un
apercu des fonctions de #7R-146a dans des cellules en culture mais ne fournissent que peu
d’informations quant a son réle in vivo au cours du neurodéveloppement. Nous avons
donc caractérisé la souris Mir146a/- par des techniques d'imagerie, de biologie cellulaire et
moléculaire ainsi que des études de comportement. Nous avons démontré que la
neurogenese est altérée dans les souris Mirl46a/-. Au jour embryonnaire 14 (E14), les
embryons mutants ont plus de progéniteurs neuraux engagés vers un destin neuronal ainsi
qu'un plus grand nombre de neurones post-mitotiques dans le néocortex. Grace a des
cultures de cellules primaires, nous avons montré que l'absence de m/R-7146a cause une
augmentation de la croissance dendritique ainsi qu'une altération de la recapture du
glutamate par les astrocytes et nous avons prouvé que le transporteur de glutamate GLT-1
est une cible directe de 7/R-746a. Des analyses transcriptomiques sur des échantillons de
cerveau a E14, P30 et P60 indiquent que la perte de #zR-7146a affecte principalement les
neurones. Enfin, des analyses par IRM et des études de comportement montrent une
anatomie anormale de I'hippocampe ainsi qu'une altération des capacités d'apprentissage
chez les souris mutantes. Ce travail décrit une des premicres caractérisations du
neurodéveloppement d'un modele murin inactivé pour un miARN. Il montre que #zR-
146a est impliqué dans le contrdle de la balance entre renouvellement des progéniteurs
neuraux et différentiation neuronale. Il démontre également que plusieurs signes retrouvés
chez les patients comme l'altération de la neurogenese, I'anatomie anormale du cerveau et
les défauts d'apprentissage, sont également observés chez les souris Mir146a/-, soulignant

la pertinence de ce modele pour I'étude des maladies du neurodéveloppement.
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ABSTRACT

Role of the microRNA 146a in brain development

and relevance for developmental brain disorders

Developmental brain disorders (DBD) encompass a group of diseases characterised by
impairments in cognition, communication, behaviour or motor functioning as a result of
atypical brain development. This group includes intellectual disability (ID), autism
spectrum disorders (ASD), attention deficit hyperactivity disorder, specific learning
disorder and motor disorders. With an overall prevalence of 3 %, DBD accounts for 10%
of the total health care cost in Western countries and is thus a major medical and socio-
economical challenge. MicroRNAs (miRNAs) are small non coding RNAs of ~20-22
nucleotides. They play a key role in post-transcriptional gene expression regulation by
targeting specific messenger RNA (mRNA) for degradation or translation repression.
miRNAs are key mediator of gene expression as each of them can target hundreds of
transcripts. miRNAs are expressed throughout the development and life of most
eukaryote organisms and regulate a wide range of biological processes including brain
development. Consistently, several miRNAs have been associated with neurological
pathologies such as Alzheimer's disease (AD) or amyotrophic lateral sclerosis (ALS) but
also with (DBD) namely ASD, ID and epilepsy. Expression studies performed on various
sources of samples from ASD patients identified #/R-746a as the most commonly
deregulated miRNA. It has been reported in four different cohorts and tissue types
including post-mortem brain, olfactory mucosal stem cells, fibroblasts and
lymphoblastoid cell lines. Abnormal #/R-746a expression has also been reported in ID
and epilepsy. Importantly, modulating the expression of this particular miRNA was
shown to reduce the latency, the duration as well as the intensity of the induced epilepsy

in rodent models of telecephalon epilepsy. miR-146a is a known regulator of NFxB,
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Notch and Wnt/B-catenin pathways and has been associated with cancers and
inflammatory disorders but little is known about its functions in the brain. A body of 7
vitro work describes the role of #/R-7146a in neuron survival and apoptosis, axonal growth
and AMPA receptor endocytosis. Our group also showed the proneuronal effects of 7:R-
146a overexpression in a H9 model of human neural stem cells. Altogether, these data
provide insight into the roles of m/R-746a in cultured cells but give no indication on its
functions in vivo during neurodevelopment. To investigate this aspect further, we studied
a Mirl46a/- mouse model using a combination of imaging, molecular and cell biology
techniques as well as behavioral studies. We first demonstrated that neurogenesis is
altered in Mir146a/- mice. At embryonic day 14 (E14), mutant embryos display increased
number of neural progenitors committed towards a neuronal fate as well as more post-
mitotic neurons in the neocortex compared to controls. Using primary cell cultures,we
found that loss of miR-146a causes increased neurite outgrowth and impaired astrocyte
glutamate uptake capacities and we proved the glutamate transporter GLT-1 to be a direct
target of miR-146a. Transcriptomic analyses of brain samples at E14, P30 and P60
indicated spatial- and temporal-specific effects of Mirl46a inactivation and, consistent
with our findings, we observed that loss of #/R-7146a mainly impacts neuron development.
Lastly, brain MRI and behavior investigations revealed an abnormal hippocampal
anatomy as well as impaired learning capacities in mutant mice. This work reports one the
first characterizations of a mouse model inactivated for a miRNA in the context of
neurodevelopment. We demonstrated the role of m/R-746a in brain development and its
role in the control of the balance between neural progenitor cell renewal and neuronal
differentiation. Lastly, we show the relevance of the Mirl46a/- mouse model to study
DBD as several aspects recapitulate the features observed in patients, including impaired

neurogenesis, abnormal brain anatomy and learning deficits.
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ABREVIATIONS

TSA : troubles du spectre autistique
DI : déficience intellectuelle

ARNr : ARN ribosomal
ARNI : interférence ARN
ARNdb : ARN double brin
miARN : mictoARN

nt : nucléotide

UTR : untranslated region

ARNm :ARN messager

Pol-1I : ARN polymérase 11

Pol-111 : ARN polymérase 111

RNase : ribonucléase

AGO : argonaute

RISC : RNA-induced silencing complex
snoARN : small nucleolar RNA
shARN : short hairpine RNA

ARNt : ARN de transfert

E# : Jour de développement embryonnaire chez la souris
P# : Jour post-natal chez la souris

BMP : bone morphogenic protein
TGF- : transforming growth factor {3

Shh : sonic hedgehog
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NE : neuroepithelial cell

FB : forebrain

MB : midbrain

HB : hindbrain

FGF : fibroblast grwoth factor

RA : retinoic acid

Hox : homeobox

aRG : apical radial glia

IP : intermediate progenitor

VZ : ventricular zone

INM : interkinetic nuclear migration
SVZ : subventricular zone

SNC : systeme nerveux central

PP : préplaque

CP : cortical plate

MZ : marginal zone

SP : sous plaque

GE : ganglionic eminence

MND : maladie du neurodéveloppement
DSM : diagnostic and statistical manual of mental disorders
CNV : copy number variant

SCZ : schizophrénie

GABBRI1 : récepteur GABA B1

PBMC : peripheral blood mononuclear cell
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OMSC : olfactory mucosal stem cell

FT : facteur de transcription

LPS : lipopolysaccharide

AMPAR : récepteur AMPA

WB : western blot

BHE : barriere hémato-encéphalique

TNFo : tumor necrosis factor o

cpm : coups par minute

PDC : L-trans-2,4-PDC

ARAC : cytosine-B-D arabinofuranoside

WT : wild type

kb : kilobase

VEGTF : vascular endothelial growth factor
HREM : high resonnance episcopic microscopy
Poly-IC : acide polyinosinique-polycytidylique
LEM : L-leucine methyl ester
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Le laboratoire du Dr Laurence Colleaux ¢étudie les bases moléculaires et
pathophysiologiques des maladies du neurodéveloppement et notamment des troubles du
spectre autistique (TSA) et de la déficience intellectuelle (DI). Ces désordres affectent 3%
de la population générale et représentent 10% des dépenses de santé dans les pays
développés, loin devant n'importe quelle autre pathologie.

Constituant donc un enjeu majeur de santé publique, ces maladies hautement
invalidantes restent néanmoins difficiles a diagnostiquer et a traiter. Afin de faire face a
cette complexité et de mieux appréhender leur étiologie, notre groupe a mis en place un
projet innovant consistant a étudier la dérégulation de microARNs dans les maladies du
neurodéveloppement.

S'inscrivant dans la logique de l'institut Imagine, I’équipe du Dr Colleaux a pour
but d'établir un diagnostic et de comprendre les mécanismes moléculaires sous-jacents des
maladies du neurodéveloppement afin de retourner vers le patient et sa famille avec des

propositions d'avancées dans leur prise en charge.

I — MicroARNSs: biosynthese et modes
d’action

1 - Introduction générale

La notion d’interférence avec les fonctions cellulaires par laction d’acides
nucléiques est apparue pour la premicre fois il y a 40 ans lorsque des oligonucléotides
complémentaires 2 ’ARN ribosomal (ARNr) ont été utilisés afin d’inhiber I'initiation de la
traduction dans la bactérie Escherichia coli'. En 1984, Izant et Weintraub sont les premiers a
se servir d'un ARN antisens afin d’inhiber la traduction d’une protéine spécifique, la
thymidine kinase?. En 1990, le premier phénomene naturel d’interférence a ARN est
découvert chez les plantes ou ce mécanisme, encore inexpliqué, est alors appelé "co-
suppression'3.

I1 faudra cependant attendre les travaux d’Andrew Fire et Craig Mello en 1988 qui
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décrivent pour la premicre fois le mécanisme d’interférence ARN (ARNi) chez le
nématode Caenorhabditis elegans pour comprendre le mécanisme moléculaire sous-jacent.
Leurs résultats montrent que I'expression de genes endogenes est inhibée de maniere
spécifique et tres efficace par l'injection d’ARN double brin (ARNdb) homologue au gene
ciblé, tandis que ’ARN sens ou PARN antisens seuls sont relativement inefficaces*. Peu
de temps apres fut montré que le mécanisme de RNAI est également fonctionnel chez la
drosophile ou, dans 'embryon, de ’ARNdb est capable d’inactiver des genes et mimer des
phénotypes mutants®. Ces travaux furent récompensés en 2006 par le Prix Nobel de
physiologie et de médecine attribué a Andrew Fire et Craig Mello.

Les microARNs (miARNs) sont de petits ARNs non codant d’environ 20-22
nucléotides (nt) régulant l'expression génique de facon post-trancriptionnelle®’. Le
premier miARN fut découvert en 1993 chez le ver C. Elegans lorsque Lee et al. ont décrit
lin4 comme une molécule capable de réguler négativement le niveau de la protéine LIN-
14 en se fixant sur la région non traduite en 3’ (3’UTR) de son ARN messager (ARNm)3.
Depuis, 2654 miARNs matures ont été découverts chez I'homme et 1978 chez la souris,
en faisant les deux especes chez lesquelles le plus de microARNs ont été identifiés
(mirbase.org)?. Les miARNSs constituent un mode de régulation majeur de 'expression des
protéines comme chacun peut cibler au moins cent genes!®!! et plus de la moitié des
genes humains sont prédits comme cibles d’au moins un miARN711.12,

La proportion du génome codant a diminué au cours de I’évolution, allant de 99%
dans certaines bactéries a 1-2% chez '’homme!?. Si les archées et les bactéries possedent
des snoARNSs, les miARNs ne sont apparus que chez les premiers métazoaires!>14. Des
miARNs matures sont exprimés dans les métazoaires unicellulaires, les plantes, les
champignons et les animaux (mirbase.org) et leur nombre évolue avec la complexité de
Porganisme!>. Par exemple, I'alvéolé Symbiodinium microadriaticum ne possede que 15
miARNs matures contre 428 chez Arabidopsis thaliana et 1948 chez la souris
(mirbase.org).

Afin de faciliter la distinction entre les genes de miARN et les miARNs matures, la
nomenclature suivante a été adoptée. Les préfixes MIR et Mir sont attribués aux

génes/loci génétiques humains et souris respectivement. Les miARNs matures sont
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annotés hsa-miR-#-5p ou -3p ou les trois premicres lettres désignent l'espece (hsa pour
Homo sapiens et mmu pour Mus musculus), le "#" désigne le numéro du miARN et le
"5p" ou "3p" désigne le brin du duplex mature apres digestion par DICER (voir Fig.1).
Par exemple, mes travaux de these sont basés sur le mmu-miR-146a-5p qui sera noté miR-

146a pour plus de simplicité.

2 - La voie de biosynthése canonique

Les genes de miARNs sont localisés soit dans des régions non codantes soit dans
les régions introniques, ou plus rarement codantes d’un gene. On patle alors de genes
hoétes!e7. Ils peuvent conduire a l'expression d'un seul miARN ou d'un groupe appelé
"cluster" allant jusqu'a 50 miARNs!7. L'expression des miARNs est régulée par des
facteurs de transcription”!1218 et des facteurs épigénétiques tels que la méthylation de
I'"ADN ou les modifications d'histones!®. Les miARNs venant d’'un méme cluster ont
souvent un profil d'expression similaire. De méme, un gene de miARN hébergé dans la
séquence codante d’un gene hoéte est généralement exprimé de la méme manicre que ce
gene hotel617,

Les miARNs sont produits de différentes manicres. La voie de biosynthese
principale, aussi appelée voie canonique, est décrite en Figure 1. Les ARN polymérases 11
ou III (Pol-II ou Pol-I1I) transcrivent le gene de miARN en un précurseur appelé pri-
miARN contenant des structures tige-boucle. Un pré-miARN de ~70nt est ensuite crée
apres clivage du pri-miARN par le complexe microprocesseur composé des sous unités
DROSHA et DGCR8?. §i plusieurs précurseurs de miARNs sont présents sur le méme
transcrit, ils sont chacun traités indépendamment.

Le pré-miARN est transporté dans le cytoplasme par 'EXPORTINE 5 ou la
ribonucléase (RNase) DICER interagit avec la protéine TRBP afin de cliver la structure en
épingle a cheveux!2. Cette digestion mene a la formation d'un duplex de deux miARNSs

potentiellement matures qui est ensuite dissocié. Si les deux miARNs complémentaires
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persistent parfois, généralement seul un des deux est fonctionnel tandis que lautre est
dégradé!’. Chaque brin fonctionnel s'associe a DICER, TRBP et aux protéines
ARGONAUTE (AGO 1-4) pour former le RNA-Induced Silencing Complex (RISC)21.
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Figure 1: Voie canonique de biosynthése des miARNs (extraite de Fregeac et al.
2016).Pol-1I ou Pol-III transcrivent le gene de miARN en un pri-miARN clivé par DROSHA et
DGCR8 en un pree-miARN de ~70nts. Apreés son transport dans le cytoplasme par
PEXPORTINE 5, le pre-miARN est clivé par DICER et TRBP, créant un duplex de miARNs
matures. Généralement, un seul des deux brins est fonctionnel tandis que l'autre est dégradé.
Ensuite, le miARN mature, les protéines AGO, DICER et TRBP s’associent pour former le
RISC. En fonction de si la complémentarité entre le miARN et son ARNm cible est parfaite ou
non, le RISC dégrade ou inhibe la traduction de PARNm respectivement.
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3 - Les voies de biosynthése non canoniques

Au cours des dernieres années, plusieurs voies alternatives a la voie canonique ont
été découvertes, décrivant notamment des voies de biosynthése indépendantes du
complexe microprocesseur ou de DICER722. La Figure 2 décrit les principales voies non
canoniques de biosynthése de miARNES.

La voie des mirtrons fut la premicre décrite en 2007 chez la drosophile et C.
elegans®>?**. Les mirtrons sont codés dans des introns de petite taille et produits sans
Iintervention du complexe microprocesseur. Apres épissage et débranchement du lasso,
I'intron adopte une structure tige-boucle de type pre-miRNA. Ces pre-miARNs rejoignent
alors la voie canonique en étant transporté dans le cytoplasme par 'EXPORTINE 5 et
pris en charge par Dicer?*. Contrairement aux miARNs produits par la voie canonique,
aucun mirtron n'est conservé entre vertébrés et invertébrés?2. Aujourd’hui, environ 1000
mirtrons ont été identifiés chez les mammiferes?.

Les séquences de miARNs peuvent également étre insérées dans des séquences
d’ARNSs non codant, comme les petits ARNs nucléolaires (snoARNs). Ce type de miARN
peut étre produit en suivant la voie canonique?® ou indépendamment du complexe
microprocesseur?’. Les petits ARNs en épingle a cheveux (shARNSs) sont une autre source
de miARNs produits sans nécessiter l'action de DROSHA ou DGCR828. Enfin, les ARNs
de transfert (ARN¢t) constituent le dernier type d'ARN pouvant mener a la production de
miARNs?. La voie de synthese a partir ’ARNt est rapportée comme la voie prévalente
chez les virus3%:31,

Si toutes les voies non canoniques décrites jusqu'a présent peuvent se passer du
complexe microprocesseur, elles nécessitent cependant la prise en charge du pre-miARN
par DICER. Peu de miARNSs ont été rapportés comme pouvant se passer du clivage par
DICER. Clest le cas de miR-457 dont le pri-miARN est digéré par le complexe
microprocesseur mais dont le pre-miARN est directement chargé sur AGO23233 avant

d’étre clivé par AGO2 et PARN, une ribonucléase poly-A spécifique (Fig.2)3*.
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Figure 2: Voies de biosynthése non canoniques des miARNs (modifi¢é d’aprés Ha et al.
2014) Les miARNs provenant d’introns (mirtrons) ou d’ARNs non codant (snoARN ou ARNt)
sont pris en charge par DICER mais ne nécessitent pas 'action de DROSHA et DGCRS. Plus
rarement, certains miARNs comme m7R-457 peuvent se passer de DICER et étre clivés
directement par AGO2 et PARN.
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4 - Régulation de la biogenése des microARN's

Au-dela de la régulation de la transcription du pri-miARN par I'ARN polymérase
II, chaque étape de biogenese est finement controlée. L’activité et la localisation de
DROSHA et DGCRS, les protéines formant le complexe microprocesseur, sont régulées
par différentes modifications post-traductionnelles ainsi que par leurs interactions avec

d’autres protéines’>38. Par exemple, l'acétylation de DROSHA prévient sa dégradation?
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tandis que l'interaction de DGCRS8 avec la forme phosphorylée de MECP2 inhibe
l'activité du complexe microprocesseur®. Indépendamment de ces mécanismes, des
ribonucléases peuvent dégrader les miARNs immatures. C’est le cas de MCPIP-1, une
endoribonucléase, dont la sur-expression conduit a la réduction de la quantité de pre-
miARN sans affecter la quantité de pri-miARN?.

De la méme manicre, les étapes de maturation se passant dans le cytoplasme
dépendent de nombreux facteurs. Le miARN /-7 a été décrit comme ciblant I'ARNm de
DICER, induisant une boucle de régulation négative de la production de miARNs#. La
localisation et 'activité des protéines AGO peuvent étre régulées par des évenements de

phosphorylation distincts*#? tandis que leur interaction avec les miARNS les stabilise®.

5 - Fonctions et modes d'action des microARN's

La majorité des miARNs régulent négativement la traduction des ARNm en se
fixant sur leur région 3’ terminale (3’UTR)%8!1. La région d’interaction entre le miRNA et
I’ARNm cible ("seed" en anglais) est composée des nucléotides 2 2 8 du miARN mature.
Cependant, de plus en plus d'exceptions sont décrites. Certains miARNs peuvent se fixer
dans le 5'UTR ou la région codante®, activer la traduction*#” ou interagir avec leur
ARNmMm cible indépendamment de la région seed*®.

En cas de complémentarité parfaite entre la seed du miARN et le site de fixation
sur I'ARNm, ce dernier est directement dégradé par le RISC et plus particulierement par
'endonucléase AGO21849, Dans la majorité des cas cependant, les deux séquences ne sont
pas enticrement complémentaires et leur appariement mene a l'inhibition de la traduction
de I'ARNm cible (Fig.1). Cette inhibition se fait principalement par la déadénylation de
IARNm et la dégradation de sa coiffe, le rendant incapable de s’associer aux ribosomes>.
Dans les deux cas, 'ARNm n'est pas traduit, menant a une réduction de la quantité de
protéine pour laquelle il code.

Les miARNSs sont exprimés et nécessaires des le développement et tout au long de

29



la vie de la majorité des organismes*»1.52. Les miARNs sont impliqués dans toutes les
grandes fonctions et notamment l'apoptose, 'autophagie™, la croissance cellulaire!?4, la
différenciation cellulaire® ou encore la réponse inflammatoire>>. Ils participent
également a l'étiologie de nombreuses maladies. Dés 2002, des miARNs ont été
incriminés dans le cancer? mais aussi dans les maladies cardiovasculaires®®, auto-
immunes® ou encore neurodégénératives®.

Chaque miARN a des fonctions qui lui sont propres et un profil d’expression
spécifique a certains stades de développement, organes ou types cellulaires. La fonction de
certains miARNs peut également dépendre de leur localisation dans la cellule. C'est par
exemple le cas de 7zR-734 qui a un réle spécifiquement dans les dendrites des neurones!”.

Bien que chaque miARN soit finement régulé, de nombreux cas d’actions en
synergie afin de réguler les mémes genes ou fonctions cellulaires ont été décrits®. Cela est
notamment le cas durant le neurodéveloppement comme il sera discuté plus loin dans le
manuscrit. Différents modeles d'actions convergentes sont proposés en Figure 3. Si
plusieurs miARNs peuvent réguler le méme gene (Fig.3A), il leur est également possible
de cibler différents acteurs d'une méme voie de signalisation (Fig.3B) ou de voies de
signalisation distinctes ayant la méme fonction biologique (Fig.3C).

Les miARNs et leur mode d’action (genes/fonctions ciblés) sont souvent
¢évolutivement conservés chez les plantes®! d'une part et les animaux'4 de l'autre. Par
exemple, miR-146a, principalement connu pour son role de régulateur de la voie NFxB
chez ’homme et la souris, est également un régulateur de la réponse inflammatoire chez le

poisson zebre®2,
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Figure 3: Modes d’action convergents des miARNSs (extrait de Barca-Mayo et al. 2014).
(A) Plusieurs miARNs s’apparient au méme ARNm afin d’accentuer son inhibition. (B) Un ou
plusieurs miARNs ciblent différents génes de la méme voie de signalisation afin de moduler son
activité. (C) Un ou plusieurs miARNs inhibent expression de protéines impliquées dans des
voies distinctes ayant une fonction biologique commune.

6 - Conclusion

Quelque soit Iélément génomique codant pour un miARN (unité
transcriptionnelle indépendante, autre ARN non codant ou ARNm), I'expression des
miARNSs est tres finement controlée. I n’est donc pas surprenant que le modele souris
mutant pour Dicer soit 1étal au stade embryonnaire?. L’inactivation conditionnelle de Dicer
cause également de séveres défauts dans le cerveau®t% tandis que son ablation dans les
muscles lisses vasculaires est 1étal®. Ces observations soulignent I'importance des
miARNSs dans toutes les fonctions de 'organisme. Inversement, la dérégulation d’un seul
miARN peut causer des défauts d’expression de plusieurs centaines de genes et étre en
partie responsable de I'apparition de certaines maladies.

Les miARNs produits par les différentes voies non canoniques représentent une

proportion importante des miARNs matures. De plus, ils ont un réle trés proche des
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miARNs "classiques", méme s’il est parfois possible de fonctionnellement distinguer les
différentes sous classes. Par exemple, des miARNs non canoniques ont ¢été
spécifiquement associés a des pathologies telles que le psoriasis®” ou le diabete®®. 11 est
important de noter que, si une partic non négligeable des miARNs matures peut-étre
produite indépendamment du complexe microprocesseur, le modele murin inactivé pour
Dger§ est également 1étal??, indiquant un besoin de I'ensemble du réseau de miARNs pour
assurer la survie de 'organisme. Il est également possible que la quantité de miARNs
pouvant se passer du complexe microprocesseur ou de DICER soit encore-sous estimée.
Le nombre de miARNSs chez un organisme est inversement corrélé a la proportion
de son génome codant!®. La majorité du génome codant est conservé et pourtant de
grandes différences existent dans l'anatomie et le fonctionnement du cerveau entre
I’homme et les grands singes (Fig.4). L’évolution des miARNs peut en revanche étre
beaucoup plus rapide que celle des genes codant pour des protéines!®. Les miARNS, et les
ARNSs non codant en général, ont donc été proposés comme ayant un role majeur dans la

rapide évolution de la taille et de la complexité du cerveau chez les primates!>%,

Primate Brain Evolution

8 mya @ Gorilla
S

15 mya Orangutan
-y

2o | Ry Prems

Split from human lineage
(mya: million years ago)

Figure 4: Evolution de la taille du cerveau chez les primates (modifié d’aprés Barry et al.
2014).
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II — Le neurodéveloppement normal et
pathologique

A - Le neurodéveloppement physiologique chez

la souris

1 - Introduction générale

Le développement du cerveau chez les mammiferes fait intervenir une succession
de mécanismes complexes permettant d’assurer séquentiellement les étapes de
neurulation, de régionalisation, de développement du cortex puis de la synaptogencse.
L’ensemble de ces processus s’étale sur une grande période de temps. Ainsi, chez la
souris, la neurulation, la différenciation de I’ectoderme en deux feuillets distincts,
I'ectoderme de surface et le neuroectoderme, débute au jour embryonnaire 7.5 (E7.5)7.
Par la suite, différents processus s’enchainent afin de former I’ébauche du systeme
nerveux durant le reste de la vie embryonnaire et les premiers jours de vie, le cerveau
n’atteignant 95% de sa taille finale quau moment du sevrage, soit 21 jours apres la
naissance (P21)7!. Dans cette partie, je ne traiterai que des principales étapes en me

focalisant sur les points pertinents pour la suite du manuscrit.

2 - Le développement précoce et la neurulation

L’endoderme, le mésoderme et Iectoderme constituent les trois feuillets
embryonnaires précoces donnant naissance a tous les types cellulaires de l'organisme
adulte. A Iissue de la gastrulation, la premiére ébauche de systéme nerveux se forme via
un processus dit de neurulation. Les Bone Morphogenic Proteins (BMP) et NODAL font
partie de la superfamille du facteur transformant 8 (TGF-B) et constituent les principaux

effecteurs du développement neural précoce™. A E7.5, la présence de NODAL induit la
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spécialisation de I'ectoderme et la perte de son potentiel endoderme/mésoderme. BMP4
promeut ensuite la différenciation en ectoderme de surface, qui deviendra plus tard la
peau, tandis que linhibition de BMP4 par NOGGIN conduit a la formation du
neuroectoderme (Fig.5A).

Ensuite, le neuroectoderme s’aplatit et s’épaissit afin de constituer la plaque
neurale. La créte neurale, constituée de cellules multipotentes dont la majorité des
neurones et cellules gliales du systeme nerveux périphérique sont issus, se forme a
chacune des extrémités de la plaque neurale’. Une élongation et convergence des cellules
de la plaque neurale sont médiées par la voie de signalisation Sonic Hedgehog (Shh),
activée dans la notochorde, et les protéines BMP, exprimées dans la créte neurale. De tels
signaux induisant 'organisation des tissus sont appelés morphogenes. Ces comportements
cellulaires créent une invagination avec un bourrelet neural a chaque bord se refermant
progressivement afin de former le tube neural (Fig.5B)776. La fermeture du tube neural
s’'initie 2 E8.5 dans la région joignant le cerveau aux cervicales et se poursuit jusqu’a E10.5
dans la région la plus caudale de la moelle épiniere’>76. Les cellules neuroépithéliales (NE),
dérivées du tube neural, constituent la premic¢re population de progéniteurs neuraux et
induisent le début de la neurogenése, un processus menant a la naissance des neurones et

se déroulant entre E11 et E1777-79,

A B
E7Z.5 Neural plate Neural fold Neural tube
Dorsal A8
—> Surface ectoderm
Neural crest Neural plate
/ E}MPs
J > Neurcecioderm e SH-H :\] c
"4 Mesoderm .
o sl NODAL SHH ®

Notolchord
Ventral

Figure 5: Différenciation du neuroectoderme (modifi¢ d’aprés Li et al. 2013) et
neurulation (modifi¢ d’aprés un cours de Puniversité de I’Utah). (A) L’ectoderme se
différencie de 'endoderme et du mésoderme suite a I'expression de NODAL. BMP4 induit
ensuite la production d’ectoderme de surface tandis que son inhibition par NOGGIN permet au
neuroectoderme de se former. (B) En réponse a la voie Shh en position ventrale et aux BMPs
dans la créte neurale, la plaque neurale s’invagine et se referme afin de donner naissance au tube
neural.
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3 - La régionalisation du systéme nerveux

La neurulation constitue la premicre étape de régionalisation du systeme nerveux
en établissant un axe dorso-ventral apres invagination (Fig.5B) et un axe rostro-caudal en
propageant la formation du tube neural vers le cerveau embryonnaire d’une part et le long
de la moelle épiniere d’autre part. Quatre régions principales se distinguent ensuite le long
de Tlaxe rostro-caudal: le prosencéphale (forebrain ou FB en anglais) contenant
notamment le néocortex, le mésencéphale (midbrain ou MB en anglais) dont seront issus
la substantia nigra et le tectum entre autres, le rhombencéphale (hindbrain ou HB en

anglais) qui deviendra la moelle allongée, le pont et le cervelet et la moelle épiniere®?.
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Figure 6: Régionalisation du cerveau embryonnaire (modifi¢ depuis Suzuki et al. 2015 et
Parker et al. 2017). (A) Représentation de la régionalisation du FB, du MB, du HB et de la
moelle épinicre selon les axes dorso-ventral et rostro-caudal en réponse aux morphogenes. (B)
Régulation de la formation des rthombomeres et de leur innervation par 'expression des genes
Hox. Le gradient de couleur pour chaque géne est proportionnel a son niveau d’expression.
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Durant le processus de régionalisation, la voie Shh et les BMPs continuent a
promouvoir un destin ventral et dorsal respectivement mais ne constituent pas les seuls
morphogenes impliqués. L’activation de la voie Wnt induit une dorsalisation de la méme
maniere que les BMPs mais également une caudalisation. La voie Wnt, en concomitance
avec le facteur de croissance de fribroblastes 8 (fibroblasts growth factor 8 ou FGF8 en
anglais), est également nécessaire pour la séparation du MB et du HB3. OTX2, un facteur
de transcription, est lacteur majeur de la régionalisation rostrale du cerveau
embryonnaire, la délétion du gene Orx2 induisant une absence totale du FB et du MB#®!.
L’acide rétinoique (Retinoic acid ou RA en anglais), une molécule synthétisée a partir du
rétinol, induit quant a lui un destin caudal®. De plus, beaucoup de ces morphogenes sont
antagonistes. Notamment, les voies Wnt et Shh s’inhibent mutuellement®? tandis que le
RA réprime lexpression d’OTX28!. La Figure 6A résume l'action des principaux
morphogenes lors de la régionalisation du cerveau murin.

Les genes Hox (de Panglais "homeobox") codent des facteurs de transcription
responsables du développement des membres et de la colonne vertébrale notamment®? et
la dérégulation d’un seul de ces genes peut causer des défauts morphologiques majeurs®*.
Il existe 39 genes Hox chez 'homme et la souris répartis en quatre clusters HOXA-D.
Lors du neurodéveloppement, le HB se segmente en 7 parties appelées thombomeres
sous le controle des genes Hox. Le gradient d’expression des genes Hox régule également

I'innervation des neurones nés dans le HB (Fig6B)®>.

4 - La neurogenese dans le néocortex

Dans le néocortex des mammiféres, la neurogenese est un mécanisme dynamique
et finement régulé assurant la différenciation de plusieurs types de progéniteurs en
neurones®®. Deux types principaux de progéniteurs neuronaux coexistent dans le
néocortex de souris: les cellules de la glie radiaire apicale (apical radial glia ou aRG en
anglais) et les progéniteurs intermédiaires (intermediate progenitors ou IP en anglais)87.8,

Les aRG sont issues des cellules NE8%-0 et sont localisées dans la zone
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ventriculaire (ventricular zone ou VZ en anglais). Le noyau des aRG exécute le processus
de migration nucléaire intercinétique (interkinetic nuclear migration ou INM en anglais):
une migration de haut en bas le long de I'axe apico-basal dépendante de leur phase du
cycle cellulaire. Les aRG ont leur position la plus basale, pres de la zone subventriculaire
(subventricular zone ou SVZ en anglais), en phase S tandis que leur mitose se déroule a la
surface apicale de la VZ (Fig.7)891. Bien qu’un groupe d’aRG non différenciés soit
maintenu par division symétrique tout au long de la neurogenese pour assurer la
production de cellules gliales plus tard pendant le neurodéveloppement?%90:92.93 ]a mitose
des aRG peut également étre asymétrique, donnant naissance soit a un neurone

différencié soit a un 186,

E12-El7
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(NEUN+)
/A\ A |Z
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Symmetric division ‘ | Symmetric or asymmetric division |

Figure 7: La neurogenése dans le néocortex (extrait de Fregeac et al. 2018, soumis). Les
NE se différencient en aRG entre E10 et E11. Les aRG, exprimant PAXG6 et effectuant 'INM
dans la VZ, peuvent effectuer une division symétrique afin de renouveler la population ou
asymétrique en donnant naissance soit a un neurone soit a un IP. Les IP expriment TBR2 et
restent dans la SVZ. IIs se différencient en neurones apres un ou deux cycles cellulaires. Une fois
différenciés, les neurones migrent vers la plaque corticale afin d’acquérir leur position et identité
tinales.
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Les IP ne sont pas attachés a la surface apicale et ne font pas PINM. Ils restent et
se divisent dans la SVZ87:8894, Contrairement aux aRG, les IP ne donnent naissance qu’a
des neurones et ne sont pas maintenus en tant que progéniteurs; ils se différencient apres
un cycle cellulaire ou deux au plus8687. Il est également possible de distinguer les deux
types cellulaires par leur profil d’expression, les marqueurs les plus communément utilisés
étant PAXG6 pour les aRG et TBR2 pour les IP (Fig.7)%. Apres leur différenciation, les
neurones migrent basalement vers leur position finale, acquicrent leur identité neuronale
et expriment des marqueurs post-mitotiques tels que NEUN.

La progression et la sortie du cycle cellulaire doivent donc étre finement
coordonnées afin de générer un systeme nerveux central (SNC) fonctionnel. De
nombreux régulateurs transcriptionnels et voies de signalisation sont impliqués dans la
régulation de I’équilibre entre prolifération et différenciation des progéniteurs neuraux.
Les voies Notch et NFxB induisent 'expansion des aRG et inhibent la différenciation
neuronale?>. De plus, elles semblent agir de facon concomitante puisque la signalisation
NFxB induit Pexpression de TBR2 et la différenciation en IP des aRG quand la voie
Notch est éteinte?. La voie Shh régule de nombreux aspects de la prolifération et de la
différenciation des cellules souches neurales tout au long de la neurogenese®? tandis que la
voie Wnt/B-catenin favorise la prolifération des aRG lors de la corticogenéese précoce?”

mais induit la différenciation neuronale par la suite?.

5 - Mise en place de P’architecture corticale et migration neuronale

Le cortex mature de souris est composé de 6 couches numérotées de 1 (zone la
plus superficielle, proche du crane) a 6 (zone la plus profonde, proche du corps calleux)
(Fig.8a). Les premiers neurones, principalement des neurones de Cajal-Retzius, se
différencient a E10.5 et migrent vers la position la plus basale du neocortex appelée la
préplaque (PP)#%. La plaque corticale (cortical plate ou CP en anglais) se forme lorsque les
premiers neurones de projection, nés a E11.5, atteignent la PP%. Suite a l'arrivée de cette

premiere vague de neurones, la PP se fracture en deux parties venant entourer la CP: la

38



zone marginale (marginal zone ou MZ en anglais) au-dessus et la sous-plaque (SP) en
dessous (Fig8a). La CP s'étend ensuite progressivement au cours de la neurogenese afin
de former les couches 2 a 6 du cortex mature entre la MZ, qui deviendra la couche 1, et la
SP100,101_

Au moment de sa sortie du cycle cellulaire, le neurone nouvellement formé
s'attache 2 un aRG qui lui sert de guide dans sa migration vers la CP101-103. Cependant,
peu de neurones migrent directement apres leur différenciation. Dans la majorité des cas,
la migration des neurones issus des aRG comporte plusieurs étapes. Le jeune neurone
commence par migrer vers la SVZ ou il reste immobile entre 24 et 36h avant d'étendre
des extensions vers la VZ et de se déplacer vers la surface apicale. Ce n'est qu'apres avoir
¢té en contact avec la VZ qu'ils changent de polarité et initient leur migration finale!03. La
majorité des neurones issus des IP, qui sont déja dans la SVZ au moment de leur
différenciation, effectuent également ce mouvement rétrograde vers la VZ avant de
migrer vers la CP!03, Une fois sa destination atteinte, le neurone se détache du
prolongement de 1'aRG auquel il s'était fixé et acquicre son identité de neurone mature!%4,
Les neurones de la MZ et de la SP sont les premiers a acquérir leur morphologie mature
et a former des synapses. Ils contribuent également a la migration et la synaptogenese des
neurones de la CP100.105 Par la suite, le jour de naissance des neurones détermine la
couche corticale dans laquelle ils migrent, les couches les plus profondes étant les
premicres a étre peuplées. Par exemple, les neurones se différenciant a E12.5 integrent la
couche 6 tandis qu'un neurone né a E14.5 migre en couche 4 (Fig.8B)!%. Les neurones se
différenciant aux stades plus tardifs de la neurogenese doivent donc migrer a travers les
couches de neurones matures afin d'atteindre leur destination finale.

La migration neuronale décrite dans cette section correspond au mécanisme
spécifique des neurones de projection glutamatergiques du télencéphale dorsal qui
représentent 75 a 85% de tous les neurones corticaux®. Les 15-25% de neurones restant
correspondent aux interneurones GABA-ergiques nés dans les éminences ganglionnaires
(ganglionic eminence ou GE en anglais) du télencéphale ventral avant de migrer
latéralement jusqu’au télencéphale dorsal, d’interagir avec les aRG et de migrer le long de

I’axe apico-basal vers la VZ ou la CP (Fig.8C)!07.
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Figure 8: Formation des couches corticales et migration neuronale (modifi¢é depuis
Sakayori et al. 2013, Rodriguez et al. 2012 et Yokota et al. 2007). (A) Les premiers neurones
formés migrent afin de former la PP. L’arrivée des premiers neurones de projection crée la CP,
séparant la PP en deux parties: la MZ et la SP. Les couches corticales les plus profondes se
forment ensuite en premier tandis que les couches superficielles n’apparaissent qu’a la fin de la
neurogenese. (B) Modélisation de la migration neuronale. Les premiers neurones a se différencier
migrent dans les couches les plus profondes, forgant les neurones des couches plus superficielles
a migrer au travers des neurones préexistants. (C) Les interneurones se différencient dans les GE
avant de migrer longitudinalement jusqu’au neocortex puis selon ’axe apico-basal afin de prendre
leur place dans les couches corticales.

6 - Formation et fonctionnement de la synapse

La formation d’un réseau neuronal fonctionnel dépend de I’établissement de
nombreuses connexions synaptiques appropriées, un processus appelé synaptogenese. Si
les neurones étendent des projections peu de temps apres leur différenciation, les
premicres synapses ne se forment qu’apres la naissancel®. Les neurones commencent par

développer des expansions cytoplasmiques: les neurites. Ces prolongements se
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répartissent en deux classes: I'axone (un seul par neurone) et les dendrites. Dans la phase
précoce du développement, axones et dendrites se confondent, puis ces prolongements se
différencient en de nombreuses dendrites (réception de l'information) et un unique axone
(propagation de l'information).

La guidance axonale est le mécanisme permettant la progression dirigée de I’axone
vers sa cible. Il est médié par des gradients de molécules sécrétées telles que les nétrines
ou par contact physique avec d’autres cellules!®. Lorsque des axones partagent la méme
origine spatiale et sont guidés vers la méme destination, ils s’associent physiquement pour
tormer des groupes d’axones appelés fascicules comme c’est le cas dans le corps calleux.
A la fin du processus de guidance axonale, une synapse se forme a la jonction de I’axone
avec les dendprites issues d’un autre neurone. Ainsi, la neurotransmission s’établit et le
second neurone rec¢oit des informations du premier sous forme de stimuli électriques et
chimiques!®.

Cependant, le bon fonctionnement d’une synapse nécessite plus que le contact
entre deux neurones; les cellules gliales jouent également un réle important (Fig.9). Les
astrocytes participent a toutes les étapes de la vie d’une synapse, de la synaptogencse a la
neurotransmission. Notamment, ils fournissent de 'oxygene et du glucose aux neurones
via leur connexion aux vaisseaux sanguins et préviennent la mort des neurones causée par
une trop forte concentration de neurotransmetteurs en les capturant et en les
métabolisant'!’. En produisant les gaines de myéline, constituées de lipides et de
protéines, autour des axones, les oligodendrocytes sont indispensables a la transmission
du signal électrique!’l. Enfin, la microglie dégrade les connexions anormales en les
phagocytant!1?,

Afin d’assurer la maturation finale des circuits neuraux, certaines projections
dendritiques et axonales (et donc certaines synapses) doivent ¢tre éliminées; il s’agit de
I’élagage synaptique!!?. Il est important de noter que ces projections surnuméraires ne
sont pas nécessairement créées par erreur et peuvent avoir un role dans le développement
des connexions neuronales. L’élagage est régulé par différents mécanismes incluant une
signalisation active des caspases induisant la dégradation des projections et la compétition

pour les facteurs de survie, tels que les neurotrophines, auxquels seulement certains
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neurones ont acces. De plus, un élagage anormal est associé au développement de

maladies telles que la schizophrénie!!2.

Oligodendrocyte
wraps myelin around
multiple axons

Microglia

Blood vessel
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wrap around the
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7 - Conclusion

Figure 9: Composition d’une
synapse (extrait de Allen et al.
2009). L’axone du neurone
présynaptique entre en contact
avec les dendrites du neurone
post-synaptique afin de former
une synapse. Les oligodendrocytes
forment une gaine de myéline afin
d’assurer une transmission
correcte du signal électrique tandis
que les astrocytes fournissent des
nutriments aux neurones tout en
capturant les neurotransmetteurs
de la fente synaptique. ILa
microglie aide a la formation de la
synapse  en  dégradant  les
projections anormales.

Les mécanismes intervenant durant le développement du cerveau, et notamment

des neurones, se font de facon séquentielle, un processus en déclenchant un autre

(Fig.10). L altération d’un de ces mécanismes affecte également ceux a suivre, entrainant

un défaut développemental comme il sera discuté par la suite.

Les progéniteurs neuraux, et particulicrement les aRG, apparaissent tot dans le

neurodéveloppement et sont impliqués dans toutes les étapes de différenciation et de

migration neuronale ainsi que dans la formation des couches corticales. Ils donnent
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également naissance aux cellules gliales une fois la neurogenese terminée et constituent
probablement le type cellulaire le plus important dans le développement du néocortex. Il
n’est donc pas étonnant de constater que des défauts dans ces progéniteurs ont des
conséquences déléteres sur le nombre, la position et le fonctionnement des neurones
matures!3-115, Par exemple, la délétion du gene Afadin, une protéine plateforme reliant les
molécules d’adhérence telles que la nectine au cytosquelette d’actine, perturbe les
jonctions adhérentes des aRG, ayant pour conséquence une migration neuronale
anormale et un phénotype de double cortex chez la souris!>.

La différenciation et la migration neuronale étant synchronisées, un défaut de
sortie de cycle cellulaire conduit a un défaut de formation des couches corticales'!¢. Cela
est particuliecrement important lorsque 'on sait que la position d’un neurone détermine la
direction de ses projections!!”. Plus précisément, les neurones des couches 1 et 4 étendent
leurs projections localement dans le cortex tandis que ceux des couches 2 et 3 envoient
leurs axones a travers le corps calleux jusqu’a 'hémisphere controlatéral. Les neurones des
couches 5 et 6 sont les seuls en entrer en contact avec d’autres régions du systeme

nerveux telles que la moelle épiniére ou le thalamus!!”.
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Figure 10: Organisation temporelle du développement neuronal chez la souris (extrait de

Farhy-Tselnicker et al. 2018)



B - Les maladies du neurodéveloppement

1 - Introduction générale

Les maladies du neurodéveloppement (MND) regroupent des pathologies
extrémement diverses telles que la déficience intellectuelle (DI), les troubles du spectre
autistique (TSA), le trouble du déficit de l'attention, les dysphasies, les dyspraxies, les
dyslexies ou la prosopagnosie qui ont en commun de résulter d'un développement
atypique du SNC. Elles se manifestent des I'enfance par des troubles du développement
de la perception, de la mémoire, du langage, de I'attention, des fonctions exécutives et/ou
de la cognition sociale notamment. Avec une prévalence globale de 3%, les MND sont
responsables de 10% des dépenses de santé dans les pays développés et constituent donc

un défi médical et socio-économique majeur. La suite du manuscrit ne traitera que des

TSA et dela DI.

2 - Troubles du spectre autistique: Historique et définition

clinique

Le mot "autisme", du grec autds signifiant "soi-méme", fait son apparition en 1911
dans l'ouvrage du psychiatre suisse Eugene Bleuler ou il est utilisé pour désigner le
détachement de la réalité vécu par les patients schizophrenes. En 1943, le psychiatre
américain Leo Kanner utilise ce terme pour décrire un nouveau syndrome, les "troubles
autistiques du contact affectif" et rapporte le cas de huit garcons et trois filles qu’il a suivis
pendant cinqg ans'18.

L'année suivante, le pédiatre Hans Asperger publie une étude décrivant quatre
garcons chez lesquels il observe des troubles de la communication et de I'empathie, et une
tendance a considérer les autres personnes comme des objets!1?. Il fait alors mention de

"psychopathie autistique héréditaire", introduisant la notion de transmission de l'autisme
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des parents a l'enfant. Ses travaux publiés en allemand resteront cependant méconnus
jusqu'a ce que la psychiatre anglaise Lorna Wing les fasse connaitre a la communauté
scientifique en 1981120,

Pour mieux rendre compte de 'extréme diversité des présentations cliniques des
personnes autistes, la derniére et cinquieme édition du manuel diagnostic et statistique des
troubles mentaux (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders ou DSM-5) a
choisi une approche plus dimensionnelle et fait disparaitre les précédentes catégories du
DSM4 (le trouble autistique, le syndrome d'Asperger, le trouble envahissant du
développement non spécifié et le trouble désintégratif de l'enfant) au profit d’un spectre
incluant toutes les formes d'autisme et en proposant de préciser le retentissement du
trouble sur la vie sociale, les apprentissages et la vie professionnelle.

Les TSA, dont la prévalence est estimée a 19121122 se caractérisent par des déficits
persistants dans la communication et des interactions sociales dans de multiples contextes
ainsi que par des modes restreints et répétitifs de comportements, d'intéréts ou d'activités.
Ces symptomes apparaissent durant la période de développement précoce et les TSA sont
généralement diagnostiqués avant l'age de trois ans!2%124 mais il arrive que le diagnostic ne
soit posé qu’a I'adolescence ou lage adulte, en particulier en 'absence de déficience

intellectuelle.

3 - Déficience intellectuelle : Historique et définition clinique

Historiquement, les personnes souffrant de DI étaient appelés "idiots" ou
"imbéciles congénitaux". Ce n’est qu'au 19¢me siecle que les premicres études cliniques sur
ces patients sont rapportées. En 1842, Macartney étudie l'anatomie du cerveau de
plusieurs "idiots" apres leur mort et celui d’'un chimpanzé dans 'espoir de comprendre
leurs différences avec le "cerveau parfait de 'homme" (Macartney J. On the Minute
Structure of the Brain, in the Chimpanzee and in The Human Idiot, Proy Med | Retrosp Med
Sei. 1842 Nov26; 5(113): 166—168). Trente ans plus tard, Bradley décrit un patient en

prenant soin de ne pas s’intéresser qu'au cerveau; il rapporte son historique familial, les
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¢tapes de son développement, son poids, ses habitudes etc... et constitue une des
premiceres études de cas clinique moderne (Bradley S. Description of the Brain of an Idiot,
[ AnatPhysiol. 1871 Nov; 6(Pt 1): [65]-75, 512-9).

Au début du 20¢e siecle, la terminologie change et le retard mental est considéré
comme une pathologie a part enticre. Binet et Simon créent en 1905 le premier test
psychométrique afin de mieux décrire et quantifier le retard de chaque patient. Les
psychiatres cherchent alors non seulement a comprendre sa prévalence mais aussi a en
déterminer les possibles causes et traitements. En 1907, Bryan propose un systeme afin de
mesurer 1’étendue du retard mental dans le systeme scolaire (Bryan ]. A Method for
Determining the Extent and Causes of Retardation in a City School System, Psycho/
Clin. 1907 Apr 15;1(2):41-52). La méme année, Witmer décrit le retard mental comme
pouvant étre causé uniquement par le manque d’évolution et de stimulation du cerveau,
attribuant la maladie a de la "négligence" du développement des capacités plutdét qu’a un
défaut de cerveau a la naissance!?>. Peu de temps apres, la notion de stimulation, physique
cette fois, revient dans l'article de Blanche Sterling qui propose des séances de sport
comme faisant partie intégrante du traitement du retard mental (Sterling B.Gymnastics as
a Factor in the Treatment of Mental Retardation, Psycho/ Clin. 1908 Dec 15;2(7):204-211).

La DI est aujourd’hui définie par le DSM-5 comme une faiblesse généralisée des
capacités mentales avec un impact sur le fonctionnement adaptatif des trois domaines
suivants : le domaine conceptuel (langage, lecture, écriture, mathématiques, raisonnement,
connaissance, mémoire, temps, espace, argent..), le domaine social (empathie,
responsabilité sociale, jugement social, compétences de communication interpersonnelle,
méfiance/naiveté appropriée, capacité a créer et maintenir des relations amicales, capacité
a résoudre les problemes sociaux...) et le domaine pratique (autonomie : hygicne,
utilisation de moyens de transport, responsabilités professionnelles, gestion du budget,
gestion de l'emploi du temps, organisation du travail...).

Tout comme pour les TSA, le DSM-5 se propose de classer les cas de DI,
touchant 2 a 3% de la population générale, en fonction de leur sévérité et du degré
d’assistance dont les patients ont besoin. Quatre sous types ont été décrits en 2000: la DI

légere, modérée, sévere ou profonde!?®.
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4 - Anomalies génomiques impliquées dans les maladies du

neurodéveloppement

L’origine génétique des MND fut évoquée des la fin du 19¢me siécle. La description
en 1943 par Purdon Martin et Bell d’un arbre généalogique de DI liée a I'’X avec une
morphologie devenant caractéristique avec I’age, puis la découverte en 1959 par Gautier,
Lejeune et Turpin d’'un chromosome 21 surnuméraire chez les patients atteints du
syndrome de Down!?’” marquent les débuts de la génétique médicale dans le domaine des
MND. A partir de la fin des années 1980, les études de jumeaux et les études familiales
ont également démontré le role de facteurs génétiques dans ’étiologie de I'autisme, jusque
la majoritairement considéré comme une défaillance des interactions précoces mere-
enfant.

Le développement des techniques d’analyse du génome a haut débit de plus en
plus performantes au cours des derni¢res décennies a permis un immense gain en
sensibilité pour la détection d’évenements génétiques, remaniements chromosomiques et
mutations ponctuelles. Le nombre de publications reportant un diagnostic réalisé grace a
du séquencage a haut débit a augmenté de fagon exponentielle entre le début des années

2000 et ces dernicres années (Fig.11)128.

47



200
180
160
140

120

100
B0
=14}
40
S REE
M ERE
2008

2005 2007

Number of papers

2009 2010 2011 2012 2013 2014

year

Figure 11: Augmentation avec le temps du nombre de publications rapportant un
diagnostic de DI réalisé grice au séquengage a haut débit (modifié depuis Chiurazzi et
al. 2016)

La CGH array permet d’identifier dans environ 10-15% des cas de TSA2L129 et 25-
30% des cas de DI'30 des anomalies chromosomiques telles que des variations du nombre
de copies (copy number variants ou CNVs en anglais) mais aussi des aneuploidies
(nombre anormal de chromosomes), des inversions et des translocations. Plusieurs études
ont notamment montré un enrichissement en CNVs de novo chez les patients avec TSA
comparé aux témoins, suggérant une possible hérédité multigénique dans certains
cas2L3LI32 T4 trisomie 21 est 'anomalie chromosomique la plus fréquente de DI avec
une prévalence de 1/800 dans la population générale, tandis que la duplication 15q11-13
et les délétions 2q37 et 22q13.3 sont les anomalies chromosomiques les plus souvent
retrouvées dans les TSA avec une prévalence moindre de 'ordre de 1% des cas de TSA133.
L’augmentation de la sensibilité des technologies de microarray permet de détecter des
anomalies chromosomiques de plus en plus petites (~100kb) et jusqu’a 15-20% des cas de
DI pourraient étre expliqués par des CNVs de petite taille!34. Ia détection de micro-

réarrangements comportant peu de genes a également permis d’identifier de nouveaux
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genes candidats qui sont ensuite validés par la mie en évidence de mutations ponctuelles
chez d’autres patients'.

Les techniques de séquencage haut débit (whole exome et whole genome) ont
permis de recenser pres de 1000 genes impliqués dans les TSA (base de données-SFARI,
https://www.sfari.org/resource/sfari-gene/) et environ 900 pour la DI (étude
Deciphering Developmental Disorders menée par un consortium au Royaume-Uni,
https://www.ddduk.org/). Il y a un trés important chevauchement entre ces 2 bases de
données car toutes les études ayant permis l'identification de ces mutations ont été
réalisées sur des cohortes de patients ayant une DI avec ou sans autisme.

Tous les modes de transmission mendéliens ont été décrits: lié au chromosome X,
autosomique dominant ou autosomique récessif. Ainsi, de nombreuses formes
monogéniques rendant compte de 10-15% des cas de TSA et de DI ont été décrites!37-139,
Le syndrome de I’X fragile, dG a une expansion anormale et instable de triplets dans un
intron du gene FMR1, constitue la forme monogénique la plus fréquente de DI et de TSA
avec une prévalence de 1/4000 chez les hommes et 1/6000 chez les femmes (chiffres des
tondations de I’X fragile américaine et européenne), représentant environ 0,5% des cas de
DI et de TSA™0. Ce syndrome génétique de MND a été le premier dont la cause
monogénique a été identifiée!*! en 1991, soit pres de 50 ans apres la description de la
famille rapportée par Purdon Martin et Bell. Au total, 141 genes du chromosome X
comme MECP2, DCX ou encore CASK ont été impliqués dans la DI depuis 1983
(https:/ /www.ggc.org/xlid-genetic-research).

D’autres études ont mis en évidence des mutations rares dans les génes codant
pour les protéines NLGN3, NLGN4, NRXN1, SHANK3 et SHANK2 qui ont toutes un
role dans la formation et le fonctionnement de la synapse!4>145. Plus récemment, le
séquencage d’exome chez plusieurs centaines de trios patents/enfants a permis
d’identifier des genes présentant une plus grande fréquence de mutations de novo tels que
SCN2A, CHDS, DYRK1A, POGZ, GRINZB, et KATNAL2'46-148, Collectivement, les
mutations ponctuelles de novo pourraient rendre compte de 1% de la totalité des cas de
TSA. Certains genes sont néanmoins plus récurrents, le séquencage de 565 genes

candidats chez pres de 1000 patients ayant montré une fréquence plus élevée de variants
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dans les genes SETDS5, ATRX, CULA4B, MECP2 et ARID1B'.

La Figure 12 résume la répartition des différents types d’étiologies des TSA et de la
DI. Malgré les avancées des techniques de séquencage a haut débit ces dernicres années,
plus de la moitié des cas restent sans diagnostic génétique. C’est pourquoi I'implication

des facteurs non génétiques dans les MND fait I’objet de plus en plus d’études.
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Chromosomal
anomalies
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Chromosomal
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Figure 12: Répartition des différents types d’étiologies (A) des TSA et (B) de 1a DI

5 - Facteurs non génétiques dans les maladies du

neurodéveloppement

De nombreux facteurs environnementaux ont été impliqués dans la survenue des
MND. Les facteurs psychosociaux comme le statut socio-économique entrent notamment
en jeu. Par exemple, les enfants dont les parents ont un faible niveau d’éducation sont
plus a risque de développer une DI3%151,

Les facteurs de risque anténataux tels que I'age des parents a la naissance, les
carences nutritionnelles, les infections feetales, le diabéte maternel, la prise de

médicaments et Pexposition a la pollution (perturbateurs endocriniens)!>%153 ainsi qu’aux
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agents exogenes tels que I'alcool, le tabac ou les drogues'> ont tous été associés a un
risque accru de MND chez I'enfant a naitre.

Enfin, les facteurs de risque périnataux comme la prématurité et postnataux tels
que l'exposition aux infections (méningite, encéphalite) ou aux métaux lourds peuvent
étre responsable de I'apparition d’une DI,

La responsabilité de ces facteurs dans la survenue des MND reste cependant
souvent difficile a établir car ils peuvent agir de fagon cumulative (étude complexe) et leur
effet peut-étre retardé (études couteuses car prospectives sur plusieurs années). Ainsi, il a
fallu attendre 30 ans pour que le valproate de sodium, un inhibiteur des histones
déacétylases mis sur le marché en 1975 pour le traitement de I’épilepsie et bien connu
comme agent tératogene, soit reconnu comme faisant courir un risque accru (jusqu’a 30 a
40%) de développer une DI et/ou des TSA!¢ chez les enfants exposés 7 utero.

Le role des facteurs environnementaux explique en partie 'observation que seuls
60 a 90% de paires de jumeaux monozygotes soit concordantes pour le diagnostic de
TSA; dans au moins un cas sur dix, un seul jumeau est atteint!>2. Plusieurs mécanismes
physiopathologiques, en particulier les modifications épigénétiques, comme décrit plus
haut avec le cas du valproate de sodium, peuvent étre impliqués. Cette hypothese est
supportée par le fait que les duplications héritées de la mere du domaine chromosomique
soumis a 'empreinte 15q11-13 font partie des CNVs les plus fréquents dans les TSA132,
De meme, D’établissement du profil d’expression génique de jumeaux monozygotes
discordants pour le diagnostic de TSA a montré Pexpression différentielle de genes
impliqués dans le neurodéveloppement tels que ETS7 et DUSP2'57. Enfin, une altération
des profils de méthylation de genes candidats tels que OXTR et HDACH a été observée
chez des patients autistes’>8159. C’est également le cas dans la DI. Une altération des
profils de méthylation a par exemple été observée dans la trisomie 21160161, Notamment,
des défauts de remodelage de la chromatine ont été identifiés comme altérant
spécifiquement Pexpression de genes impliqués dans 'arborisation dendritique pendant le
développement ainsi que dans la plasticité synaptique dans des cas de DI,

I1 est important de noter que les causes environnementales avérées expliquent une

plus grande proportion de cas de DI (20%) que de TSA (<1%)(chiffres issus de P'expertise
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collective de PINSERM "Déficience intellectuelle” publiée en 2016)(Fig.12). De plus, ces
facteurs sont d’autant plus prédominants dans les cas de DI légere (~85% des patients)
qui sont aussi les cas ou des causes génétiques sont le moins souvent trouvées tandis que

cette tendance est inversée dans les DI plus séveres!63:164,

6 - Physiopathologie des maladies du neurodéveloppement

La complexité de l'ontogénese du SNC explique l'extréme diversité des genes
impliqués dans les MND. Une convergence fonctionnelle des genes de MND a cependant
été décrite au cours des dernieres années. Des méta-analyses de tous les genes impliqués
dans les MND ont montré un enrichissement pour des mécanismes tels que la régulation
de I'expression génique (notamment par le remodelage de la chromatine), la synthése et la
dégradation des protéines, la dynamique du cytosquelette ainsi que la formation et le
fonctionnement de la synapse!21,130,165,166,

Ebrahimi-Fakhari et al. proposent en 2015 de classer les genes impliqués dans les
MND en deux catégories fonctionnelles seulement: régulation de Pexpression des genes et
des protéines ou formation et fonctionnement de la synapse. Par exemple, UBE3qa,
retrouvé muté dans le syndrome d’Angelman, code une ubiquitine ligase en charge
d’induire la dégradation de protéines surnuméraires au niveau de la synapse (Fig.13A)
tandis que SHANKS3 sert de protéine d’échafaudage régulant organisation spatiale des
canaux ioniques et récepteurs de neurotransmetteurs a la synapse (Fig.13B)1¢7. Si cette
classification est certainement trop simpliste pour étre précise au vu de la complexité de
I’étiologie des MND, elle permet de mettre en avant la convergence des mécanismes

pathophysiologiques de ces maladies.
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Figure 13: Les génes de MND sont impliqués dans (A) la régulation de Pexpression
génique et (B) les fonctions synaptiques (modifié depuis Ebrahimi-Fakhari et al. 2015).

7 - Conclusion

Si DI et TSA correspondent a des définitions distinctes, un grand chevauchement
clinique et génétique existe entre ces deux pathologies. Ainsi, environ 30% des patients
atteints de TSA présentent également une déficience intellectuelle!®®. Ce chevauchement
phénotypique est également observé au niveau génétique. Par exemple, les 100 genes
associés aux TSA recensés par Betancur en 201119 ont tous été également associés a des
cas de DI, Enfin, les genes mutés dans ces pathologies ont des fonctions souvent
similaires. Collectivement, ces observations démontrent l'existence de mécanismes
physiopathologiques communs a ces maladies du neurodéveloppement. 11 est également
important de noter que la majorité des publications rapportent des cas de patients atteints
de DI avec ou sans TSA et que les cas de TSA isolés sont rarement inclus dans les études
génétiques. Ce biais de recrutement peut en partie expliquer le chevauchement présent
dans la littérature entre ces deux maladies.

Le chromosome X semble étre enrichi en genes de MND. Les dernicres études
montrent que plus de 10% des génes codant pour des protéines sur le chromosome X

sont des genes de MND contre 4% en moyenne sur les autres chromosomes!”0. 11 est
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néanmoins possible qu’il y ait un biais historique et technique dans cette observation. Le
syndrome de I'’X fragile a été la premicere forme monogénique de DI identifiée!*! et de
nombreux groupes s’y sont intéressé depuis. De plus, le mode de transmission génétique
lié¢ a I'X peut également rendre plus facile lidentification de mutations causatrices.

Environ 1/3 des génes humains sont exprimés dans le cerveau, participant a son
développement et fonctionnement. C’est sans doute 'une des explications de I'extréme
hétérogénéité génétique des MND, Taltération d’un de ces genes pouvant affecter le
développement cognitif et comportemental. De plus, de nombreux facteurs
environnementaux ont été incriminés dans les MND. Cependant, et malgré le
développement rapide des outils de diagnostic, plus de la moitié des cas de MND restent
inexpliqués. Les ARNs non codant, et particuliecrement les miARNs, émergent comme

tacteurs de risque des MND et ce sujet fera 'objet d’une section indépendante.
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III — MicroARNs et

neurodéveloppement

A - Les mictoARN's dans le

neurodéveloppement physiologique

1 - Introduction générale

Les miARNSs sont impliqués dans toutes les fonctions de I'organisme mais sont
particulierement importants pour le développement et le fonctionnement du SNC1345171,
Chez les mammiferes, 50% des miARNSs de 'organisme sont exprimés dans le cerveau!’?
ou ils assurent la régulation spatiotemporelle de 'expression des genes impliqués dans la
différenciation, la migration et la polarisation des cellules neurales mais aussi dans la
neurogénese adulte, la formation et la plasticité des synapses, le développement et la
modification des circuits de réseaux neuronaux!’. Seul le role des miARNs dans le

développement des neurones et des circuits neuronaux sera abordé.

2 - Les profils d’expression des mictoARNSs au cours du

neurodéveloppement

L’expression des miARNSs est un mécanisme finement controlé dans 'organisme.
Le développement du cerveau étant un procédé complexe et extrémement dynamique, la
régulation du niveau d’expression des miARNSs y est d’autant plus importante.

Quatre profils d’expression temporelle différents peuvent étre observés (Fig.14).
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Certains miARNs comme #zR-9 sont exprimés tout au long du neurodéveloppement
embryonnaire et post-natal. D’autres sont exprimés au stade précoce du
neurodéveloppement puis voient leur expression s'éteindre (eg miR-1255). A Tinverse,
Pexpression de certains miARNs débute a un stade plus tardif et persiste jusqu’apres la
naissance (e.g. 7:R-124). Enfin, le dernier profil correspond aux miARNSs exprimés durant

uniquement quelques stades particuliers du neurodéveloppement (e.g. 7:R-1252)%.

miR-9
miR-125b miR-124
miR-125a
>
Neurodevelopment

Figure 14: Profils d’expression des miARNs pendant le neurodéveloppement. Quatre
profils temporels d’expression existent, un exemple de miARN est donné pour chaque.

Les miARNSs, dont I'expression varie également selon le type cellulaire étudié, voire
méme selon la région de la cellule (eg axone versus dendrite), sont particulicrement
importants pour la détermination du destin cellulaire. Ainsi, #/R-297¢-5p, en inhibant
Iexpression de la cycline T2, engage les aRG vers une voie de différenciation gliale®. La
persistance de I'expression de #7R-297¢0-5p induit la différenciation des précurseurs des
cellules gliales en oligodendrocytes tandis que son extinction conduit a la production
d’astrocytes!”. Les miARNs sont également impliqués dans la détermination des sous-
types cellulaire, par exemple pour déterminer si un neurone devient un neurone moteur

par rapport a un interneurone, ou si une cellule gliale devient un astrocyte ou un
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oligodendrocyte. C’est le cas de m/R-218 dont Pexpression est restreinte aux neurones
moteurs ou il inhibe différents facteurs promouvant la différenciation en interneurones
tels que LHX1 ou BCL11A'3. En 2013, une méta-analyse a déterminé le niveau
d’expression de 351 miARNs dans les différents types cellulaires présents dans le cortex
de rat a P1: neurones, astrocytes, oligodendrocytes et cellules microgliales'’2. Cette étude
démontre clairement la grande spécificité et 'extréme variabilité du niveau d’expression
d’'un miARN. En effet, un tiers des miARNSs testés sont au moins cinq fois plus exprimé
dans un type cellulaire que dans les autres!’. De plus, au sein d’'un méme type cellulaire, le
niveau relatif d’expression des différents miARNs peut varier d’un facteur 1 a 50000.
Enfin, la localisation d’'un miARN au sein de la cellule est également finement
régulée. C’est particulicrement le cas dans les neurones ou de nombreuses études
montrent un enrichissement de certains miARNs tels que 7:R-732 ou miR-134 au niveau
des synapses ou des dendrites en comparaison a la région périnucléaire!’>176, Cependant,
les mécanismes d’enrichissement des miARNs ne sont pas encore entiecrement élucidés.
Un des mécanismes proposés est le transport des miARNSs de la région périnucléaire a la
synapse par des protéines capables de se lier a des ARNs. C’est par exemple le cas de la
protéine FMRP, dont le gene correspondant, FMRT7, est muté dans le syndrome de I'X
fragile, et qui a été trouvée associée a miR-125b et mzR-132 au niveau de la synapse!’. La
seconde théorie, une production locale de miARNSs, est supportée par la présence de

DICER et d’éléments du complexe RISC a la synapse!77.178,

3 - Les mictoARNSs dans la neurogenése et la migration neuronale

Durant la neurogenese, de nombreux miARNs ont été décrits comme ayant un
role « pro-neurogénique » ou « anti-neurogénique » de par leur action sur un gene cible
particulier. Ainsi, 7/R-75b inhibe la prolifération des aRG et favorise leur différenciation
en IP et neurones en réprimant directement TET3, un modulateurde la méthylation de
I’ADN promouvant 'expression de la cycline D112, Le controle de la prolifération et de la

spécifications des aRG via l'inhibition directe ou indirecte de la cycline D1 semble
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d’ailleurs étre un mécanisme d’action convergent de plusieurs miARNSs tels que /le-75'79,
miR-9'80 1iR-137181 17iR-20a/ 206'82 et miR-23182, ID’autres mécanismes de controle de la
neurogencse font également intervenir les miARNs. Par exemple, le cluster #zR-77-92
cible les ARNm de TBR2 et PTEN afin d’induire 'expansion des aRG et de bloquer leur
transition en IP'®. Dans le méme temps, #7zR-734 cible DCX, un inducteur de la
différenciation neuronale. A Popposé, expression la kinase cycline dépendante CDKA47
est inhibée par 7zR-210 afin de promouvoir la sortie du cycle cellulaire et la différenciation
des aRG'#%. Enfin, les trois miARNSs w/R-369-3p, miR-496 et miR-543 du cluster miR-379-
410 régulent I'expression de la N-CADHERINE non seulement dans les aRG pour
bloquer leur prolifération mais aussi dans les neurones afin de promouvoir leur
migration'®. La figure 15 rend compte des principaux miARNs impliqués dans la

neurogenese et de leurs cibles.

let-7b —1 TLX

miR-9 —1 TLX, REST, HES1, FOXG1, GSX2, ZIC5
miR-15p — TET3

miR-20a/b —1 CCND1

miR-23 —1 CCND1
miR-137 — LSD1
miR-379-410 — CDH2

miR-210 — CDK47

Progenitor >

miR-17-92 — PTEN, TBR2
miR-134 — DCX, CHRDL-1

Figure 15: Principaux miARNs impliqués dans la différenciation neuronale et leurs
cibles. Les miARNs écrits en bleu sont pro-neurogéniques tandis que les verts sont ani-
neurogéniques.
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Les miARNs interviennent également dans le controle de la migration des
neurones nouveau-nés vers leur destination finale dans le cerveau, une condition préalable
a 1'établissement et au maintien des circuits neuronaux. Ainsi, un autre membre du cluster
miR-379-410, miR-134 inhibe la migration neuronale en ciblant directement la
doublecortine (DCX), une protéine associée aux microtubules facilitant la migration des
interneurones et neurones pyramidaux nouvellement formés!8o. I’inhibition de la
migration neuronale par diminution de Iexpression de DCX peut également se faire de
facon indirecte. C’est le cas de miR-22 et miR-124 qui ciblent le complexe
CoREST/REST?. Ce complexe agit comme répresseur de la transcription, inhibant
Iexpression de portions entieres de chromosomes comportant jusqu’a 90% de genes
importants pour le développement des neurones et des circuits neuraux tels que GADI1,

DCX, NEUROD1 et GRIK-2, -3 et -4188,

4 - Les mictoARNSs dans la synaptogenése et la neurotransmission

Des miARNs ont été identifiés comme promouvant ou inhibant la croissance
axonale et dendritique. Par exemple, Pexpression de m/R-724 dans des neurones
hippocampiques réprime la petite GTPase RhoG, ce qui conduit a linduction de
Parborisation axonale!®®. Au contraire, #/R-707 prévient la croissance dendritique en
bloquant I'action de NKCC1, un co-transporteur sodium/potassium/chlore jouant un
role clé dans Iinversion développementale de la polarité de I'action GABA-ergique. De
facon similaire, #/R-707 inhibe lexpression de KIF1A et ANK2 afin d’éviter une
surproduction de synapses. Il est important de noter qu’une inhibition méme transitoire
de 7:R-101 chez la souris induit une hyper-excitabilité durable!®?.

La maturation des épines dendritiques est également régulée par les microARNSs.
Notamment, 7:R-134 empéche la formation d’épines stables en inhibant Pexpression de
LIMK1, une protéine impliquée dans la polymérisation de P'actine!?!. De méme, 7/R-732,
dont le transport a la synapse est assuré par FMRP, contribue a la synaptogencse en

induisant la croissance dendritique, P'arborisation axonale et la maturation des épines
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dendritiques en réprimant une seule cible: p250GAPY. En plus de réguler la structure
synaptique, les miARNs peuvent intervenir directement dans la neurotransmission. Le
miARN le plus étudié dans ce contexte est m/R-737. GLUIA, une sous unité des
récepteurs AMPA, et la Synaptotagmine-1, responsable de la sécrétion de certains
neurotransmetteurs, comptent parmi les cibles de #7R-7137. In vivo, la sur-expression de
miR-137 réduit la libération de vésicules!®2193, Il est intéressant de noter que plusieurs
¢tudes ont démontré I'association de variants de ce miARN a un risque accrue de

schizophrénie!93.194,

5 - Réle central de miR-9 dans le neurodéveloppement

Les mécanismes décrits précédemment démontrent l'action convergente de
différents miARNs sur les mémes cibles ou sur des cibles différentes mais participant aux
mémes processus biologiques. Cependant, peu de miARNs ont été impliqués dans
différents mécanismes ou décrits comme agissant sur de multiples cibles. 7/R-9, un des
miARNSs les plus abondants dans le cerveau embryonnaire, est exprimé tout au long du
neurodéveloppement et participe a la régulation de nombreux processus neuronaux!?®. Au
cours des stades précoces, 7/R-9 promeut la différenciation des progéniteurs neuraux en
neurones en inhibant Pexpression de différentes protéines induisant la prolifération des
aRG telles que TLX'™Y (homme, souris), HES119 (homme, souris, xénope), FOXG1197
homme, souris, xénope, poisson zebre) et ZIC51% (poisson zebre) (mirtarbase) (Fig.14).
En retour, TLX, via son interaction avec lhistone déacétylase HDACS, inhibe
Pexpression de »:R-9, induisant ainsi une boucle de rétrocontrole négatif'®. De telles
boucles de rétrocontrole sont également effectives entre #/R-9 et ses autres cibles
précédemment décrites'?®. Ce miARN joue également un role dans la spécification des
progéniteurs neuraux en neurones chez la souris en inhibant des facteurs gliogéniques tels
que IL6ST et JAK1199. De plus, Pexpression de #7:R-9, en collaboration avec #zR-124, est

suffisant pour induire la différenciation de fibroblastes humains en neurones. Cette
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différenciation 7z vitro se fait notamment par Iinhibition de BAF53a, un membre du
complexe en charge d’établir la méthylation H3K27me3 réprimant I'expression de milliers
de loci génétiques??.

Ce miARN est également impliqué dans les étapes du neurodéveloppement
postérieures a la différenciation neuronale. I’homologue de #zR-9 chez C. elegans, miR-79,
inhibe la migration des neurones en réprimant ’expression des enzymes SQV-5 et SQV-7,
prévenant ainsi la synthese des protéoglycanes?0!l. Chez la soutis, apres mutation de Mir9,
les interneurones se différencient normalement dans les GE mais sont peu présents dans
le néorcortex, suggérant un défaut de migration mais pas de production des
interneurones!”’. La protéine FOXP2, connue pour son réle dans le développement du
langage, est présente dans les neurones matures post-migration?2. Si FOXP2 est exprimée
plus précocement, les aRG ne démontrent pas de défaut de prolifération ou
différenciation, mais la migration des neurones le long des extensions des aRG se fait de
fagon anormale et la croissance dendritique de ces neurones est retardée?’?. »/R-9, en
association avec mR-132, est responsable de la répression de I'expression de FOXP2 aux
stades précoces afin de controler ces mécanismes?’2. Enfin, #/R-9 controle la croissance
dendritique et la transmission synaptique en ciblant REST chez la souris?%3.

miR-9 a également été impliqué dans la physiopathologie de certaines affections
neurologiques ou, au contraire, dans des mécanismes neuroprotecteurs. Ainsi, ce miARN
est impliqué dans la progression de cancers tels que le médulloblastome?* ou le gliome2%.
Le niveau de m/R-9 a été trouvée diminué dans le plasma de patients souffrant de la
maladie d'Alzheimer. De plus, il régule l'expression de l'amyloide beta, une protéine
fortement associée a la progression de cette pathologie?®. Dans la chorée de Huntington,
une autre maladie neurodégénérative, la quantité de 77R-9 est également inférieure dans le
cortex de patients a celle observée chez des controles et l'activité d'une de ses cibles,
REST, un inhibiteur de l'expression de nombreux génes neuronaux, est augmentée!%.
Enfin, #iR-9 pourrait également étre impliqué dans les pathologies de l'ceil telles que la
dégénérescence maculaire et le glaucome?”. A Pinverse, I'expression physiologique de
miR-9 assure la préservation des neurones et des fonctions cognitives chez les patients

atteints de progéria, un syndrome extrémement rare caractérisé par un vieillissement
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accéléré des patients. En effet, il empéche la production d’une isoforme tronquée de la
lamine A en ciblant le gene la codant. Or, 'accumulation de cette isoforme appelée
progérine a des conséquences graves et est responsable des signes cliniques de la
progeria’8,

Collectivement, ces observations démontrent le role central de #7R-9 dans le
neurodéveloppement. De plus, elles supportent 'hypothese que la dérégulation d’un seul
miARN puisse étre suffisante pour conduire a un défaut majeur de développement

cérébral.

6 - Conclusion

Il n’existe pas un profil d’expression unique pour les miARNs dans le
neurodéveloppement. Chaque miARN est régulé spatio-temporellement et souvent en
fonction de la cellule ou il s’exprime afin d’assurer sa ou ses fonctions. Le niveau
d’expression des miARNs n’est pas seulement dynamique dans le temps, il varie
également en réponse aux signaux auxquels la cellule est exposée. Par exemple, une
dégradation plus importante des miARNs a été observée apres stimulation de Pactivité
synaptique?".

Il en va de méme avec le mode d’action. Certains miARNs comme #zR-9 ont
différentes fonctions via I'inhibition de plusieurs cibles. A lopposé, plusieurs miARNs
peuvent cibler le méme ARNm afin d’augmenter la répression de son expression. L’action
convergente de miARNSs sur la méme cible/fonction est particulierement frappante dans
I'exemple de la cycline D1 durant la neurogenese. 1l est d’ailleurs intéressant de noter que
la plupart des miARNs caractérisés dans cette étape du neurodéveloppement ont un role
neurogénique (Fig.14). Le fait que I'inactivation conditionnelle de Dicer, nécessaire a la
maturation de la majorité des miARNSs, dans les aRG retarde la neurogenese chez la
souris2!0 semble confirmer cette observation.

Le mode d’action peut s’avérer plus complexe dans le cas des clusters contenant
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des miARNSs transcrits en méme temps mais ayant des fonctions opposées. Par exemple,
plusicurs miARNs du cluster #/R-379-410 inhibent la N-CADHERINE afin de
promouvoir la migration neuronale tandis que #R-734, qui fait partie du meme cluster,
inhibe la migration en réprimant expression de DCX. Le mode¢le retenu actuellement
suggere que le mode d’action d’un miARN est dépendant de son environnement et plus
particuliecrement des ARNm auxquels il est exposé!’!. Une activité contexte-dépendant
pourrait expliquer comment les miARNs de la méme famille ou cluster puissent avoir des
fonctions antagonistes.

Au vu des fonctions importantes des miARNs tout au long du
neurodéveloppement et de la régulation complexe de leur expression et de leur activité,
cette classe ’ARN non codant a fait 'objet de nombreuses études dans le contexte des

maladies neurologiques durant ces dernieres années.

B - Les mictoARNs dans les maladies
neurologiques

1 - Introduction générale

Les miARNs ont été associés a la majorité des pathologies affectant le SNC. Ils ont
ainsi été mis en cause dans des cancers du cerveau tels que le neuroblastome?!! ou le
glioblastome?!2. Ils participent également a la régulation de la capacité des tumeurs
cérébrales a métastaser dans d’autres tissus et a former des adénocarcinomes gastriques?!3
ou du poumon?'4, Dans les accidents vasculaires cérébraux, des miARNs ont été identifiés
a la fois comme a lorigine de la pathologie?!> et cibles thérapeutiques?!®. Enfin, de
nombreux miARNs ont été décrits dans le contexte des maladies neurodégénératives et
des troubles du neurodéveloppement. Dans cette partie, seuls ces deux derniers cas seront

abordés.
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2 - Les mictoARNs dans les pathologies neurodégénératives

La maladie d’Alzheimer se caractérise par une perte de mémoire, une démence et
une altération des fonctions exécutrices. Cette perte progressive des capacités cognitives
s’explique par 'accumulation de plaques amyloides dans le cerveau, un agrégat de peptides
provenant de la protéine APP, et un défaut de microtubule dans les neurones causé par
une accumulation de la protéine TAU. Si les formes précoces ont une étiologie génétique
bien caractérisée avec des mutations dans les genes APP, PSENT et PSENZ, ce n’est pas
le cas des formes tardives?!”. Des miARNs ayant un role dans la production d’APP et
dans Pactivation de TAU ont été trouvé dérégulés chez les patients?!8. D’autres études ont
porté sur de potentiels biomarqueurs détectables chez les patients vivants. C’est ainsi que
miR-15a a été trouvé sur-exprimé dans le plasma des patients et qu’il a été démontré que
son niveau d’expression était corrélé a 'accumulation des plaques amyloides?!®. En tout,
Iexpression anormale de plus de 50 miARNSs a été rapportée dans le serum des patients
ou sur des échantillons de cerveau post-mortem??). Cepe