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> Parasites intracellulaires obligatoires, les virus
dépendent d’un grand nombre de facteurs cellu-
laires pour accomplir leur cycle de multiplication.
Parmi ceux-ci, les microARN (miARN) ont récem-
ment émergé comme d’importants modulateurs
des infections virales. Ces petites molécules
régulatrices agissent comme des répresseurs de
I’expression des genes. Au cours de I'infection,
ils peuvent agir sur des ARN cibles d’origine cel-
lulaire mais aussi virale. Cette synthése fait le
point sur les différents mécanismes, directs et
indirects, impliquant ces miARN dans la régula-
tion des virus et aborde les possibles applications
thérapeutiques qui peuvent en découler. <

Parasites intracellulaires obligatoires, les virus
dépendent exclusivement de la machinerie cellulaire
pour accomplir leur cycle de réplication et produire de
nouvelles particules infectieuses. €n réponse a cette
invasion, la cellule met en place différentes stratégies
de défense afin d’éliminer ce pathogene. De leur cGté,
les virus évoluent et s’adaptent aux différentes stra-
tégies de défense de la cellule qu’ils infectent, ce qui
conduit a une « course a I"armement » constante entre
virus et cellule.

Une des voies cellulaires impliquée dans cette dyna-
mique d’interaction entre les virus et leur hote est la
voie reposant sur les microARN (miARN). Ces petits ARN
sont des ARN non-codants qui participent a la régula-
tion, au niveau post-transcriptionnel, de I’expression
de genes jouant un rdle dans de nombreux processus
cellulaires. Ils sont transcrits sous la forme d’un long
précurseur dont la maturation s’effectue en deux
étapes : dans le noyau, par le microprocesseur (Dro-
sha et DGCRS [DiGeorge critical syndrome region 81),
et, aprés export dans le cytoplasme, par Dicer et son
cofacteur TRBP (tat RNA-binding protein). Le miARN
mature est alors chargé sur une protéine Argonaute et
dirigé vers son ARN messager (ARNm) cible grdce & la

Vignette (Photo © Inserm- Thérese Couderc).
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séquence « seed » correspondant aux nucléotides 2 a 8 qu’il contient.
Cette séquence lui permet de guider la protéine Argonaute sur ses
ARNm cibles par appariement de séquence, le plus souvent dans la
région 3’ non traduite (UTR) de ces ARNm. La fixation de la protéine
Argonaute sur un ARNm induit I’inhibition de I'initiation de sa traduc-
tion et sa dégradation par le recrutement de protéines a I’origine de sa
déadénylation (Figure 1) [1].

Dans cet article, nous passerons en revue les techniques couramment
utilisées pour identifier les miARN impliqués dans les infections virales
ainsi que leurs cibles. Nous décrirons ensuite quelques exemples de
virus dont 'infection est modulée par des miARN et discuterons des
possibles applications thérapeutiques résultant du ciblage de ces ARN
régulateurs.

Identification des miARN impliqués dans le contréle
de I’infection virale

Le potentiel de régulation des miARN est trés important : il existe
en effet environ 2 000 genes codant des miARN qui ont été annotés
dans le génome humain. &n raison du faible nombre de nucléotides
requis pour leur interaction avec leur cible, chacun de ces miARN
peut potentiellement participer a la régulation de nombreux ARNm, y
compris ceux qui ont une origine virale. U'expression et I’abondance de
ces molécules régulatrices différent selon le type cellulaire étudié, ce
qui a un impact sur le réseau de cibles potentielles. Une des premieres
approches a mettre en ceuvre lorsqu’on veut identifier les miARN par-
ticipant a la régulation de I'infection par un virus donné sera donc de
déterminer le profil d’expression de ces miARN dans les cellules qu’il

667


http://www.medecine/sciences.org/
https://doi.org/10.1051/medsci/2019130

668

Noyau | Cytoplasme

r ARN polymérase Il

Figure 1. Biogenése et fonction canoniques
des miARN. Les génes de miARN sont trans-
crits par ’ARN polymérase Il en précur-

Dicer ~ Duplex . RISC seur primaire de microARN (pri-miARN)

\ Drosha ;TRBP m|ARN/m|ARN_) @ . qui est clivé dans le noyau par le complexe
i DGCR8 - miARN Microprocesseur (Drosha et son cofacteur
pri-miARN ~_ Z; ‘ DGCR8) pour produire un miARN précurseur
prée-miARN / Exportine V a la structure en épingle a cheveux (pré-
Decgeg;:dutlon deDIe;ﬁgnglution miARN) qui est exporté vers le cytoplasme

/ﬂg\ /—y\ par I’exportine V. Le pré-miARN est ensuite
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Inhibition de la traduction
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clivé par Dicer en duplex de miARN, qui sera

Mm ensuite chargé sur une protéine Argonaute

PABP PAB (AGO) dans le complexe de silencing induit
par "ARN (RISC). Un des brins reste lié a
AGO (miARN mature) et joue un rdle clef

dans la régulation des génes au niveau

post-transcriptionnel en ciblant les ARNm par liaison de la région « seed » (nucléotides en position 2-8) (le site de liaison représenté par un rec-

tangle rouge). La protéine adaptatrice GW182 est recrutée par RISC et peut interagir avec les protéines de liaison a la queue polyA (PABP) induisant

le recrutement du complexe de déadénylation CCR4-NOT. 'ARNm est déstabilisé par la déadénylation et le decapping conduisant a sa dégradation.

La traduction des ARNm ciblés est également réprimée par Iinhibition de I'assemblage du complexe de préinitiation.

cible en "absence d’infection et aprés I’entrée du virus en utilisant
principalement le séquencage & haut débit [2]. D’autres approches,
comme les puces @ ARN, ont également été employées avec succes [3].
La comparaison des profils ainsi obtenus mettra en évidence des diffé-
rences d’expression de certains miARN selon les conditions, indiquant
leur possible implication dans I'infection. €n paralléle, 'analyse glo-
bale de I’expression des ARNm pourra aider a identifier les différentes
voies de régulation affectées par le virus.

Une autre approche consiste a évaluer par des études phénotypiques
I’effet de la surexpression d’un miARN ou de son inhibition directement
sur le virus. Les virus utilisés pour ce type d’approche sont souvent
des virus modifiés génétiquement afin qu’ils expriment une protéine
rapportrice, comme la GFP (green fluorescent protein). Cette approche
a I'avantage de ne pas engendrer de biais, si on a la possibilité d’uti-
liser un criblage & haut débit ciblant tous les miARN connus [4]. Elle a
cependant des limites, notamment pour identifier les miARN qui sont
inhibés lors de I'infection. Un type cellulaire n’exprime qu’une centaine
de miARN fonctionnels différents. Il est donc possible de ne pas pou-
voir révéler 'intérét du blocage d’un miARN particulier en raison de
I’absence de son expression naturelle dans la cellule étudiée.

Identification des cibles du miARN

Le miARN candidat ayant été mis en évidence, I’étape suivante
consiste a identifier ses cibles afin de comprendre son réle dans la
régulation de I'infection virale. Un grand nombre d’outils bioinforma-
tiques permettent désormais de prédire les cibles des miARN identi-
fiés. Ces outils, tels que TargetScan [5, 6], miRanda [7], PicTar [8],
ou DIANA-microT [9] (cette liste n’est pas exhaustive) se fondent sur
la complémentarité de séquences entre les 3’UTR des ARNm cellu-
laires et la séquence « seed » du miARN. Ils restent cependant limités
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aux cibles cellulaires. Afin de pouvoir prédire les cibles
virales des miARN, PW Hsu et al. ont développé le logi-
ciel ViTa qui permet I'analyse des cibles potentielles
au sein des différentes séquences d’ARN viral [10].
Néanmoins, I’utilisation de ces logiciels de prédiction
se heurte aux limites inhérentes a I'approche utilisée,
ce qui conduit inévitablement a la prédiction de nom-
breux faux-positifs, des cibles potentielles mais qui ne
sont en fait pas impliquées dans la régulation par les
miARN [11]. Ils ne tiennent également pas toujours
compte des interactions possibles qui ne sont pas
canoniques.

D’autres possibilités, plus directes, existent afin d’iden-
tifier les cibles des miARN identifiés. Les complexes
entre miARN et ARNm cibles peuvent en effet étre isolés
par des méthodes d’immunoprécipitation (associées
a des pontages entre protéines et ARN par action des
ultra-violets, par exemple) ciblant spécifiquement les
protéines Argonautes liées aux miARN [12-14]. Ainsi
isolés, les ARNm cibles présents dans les complexes
isolés pourront étre identifiés par séquencage a haut
débit. Cette technique révele I’ensemble des ARNm
cibles d’un ou plusieurs miARN et permet d’entrevoir les
voies de régulation impliquées au niveau génomique.
Quelle que soit "approche utilisée, les cibles identifiées
nécessitent d’étre validées expérimentalement. Cela peut
étre réalisé dans un premier temps, a I'aide de systémes
rapporteurs reposant le plus souvent sur la luciférase,
afin d’évaluer les changements d’expression de I’ARNm
et/ou de la protéine liés au gene cible prédit, induits par
la surexpression ou 'inhibition du miARN étudié.



Exemples de régulation de I’infection virale par des miARN

Il existe un grand nombre d’exemples de régulation de I’infection
virale reposant sur les miARN. lls peuvent agir de facon directe ou
indirecte et avoir un effet positif ou négatif sur I’accumulation du
virus (Figure 2). Le Tableau | présente quelques exemples choisis
dans la littérature qui rendent compte de tous les mécanismes de
régulation possibles affectant une panoplie de virus taxonomique-
ment différents. Nous en décrivons ci-aprés quelques-uns plus en
détails.

Effet direct : ARN viraux cibles des miARN

Ce type de régulation dans laquelle les ARN viraux sont directement
ciblés par les miARN cellulaires est le moins couramment décrit et
dans la plupart des cas, la fixation d’un miARN sur PARN du virus
se traduit par un effet proviral. Ceci peut s’expliquer par le fait
que, dans le cas d’une régulation négative, la pression de sélection
conduit le virus a évoluer vers I’élimination de son génome du site
de fixation du miARN. Ce site de liaison sera maintenu s’il conféere un
avantage au virus.

La premiere évidence d’une interaction directe entre un miARN et
un ARN viral a été rapportée par Sarnow et al. qui ont décrit le rGle
bénéfique du miARN hépatique miR-122 pour le virus de I’hépatite
C (HCV). Le miR-122 guide en effet la fixation d’une protéine Argo-
naute au niveau de la région 5’ non traduite du () voir Ia Nouvelle
de C. Mengardi et T.
Ohlmann, m/s n° 6-7,
juin-juillet 2015,
page 612

génome du virus, qui induit augmentation de
I’accumulation des ARN viraux et la stimulation
de la traduction des protéines virales [15-17]
(=>).

La liaison de la protéine permet également la stabilisation du
génome en le protégeant de I’activité de ribonucléases cellulaires
[18]. Il s’agit donc d’un bel exemple de détournement d’un méca-
nisme cellulaire au bénéfice du virus. Il explique également, en
partie, le tropisme tissulaire particulier du HCV pour les cellules
hépatiques qui expriment spécifiquement le miR-122.

Effet indirect : régulation de cibles cellulaires

Ce type d’interaction permet la régulation de I"expression des fac-
teurs cellulaires impliqués dans différentes étapes du cycle viral
(facteurs antiviraux ou cofacteurs) ou d’éléments importants pour
I’établissement de la réponse immunitaire en réaction a I'infection.

Tropisme cellulaire et entrée

Uentrée dans la cellule est la premiére étape du cycle viral. Elle
définit également le tropisme du virus si un récepteur de surface
spécifique lui est nécessaire. La régulation de I'expression de ces
récepteurs cellulaires par les miARN peut ainsi permettre de moduler
I’acces du virus a la cellule et le début de Iinfection. C’est le cas du
miR-181 qui réprime "expression par les lymphocytes de la protéine
de surface CD163 utilisée comme récepteur par le virus du syndrome
respiratoire et reproducteur porcin (PRRSV). Cette modulation per-
met ainsi une régulation négative de I’infection virale [19].
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Réplication

La réplication du génome viral, pour produire de nou-
velles copies, représente une étape clé du cycle du virus
qui peut également étre altérée par la régulation de I"ex-
pression de cofacteurs cellulaires qui lui sont essentiels.
Le virus de I'encéphalite japonaise (JEV) inhibe ainsi I’ex-
pression de miR-33a afin d’augmenter I"expression d’une
de ses cibles, le facteur d’élongation EEF1AL (eukaryotic
translation elongation factor 1 alpha 1), nécessaire a la
stabilisation du complexe de réplication viral [20].

Traduction

Afin de synthétiser les protéines virales nécessaires a
la réplication et a la formation de nouvelles particules
infectieuses, les virus dépendent exclusivement de la
machinerie de traduction de la cellule. Les ARN viraux
produits entrent cependant en compétition avec les
ARNm de la cellule qu’ils infectent pour "acces aux ribo-
somes. Les virus ont donc évolué afin de détourner les
ribosomes cellulaires de leurs substrats habituels pour
les rendre pleinement disponibles pour la synthese de
leurs propres protéines. Certains miARN participent a ce
processus régulateur induit par le virus. Cest le cas lors
de Pinfection par I'entérovirus 71 (€V71) qui, comme de
nombreux virus, utilise un site interne d’entrée du ribo-
some (IRES) pour initier la traduction de ses protéines
et non une coiffe, comme I"immense majorité des ARNm
cellulaires. Au cours de I’infection, le facteur ERG1 (early
growth response 1) induit la surexpression de miR-141
qui réprime I'expression du facteur d’initiation elF4€
nécessaire a I'initiation de la traduction des ARN dépen-
dant d’une coiffe. La synthése des protéines cellulaires
est alors arrétée au profit de celle des protéines virales
dont la traduction est indépendante d’une coiffe [21].

Réponse immunitaire

Lorsque la présence du virus est détectée par une cel-
lule, une réponse antivirale est initiée par I'activation
de voies de signalisation qui vont stimuler la réponse
dépendante des interférons et la production de cyto-
kines. Les miARN peuvent participer a la régulation
de cette réponse [22]. Le miARN miR-144 agit, par
exemple, comme un régulateur positif de I’infection de
plusieurs virus dont le génome est constitué d’ARN : il
cible PARNm codant TRAF6 (TNF receptor-associated
factor 6), inhibant la réponse immunitaire reposant sur
le facteur de transcription IRF7 (interferon regulatory
factor 7) [23].

L’apoptose
La manifestation ultime de la réponse antivirale de la
cellule est sa mort programmée afin d’éviter la pro-
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Figure 2. Exemples de mécanismes d’action des

miARN modulant Uinfection virale. A. ’effet direct

miARN
/ l \ du miARN sur la régulation du virus se produit par
ARN viral le ciblage direct des ARN viraux, soit du génome,
 —— . . . L.
soit des transcrits, dans différentes régions telles
5’ UTR DS ¥ UTR que 3’UTR, 5’UTR ou des séquences codantes (CDS).
l La liaison entraine une stabilisation de "ARN, une
s = telhiliatinnjdel FRH Réplication Traduction traduction améliorée ou une réplication altérée.
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© miR-122 miR-181 miR-17 B. Ueffet indirect implique la modulation de Iex-
T+ HCV PRRSV BVDV pression d’un transcrit cellulaire codant un facteur
w
l J- 1 hote nécessaire pour une ou plusieurs étapes du
cycle viral. La modulation de I’expression des
Infection virale @ récepteurs impacte I’entrée du virus, régulant ainsi
son tropisme. Les cofacteurs nécessaires aux com-
T T T T T plexes de réplication ou a la traduction peuvent
) , ) i ) réduire ou améliorer la réplication virale et la pro-
miR-181 miR-33a miR-141 miR-532 miR-144 . . . )
§ PRRSV ng eV71 WNV 1AV duction de protéines virales, respectivement. Les
= Réponse miARN participent également a I’amélioration ou a
- la répression des réponses cellulaires a I'infection,
E par exemple en inhibant ou stimulant la réponse

@ - Facteur de signalisation

miARN

3’ UTR

pagation du virus aux cellules environnantes. Certains virus utilisent
cependant cette mort cellulaire qui, au contraire, facilite alors leur
libération dans I’environnement extracellulaire. La régulation de fac-
teurs contr6lant "apoptose par des miARN peut ainsi étre exploitée par
ces virus. C’est le cas du virus du Nil occidental (WNV), dont I’infection
induit I"expression du miARN Hs-154 qui cible deux facteurs anti-
apoptotiques, CTFC (CCCTC-binding factor) et ECOP (epidermal growth
factor receptor-coamplified and overexpressed protein), favorisant la
mort de la cellule qu’il infecte [57].

Régulation de ’activité des miARN par les virus

Lorsqu’un miARN exerce un effet antiviral, qu’il soit direct ou indirect,
le virus évolue afin de contourner cet effet inhibiteur. Cette évolution
peut se traduire par 'apparition de mutations dans la séquence virale
ciblée par le miARN mais elle peut aussi reposer sur des mécanismes
moléculaires plus complexes. La réplication du virus de la vaccine n’est
ainsi pas concernée par des régulations dépendant de miARN, dont il
induit la dégradation globale et non spécifique. Sa protéine VP55 pos-
séde une activité polymérase qui ajoute une queue poly A aux miARN,
ce qui déclenche leur dégradation par des ribonucléases [24]. Certains
miARN sont également inhibés spécifiquement par des virus. C'est
le cas de miR-27 dont la stabilité est fortement réduite par le cyto-
mégalovirus murin (MCMV). Surexprimé expérimentalement dans les
cellules, miR-27 présente un effet antiviral qui n’est pas observé dans
les cellules qui ne sont pas transformées [25]. Uéchappement a I'effet
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immunitaire ou en stimulant des mécanismes de
défense tels que I'induction de I'apoptose. Les
étapes du cycle viral sont représentées en bleu
tandis que les facteurs de I’hGte et les voies asso-

ciées sont marqués en orange.

antiviral de miR-27 du MCMV repose sur I’expression
d’un transcrit viral qu’il cible, qui induit la dégradation
du miARN mature [26,27]. Ce phénoméne peut appa-
raitre dans des conditions particuliéres dans lesquelles
I’ARN cible du miARN est fortement exprimé et présente
un degré de complémentarité élevé avec le miARN [28].

Les miARN, cibles ou outils thérapeutiques

Uutilisation de miARN comme molécules thérapeutiques
n’a pas conduit jusqu’a présent a I’élaboration d’un
médicament. Les miARN restent néanmoins trés promet-
teurs pour le traitement de plusieurs pathologies [29], y
compris pour les maladies infectieuses. Leur utilisation
comme traitement antiviral montre qu’ils présentent une
trés faible immunogénicité. Du fait de leur conservation
au cours de "évolution, ils peuvent étre testés dans dif-
férents modeles animaux pour des essais précliniques.
Des premiers essais ont ainsi été conduits afin de modu-
ler I"infection par le virus de la grippe HIN1, qui peut
étre inhibé par plusieurs miARN spécifiques des cellules
épithéliales respiratoires. Uadministration intranasale de
ces miARN a permis de contréler I'infection et d’inhiber la
réplication du virus chez la souris [30].

Bloguer un miARN jouant un réle proviral est également
envisageable. Plusieurs études portant sur I'utilisation
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d’inhibiteurs du miR-122 comme traitement antiviral ont en effet
été menées, d’abord avec le développement du Miravirsen (Santaris
Pharma), qui bloque son activité [31, 32], et avec son optimisation,
sous la forme du RG-101 (une forme conjuguée & une N-acétylgalac-
tosamine favorisant sa pénétration dans les cellules hépatiques), qui
ont permis de contrdler I'infection et de réduire la charge virale de
patients infectés par le HCV [33].

Un point sur lequel des progres restent néanmoins a faire concerne
I’administration de ces molécules dans "organisme. Celle-ci peut en
effet poser probléme selon le tissu qui est ciblé, particulierement dans
le cas des virus neurotropiques pour lesquels la barriere hématoencé-
phalique constitue un obstacle a la bonne pénétrance du médicament.
Fondées sur le mode d’action des miARN, différentes applications
peuvent également étre envisagées non seulement pour le traitement
des maladies virales, mais aussi pour leur prévention. Il est ainsi pos-
sible de détourner la fonction de miARN cellulaires afin de minimiser
les risques possibles lors de I’utilisation de vaccins utilisant des virus
atténués : Iinsertion dans le génome du virus vaccinal d’un site de
liaison pour un miARN exprimé de maniére tissu-spécifique peut ainsi
restreindre sa réplication et empécher sa propagation dans certains
types cellulaires. Cette approche a été testée avec le virus de la grippe
dans le génome duquel I'insertion d’un site complémentaire au miARN
ubiquitaire miR-21 a conduit a I’atténuation du virus dans plusieurs
types cellulaires [34].

Enfin, 'ajout dans le génome viral de séquences cibles d’'un miARN
particulier peut également permettre de limiter la toxicité des virus
oncolytiques [35]. Chez la souris, un inconvénient du traitement par
le picornavirus oncolytique coxsackie A2l est le développement de
myosites (ou myopathies inflammatoires, qui constituent un groupe de
maladies rares auto-immunes du muscle). Ces effets secondaires tou-
chant les myocytes peuvent étre controlés en incluant des séquences
cibles pour les miARN comme miR-206 et miR-133a, spécifiques des
cellules musculaires [36].

Conclusion

Nous avons évoqué dans cette synthese les différents moyens d’iden-
tification des miARN impliqués dans les infections virales, et les dif-
férents roles qu’ils pouvaient jouer dans cette régulation. Les données
de la littérature indiquent qu’il existe un certain nombre d’exemples
de miARN cellulaires ayant des activités antivirales. Pourtant, le pou-
voir inhibiteur des miARN dans le contexte d’infections virales reste
un sujet controversé. Une étude menée par Bogerd et al. n’a en effet
révélé aucune différence de production virale entre des cellules ne
produisant pas de miARN (par délétion de Dicer) et la lignée parentale
infectée avec différents virus [37].

D’autres virus utilisent les miARN pour leur réplication. Ils représentent
donc une cible thérapeutique de choix puisqu’on peut envisager de
développer de nouvelles thérapies qui les ciblent afin d’inhiber I'infec-
tion. Une étude récente indique que ce mode de régulation positive
pourrait étre plus utilisé qu’anticipé. Par des techniques d’immu-
noprécipitation de protéines Argonaute dans des lignées cellulaires
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infectées par différents virus, un autre mécanisme de
régulation positive directe d’un virus par un miARN a en
effet été révélé [38].

Un autre mode de détournement de la voie des miARN a
I’avantage des virus, que nous n’avons pas abordé ici, a
été montré. Il consiste en Iutilisation de la machinerie
cellulaire par certains virus pour la synthése de leurs
propres miARN [39].

Il est encore trop tot pour affirmer que les études sur
I’importance des miARN dans le contexte d’infections
virales permettront la mise au point de nouvelles
approches thérapeutiques antivirales. Il est cependant
clair que ces petits ARN régulateurs ne doivent pas étre
négligés. Peut-étre faudra-t-il envisager de coupler
I’inhibition d’un miARN proviral a une autre molécule,
dans le but de proposer des outils plus puissants pour
combattre les infections virales ? ¢

SUMMARY

Importance of cellular microRNAs in the regulation of
viral infections

Viruses are obligatory intracellular parasites that rely on
a wide range of cellular factors to successfully accom-
plish their infectious cycle. Among those, micro (mi)
RNAs have recently emerged as important modulators of
viral infections. These small regulatory molecules act as
repressors of gene expression. During infection, miRNAs
can function by targeting either cellular or viral RNAs. In
this review, we will recapitulate what has been reported
to date on this interplay between cellular miRNAs and
viruses and the effect on the infection. Furthermore, we
will briefly discuss the possibilities of interfering with
the infection through the modulation of this pathway to
develop novel antiviral therapies. ¢
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