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>Les virus dépendent des machineries de leur
hote pour assurer la réplication de leur génome.
Plusieurs virus émergents responsables des épi-
démies récentes ont un génome ARN simple brin
de polarité positive. Dans ce cas, I’ARN viral sert
de matrice pour la réplication et de messager
pour la production des protéines virales. Les
interactions entre ces ARN viraux et les protéines
de liaison a I’ARN de I’héte influencent le cycle
viral. Les protéines de liaison a I’ARN peuvent
inhiber ou favoriser I"infection en modifiant ou
en interagissant directement avec les ARN cel-
lulaires et viraux. Les techniques modernes ont
permis d’approfondir la compréhension de ces
interactions, laissant entrevoir de futures pistes
thérapeutiques. Cette synthese se focalise sur
les protéines cellulaires de liaison a ’ARN ayant
une activité antivirale et les approches actuelle-
ment mises en ceuvre permettant de découvrir de
nouveaux facteurs cellulaires interagissant avec
I’ARN génomique des virus a ARN simple brin de
polarité positive. <

Les virus sont des parasites intracellulaires obligatoires
qui ont besoin des composants et du métabolisme de
leur cellule hote pour répliquer leur génome et produire
de nouvelles particules infectieuses [1]. Le génome
viral peut étre constitué d’ADN ou d’ARN. Un certain
nombre de virus a I'origine de récentes épidémies,
comme le coronavirus du syndrome respiratoire aigu
sévére de type 2 (SARS-CoV-2), le virus de la dengue
(DENV) et le virus Zika (ZIKV), possédent un génome
ARN simple brin de polarité positive [2-4]. Cet ARN viral
sert a la fois de matrice pour la réplication et d’ARN
messager pour la traduction des protéines virales,
parmi lesquelles une ARN polymérase ARN dépendante
qui va synthétiser un ARN anti-génomique (de polarité
négative) permettant de générer des nouvelles molé-
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cules d’ARN génomique [1]. Uappariement entre le génome et I’anti-
génome conduit a la formation d’un intermédiaire de réplication
d’ARN double-brin qui représente, indépendamment de sa séquence,
un signal de danger reconnu par le systeme immunitaire inné de I’hGte.
Tout comme les ARN cellulaires, les ARN viraux interagissent avec des
protéines possédant des domaines de liaison a ’ARN (RBP pour RNA-bin-
ding proteins) pour former des ribonucléoprotéines fonctionnelles.
Ces protéines vont notamment permettre la maturation, la stabilité,
la structure, ou encore la bonne localisation des ARN. Les effets des
interactions entre les RBP cellulaires et les ARN viraux sont complexes :
un grand nombre de ces RBP exercent des propriétés antivirales, grdce
a la reconnaissance des caractéristiques spécifiques des ARN viraux
reconnus comme non-soi (absence de coiffe, ou de queue polyA, inter-
médiaire de réplication en ARN double brin, etc.). Cependant, d’autres
RBP favorisent la réplication virale et sont exploitées par les virus [5, 6].
La capacité des virus a exploiter les RBP provirales ou a échapper a
celles antivirales est essentielle pour assurer leur réplication et leur
propagation. C’est pourquoi I'identification et la caractérisation des
interactions ARN viraux-RBP sont déterminantes pour la mise au point
de nouvelles stratégies thérapeutiques, en particulier pour combattre
les virus émergents.

Dans cette revue, nous décrirons comment les RBP cellulaires agissent
deés les premiers stades de I'infection pour reconnaitre, dégrader et
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modifier les ARN viraux, influencant ainsi le devenir de I'infection.
Nous nous concentrerons, en particulier, sur les virus a ARN simple brin
de polarité positive, pathogénes pour I’étre humain et nous explore-
rons les nouvelles techniques qui permettent de mieux comprendre la
diversité des interactions complexes entre les RBP et les ARN viraux.

Réles des protéines cellulaires de liaison a ’ARN
dans ’activation des réponses antivirales innées

Les protéines cellulaires de liaison a ’ARN

jouant un role de senseurs

La distinction entre les acides nucléiques du soi et du non-soi
repose sur leurs caractéristiques moléculaires telles que leur struc-
ture ou leurs modifications chimiques. Chez les vertébrés, les pro-
téines PRR (pattern recognition receptors) détectent la présence
de PAMP (pathogen-associated molecular pattern) qui se trouvent
dans les ARN viraux [7] tels que la structure en ARN double brin,

ou les extrémités 5 triphosphate. La stimulation
des PRR déclenche une cascade de signalisation qui
aboutit a Iactivation des mécanismes de I'immu-
nité innée, notamment la voie du facteur nucléaire
kappa B (NF-kB) et la production d’interférons (IFN)
(Figure 1). Ces voies permettent I’expression de fac-
teurs antiviraux, et peuvent également induire la mort
cellulaire afin de limiter la propa-
gation de I'infection virale [8] (=¥).

(=») Voirm/s n° 3,
2020, page 206

Les Toll-like receptors (TLR)

Les TLR sont des glycoprotéines localisées au niveau
de la membranes plasmique et endosomale [9]. Parmi
les dix TLR identifiés chez I’lhomme, TLR7 et TLR8 recon-
naissent les ARN simple brin et TLR3 reconnait les ARN
double brin (Figure I) [7]. Uinfection par le virus de
I’encéphalomyocardite (EMCV) induit une réponse
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Figure 1. Reconnaissance des ARN exogénes. Les virus a ARN sont détectés par la cellule grice a des protéines cellulaires de liaison aux ARN (RBPc)

ayant un role de senseurs. TLR3/7/8 reconnaissent les ARN dans les endosomes.

RIG-1 et MDA5 détectent les ARN double brin (ARNdb) cytoplas-

miques. Cette détection permet I"activation des réponses IFN et NF-kB. Les ARN double brin sont aussi détectés par des protéines cellulaires de

liaison aux ARN effectrices telles que PKR et les OAS ce qui inhibe la traduction et conduit a une dégradation globale des ARN. Afin d’éviter un

emballement de ces réponses, ADARL peut déstabiliser la structure des ARN double brin et éviter leur reconnaissance par les protéines cellulaires

de liaison aux ARN senseurs et effectrices.
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immunitaire IFN de type | (IFN-1) dépendante de TLR3, prévenant ainsi
les défaillances myocardiques causées par le virus [10]. Cependant, le
role protecteur de TLR3 reste & ce jour débattu [11]. Ce récepteur per-
met de limiter I'infection par le virus de la dengue (DENV) [12], mais
peut avoir un role délétere lors de I'infection des cellules progénitrices
neuronales par le virus Zika (ZIKV) [13].

Les RIG-I-like receptors (RLR)

Les protéines RIG-I (retinoic acid-inducible gene | receptor), MDA5
(melanoma differenciation-associated protein 5), et LGP2 (labo-
ratory of genetics and physiology 2) constituent le groupe des RLR.
Ces facteurs reconnaissent spécifiquement les ARN double brin grdce
a leur domaine hélicase DExD/H-box [7, 14]. Contrairement a LGP2,
RIG-I et MDA5 possedent deux domaines de recrutement et d’activa-
tion des caspases (CARD) qui permettent la transduction du signal
en aval. Cependant, RIG-I et MDAS utilisent des mécanismes diffé-
rents pour la reconnaissance des ARN viraux (Figure 1). RIG-| détecte
des groupements triphosphate ou diphosphate aux (=) voir m/s n° 2,
extrémités 5 de molécules d’ARN partiellement 2012, page 136
double brin [15] (=).

Il reconnait ’ARN simple brin négatif des paramyxovirus, des rhab-
dovirus, des orthomyxovirus, des bunyavirus et des filovirus [16-18].
RIG-1 détecte aussi I’ARN simple brin positif de quelques virus comme
ceux des flavivirus DENV et ZIKV [19]. MDA5 détecte les duplex ininter-
rompus d’ARN, longs de plusieurs centaines de paires de bases [20].
€n formant des filaments le long des ARN double brin, MDAS5 initie la
signalisation et I'activation de la voie conduisant a la production
d’IFN-1 [21]. MDA5 est requis pour I'immunité antivirale contre les
picornavirus [17], les flavivirus [22], et les coronavirus [23]. Le troi-
sieme membre de la famille des RLR, LGP2, ne possede pas de domaine
CARD et n’a donc pas la capacité de transduire de signaux [7, 14].
Selon certaines études LGP2 pourrait intervenir dans le déclenchement
ou I'atténuation de la réponse immunitaire antivirale, en inhibant
RIG-1[24], ou en activant MDA5 [25], respectivement.

Les protéines cellulaires de liaison a I’ARN

jouant un role d’effecteurs

Les acides nucléiques d’origine virale présents dans la cellule peuvent
aussi étre reconnus par des RBP cellulaires qui peuvent étre a la fois
des senseurs et des effecteurs de la réponse antivirale. Ces RBP n’in-
duisent pas de réponse antivirale par I'activation de la transcription
de genes du systeme immunitaire, mais peuvent agir soit directement
sur la stabilité ou la traduction des ARN viraux, soit indirectement en
activant d’autres protéines effectrices [26].

La protéine kinase R

La protéine kinase R (PKR) est une protéine kinase a sérine/thréonine
qui est produite a I’état basal sous la forme d’un monomere inactif.
Sa fixation aux ARN double brin (Figure I) induit son activation par
dimérisation et autophosphorylation. Une fois activée, PKR va inhiber
la synthese globale des protéines cellulaires et virales, réduisant ainsi
la propagation du virus. €lle joue donc un réle clé dans la réponse
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immunitaire antivirale [27], ce qui est corroboré par la
capacité de certains virus a contrecarrer son action. Par
exemple, le virus de la fievre de la vallée du Rift (RVFV)
est capable, via I'action de la protéine virale NSs, de

(=») Voir m/s n° 6-1,
2021, page 601

cibler PKR pour induire sa dégrada-
tion [28-29] (=P).

Les protéines 0AS (2’-5’ oligoadénylate synthétase)

Les protéines OAS (2’-5’ oligoadénylate synthétase)
humaines, 0AS1, 0AS2, 0AS3 et OASL, sont constituti-
vement exprimées a de faibles niveaux dans le cyto-
plasme des cellules et sont activées en réponse a la
présence d’ARN double brin viral [30] (Figure 1). Une
fois activées, elles synthétisent le 2’,5’-oligoadény-
late (2°,5'-A) [7, 26]. Ce messager secondaire active
la ribonucléase L (RNase L), qui va cliver les ARN cel-
lulaires et les ARN viraux, impactant
ainsi négativement la réplication
virale [31] (=9).

De maniére similaire a PKR, certains coronavirus et

(=) Voir m/s n° 10,
2008, page 859

rotavirus expriment des protéines appartenant a la
famille des phosphodiestérases qui sont capables de
cliver les molécules de 2’,5’-A et d’empécher ainsi
I’activation de la RNase L et la réponse antivirale [32].

Les protéines cellulaires de liaison a I’ARN

qui modifient PARN viral

Au cours de I’évolution, les virus ont acquis des pro-
priétés d’échappement aux mécanismes de défense de
I’hote, souvent en détournant les fonctions primaires
de RBP cellulaires. Parmi celles-ci, on retrouve des pro-
téines de modification des ARN. Les modifications des
bases ou du ribose peuvent changer les propriétés de
’ARN et affecter plusieurs étapes de son métabolisme
comme son épissage, sa stabilité, sa localisation ou sa
traduction [33, 34]. Il n’est donc pas surprenant que
les virus utilisent ces mécanismes pour modifier leur
génome et/ou leurs transcrits dans le but d’éviter leur
reconnaissance par le systeme immunitaire antiviral de
I’hote.

L’édition de bases adénosine en inosine (A-en-I)

L’édition de bases adénosine en inosine (A-en-1) consti-
tue I'une des modifications de I’ARN les mieux carac-
térisées. Depuis la fin des années 1980, I"amélioration
des techniques de séquengage a permis de mettre en
évidence des événements de substitution des bases
adénosine en inosine dans de nombreux virus tels que le
virus de la rougeole (MV), les virus influenza ou encore
RVFV [35]. Ces modifications sont effectuées dans les
molécules d’ARN double brin par les trois enzymes ADAR
(adenosine deaminase acting on RNA), ADAR1, ADAR?
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et ADAR3. ADARI est une enzyme qui est présente de fagon constitutive
dans le noyau cellulaire, mais dont une forme cytoplasmique peut appa-
raitre apres exposition des cellules a I'IFN-I. Les conséquences de Iédi-
tion A-en-1 des ARN cellulaires par ADARI sont doubles. Lorsque I’édition
se produit dans une région codante, les inosines seront mal interprétées
par la machinerie de traduction et seront lues comme des guanosines
(G). Par ailleurs, la conversion A-en-I déstabilise les structures des ARN
double brin empéchant ainsi leur reconnaissance par les récepteurs anti-
viraux cytoplasmiques, comme les RLR ou PKR (Figure 1) [36]. €n éditant
les ARN cellulaires, les protéines ADAR jouent donc un role clé dans la
discrimination entre le soi et le non-soi. Cependant, la contribution de
ces enzymes a la défense antivirale reste peu claire [35]. La présence
de mutations A-en-G dépendantes d’ADARI a été décrite pour une large
gamme de virus. Cela peut potentiellement mener a la synthese de pro-
téines virales dysfonctionnelles et déstabiliser les ARN double brin inter-
médiaires de réplication. Néanmoins, ADAR] semble également jouer un
role proviral en atténuant la réponse du systeme immunitaire inné. Dans
le cas du virus de I’hépatite delta (HDV), le rdle proviral d’ADARI est
plus évident car la synthese d’une isoforme longue d’une protéine virale
indispensable a la réplication du virus dépend de I’édition d’un codon
STOP en codon tryptophane [37].

La modification N6-méthyladénosine (m6A)

Chez les mammiféres, la Né-méthyladénosine (m6A) est la modification
interne de "ARN la plus fréquente et la plus dynamiquement modulée. €n
effet, cette modification est réversible et résulte de I'activité de deux
classes d’enzymes [38, 39] : les méthyltransférases, qui ajoutent cette
modification aux ARN, et les déméthylases qui peuvent I'effacer. Ces
enzymes jouent donc un r6le crucial dans la stabilité ou I'efficacité de
la traduction des ARN cellulaires en déstabilisant localement leur struc-
ture ou en altérant leur interaction avec les RBP. Des travaux récents
montrent que la modification méA constitue une marque de différencia-
tion entre les ARN cellulaires et exogenes [40]. €n effet, plusieurs études
ont mis en évidence la présence de modifications méA dans une variété
d’ARN viraux, modulant leur stabilité, leur traduction et, de facto,
I’expression des génes viraux [33, 41]. La cartographie des modifications
m6A dans les génomes des flavivirus suggere que cette modification
est une marque conservée au sein de cette famille virale [38]. Si, dans
certains cas, la modification m6A régule négativement la production des
particules virales [38], elle semble aussi jouer un réle dans la discrimi-
nation du soi et du non-soi chez d’autres virus, en permettant aux ARN
viraux de mimer les ARN cellulaires, ce qui leur permet d’échapper aux
mécanismes de I'immunité innée [39, 42].

Les nouvelles frontiéres dans la découverte
des protéines cellulaires de liaison aux ARN
interagissant avec les ARN viraux

Ces dernieres années, les progres techniques ont permis des avancées
majeures dans I'identification et la compréhension des interactions
hote-virus. Deux stratégies ont été développées pour étudier ces inte-
ractions en fonction de la cible choisie, protéine ou ARN. Les premiéres
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visent a isoler une protéine d’intérét spécifique et a
caractériser le répertoire des molécules d’ARN avec
lesquelles elle interagit. Ces approches impliquent un
pontage aux rayons ultraviolets (UV), entre la protéine
et I’ARN, suivi de "immunoprécipitation de la protéine
de liaison aux ARN cibles et I'identification des ARN
co-précipités par séquencage [43]. Ces méthodes ont
souvent été utilisées dans un contexte d’infection
virale pour caractériser les espéces d’ARN se liant aux
RBP cellulaires [43-46] ou virales [47, 48]. Nous n’évo-
querons pas ces techniques ici, mais nous suggérons
aux lecteurs de se référer a d’excellentes revues sur le
sujet [49-51]. Les techniques qui ciblent ’ARN sont plus
récentes et consistent a purifier un ARN d’intérét afin
d’identifier de maniere exhaustive toutes les protéines
associées. Ces approches ont ainsi permis d’identifier
un grand nombre de RBP non canoniques.

La technique de RNA-IC

La technique de RNA-IC (RNA interactome capture) a
largement étendu le répertoire des RBP connues [52].
Cette technique consiste en un pontage des protéines
aux ARN in situ en irradiant des cellules vivantes aux
UV, suivi de la capture des ARN polyadénylés a I'aide
d’une sonde d’oligo (dT)!, puis de I'identification
des protéines associées aux ARN par spectrométrie
de masse [52, 53]. Cette méthode a été appliquée a
I’étude de I'interactome des ARN cellulaires pendant
I’infection par le virus Sindbis (SINV) et a permis
d’identifier plus de 200 RBP capables d’interagir diffé-
rentiellement avec les ARN de I’hGte avant et pendant
Pinfection virale (Figure 2) [54]. Suite & la pandémie
de la COVID-19, cette approche a été adaptée en utili-
sant des sondes spécifiques a la séquence virale pour la
caractérisation de I'interactome de I’ARN viral du virus
SARS-CoV-2 (VRIC) et a permis de mettre en évidence
le rdle régulateur du complexe des ARNt ligases? [55]
(Tableau I). Cette étude a également montré que des
médicaments ciblant certaines RBP interagissant avec
les ARN viraux pouvaient inhiber I"infection in vitro.
Bien que le RNA-IC permette d’identifier des RBP qui
interagissent directement avec les ARN, cette méthode
permet de purifier uniquement les ARN polyadénylés et
ne fait pas la distinction entre ARN viraux et ARN cellu-
laires. Une adaptation du protocole expérimental vRIC a
été mise en place récemment en utilisant un inhibiteur
des ARN polymérases cellulaires pour mieux enrichir les

! Il ’agit d’une séquence d’ADN simple brin d’environ 20 nucléotides de désoxythy-
midine qui vont s’hybrider a la queue polyA des ARN.

? Le complexe des ARNt ligases permet la ligation de fragments d’ARN inhabituels,
I’un ayant un groupe 3'-phosphate ou un phosphate 2, 3'-cyclique et I’autre un
groupe 5'-hydroxyle.



ARN viraux et isoler les RBP associées par spectrométrie de masse de
facon plus spécifique [55, 56].

La technique de ChIRP-MS

La méthode de ChIRP-MS (comprehensive Identification of RNA binding
proteins coupled to mass spectrometry) consiste en un pontage au
formaldéhyde entre les ARN et les protéines suivi de la purification de
’ARN grace a des sondes marquées a la biotine et complémentaires
a ’ARN d’intérét. Contrairement au pontage par UV, l'utilisation de
formaldéhyde conduit a la capture de tous les partenaires de I’ARN,
y compris les protéines associées de fagon indirecte. Les complexes
ribonucléoprotéiques pontés sont purifiés avec des billes de strepta-
vidine, puis analysés par spectrométrie de masse [57]. Développée a
Porigine pour identifier les RBP associées au longs ARN non codants
(long non coding RNA [IncARN]) [58], la méthode de ChIRP-MS a
récemment été adaptée a I'identification des RBP associées aux ARN
viraux des virus DENV et ZIKV [44], et a permis identification de
464 protéines humaines (Figure 2). Un grand nombre de ces protéines
proviennent du réticulum endoplasmique (RE), ol ces virus répliquent.
Cette méthode a également permis d’identifier 146 protéines humaines

associées a "ARN du virus SARS-CoV-2, dont HNRP-
NA2B1 (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/
BI), ILF3 (interleukin enhancer-binding factor 3), QKI
(quaking homolog, KH domain RNA binding), et SFPQ
(splicing factor proline/glutamine-rich), qui ont toutes
une activité provirale [59]. Il est important de noter
que la méthode de ChIRP-MS ne permet pas de définir
a quelles étapes du cycle viral ont lieu les interactions
entre RBP et ARN viraux.

La méthode VIR-CLASP

La méthode de VIR-CLASP (viral cross-linking and
solid-phase purification) repose sur I’infection de
cellules hotes avec des virus dont les génomes ARN
ont incorporé des 4-thiouridines (4SU) a la place de
'uridine. Uirradiation aux UV des cellules infectées
génére un pontage covalent uniquement entre les 4SU
et les protéines cellulaires ou virales fixées sur ces
motifs [60]. La capture en phase solide, et en condi-
tions dénaturantes, de ces complexes avec des billes

InterActome des ARN du SARS-CoV-2

Streptavidine

ChIRP-MS
ChIRP-MS
génome AAAAAAAAAAAAA 106 6 52
du SARS-CoV-2 Sonde spécifique biotinylée 'L
Streptavidine
InterActome des ARN du virus ZIKA .
ChIRP-MS RapID
ChIRP-MS RapID o
BirA
génome
du ZIKV Sonde spécifique biotinylée

InterActome des ARN des alphavirus

VIR-CLASP
4SU 4SU

DRIMS
ARNdb viral

génome
des alphavirus

7

anticorps J2

45U 4SU

AAAAAAAAAAAAA

VIR-CLASP

Figure 2. Description des techniques centrées sur ’ARN permettant de caractériser I'interactome des génomes viraux a ARN simple brin de polarité

positive. Les différentes techniques de péche des ARN viraux sont suivies par une analyse par spectrométrie de masse. Les diagrammes de Venn

indiquent le nombre de protéines identifiées communes aux différentes techniques. Seules les protéines enrichies significativement (valeur p

ajustée < 0,05) dans les conditions infectées par rapport aux conditions non infectées sont représentées (log2FC > 1). Pour les RNA-IC les données

utilisées sont celles correspondant a une infection de 24 h. Pour les données de VIR-CLASP, le jeu de données utilisé est celui correspondant a

I’infection de 3 heures sans traitement IFN.
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Nom Acronyme Pontage Virus ARN péché Exemple Références
RNA interactome capture . SINV, ARN viral Complexe
i RNA-IC Oui (UV) : . [51-55]
(Capture de I'interactome ARN) SARS-CoV2 et cellulaire ARNt ligase
Comprehensive identification of RNA HRNP
bnding proteins-mass spectrometry ) DENV, )
. . 7 Oui ARN viral NAZ2BI,

(Identification compléte des protéines  ChIRP-MS ZIKV, L [58]

o o (formaldehyde) génomique ILF3, QKI,
de liaison de I'ARN par spectrométrie SARS-CoV2 SFPQ
de masse)
Viral cross-linking
and solid-phase purification . CHIKV, 1AV, ARN viral FASN,

-~ L L VIR-CLASP Oui (UV) L, [59]
(Réticulation virale et purification ZIKV, VSV génomique entrant  YTHFD1
en phase solide)
RNA-protein interaction detection )

. . . . ARN viral
(Détection des interactions RapID Non ZIKV 3 ) QKI [62]

L. génomique
ARN-protéines)
Double stranded RNA
] oubte s ran‘ E," ) ARN double brin
immunoprecipitation followed . )
viraux produits lors
by mass spectrometry L
DRIMS Non SINV de la réplication SFPQ, DDX5 [63,64]

(Immunoprécipitation
de I'ARN double brin suivie
d'une spectrométrie de masse)

et ARN double brin
cellulaires

Tableau 1. Résumé de différentes techniques de mise en évidence des protéines de

et leurs caractéristiques.

SPRI (solid-phase reversible immobilization)® conduit & la purification
des protéines pontées au génome viral étiqueté, qui seront ensuite
identifiées par spectrométrie de masse. Grdce a cette approche, une
étude a identifié les interactomes précoces de différents génomes
viraux (CHIKV, IAV [Influenza a virus], ZIKV, VSV [virus de la stomatite
vésiculaire]) (Figure 2).

Cette méthode a permis de montrer que le génome du virus chikun-
gunya (CHIKV) pouvait interagir a la fois avec des facteurs pro- et
antiviraux. €n effet, alors que I’ARN viral du virus CHIKV est capable
de détourner I'acide gras synthase (FASN, fatty acid synthase) a des
fins provirales, la liaison avec la protéine YTHDF1 (YTH domain family
protein 1) exerce un effet inhibiteur sur la réplication de ce virus
(Tableau I) [60]. Si cette technique permet de mettre en évidence
les protéines liant I’ARN viral entrant, elle ne permet cependant pas
d’identifier les protéines se liant a I’ARN néosynthétisé.

La méthode RaplD

Toutes les méthodes préalablement citées utilisent un pontage
chimique ou aux UV permettant d’identifier les interactions, suivi
d’une purification de I’ARN dans des conditions dénaturantes pour

¥ |l S’agit de billes paramagnétiques recouvertes de groupes carboxyle qui se lient de maniére réversible
a I’ADN et a ’ARN.
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liaison aux ARN

aux génomes viraux centrées sur ’ARN

éliminer les interactions non spécifiques [61]. Une
approche permettant d’identifier les interactions entre
ARN et protéines dans des cellules vivantes, et sans
pontage préalable, repose sur 'utilisation de cellules
exprimant une biotine ligase d’origine bactérienne
capable de biotinyler des protéines localisées a une
distance de moins de 20 nm [62]. A I’origine dévelop-
pée pour identifier les interactions protéine-protéine,
cette approche a été récemment adaptée a I’identi-
fication des interactions ARN-protéines. La méthode
RapID (RNA-protein interaction detection) consiste &
étiqueter ’ARN d’intérét avec une séquence permettant
le recrutement spécifique de la biotine ligase. Cette
protéine s’associe donc a I’ARN étiqueté et marque,
par ajout de biotine, les protéines présentes a proxi-
mité [61, 63]. Cette technique a permis d’identifier
des RBP associées aux extrémités transcrites mais non
traduites du génome du virus ZIKV (Figure 2) dans les
tissus neuronaux et a aussi permis de mettre en évi-
dence le rdle proviral du facteur QKI (KH domain rna
binding protein) sur la réplication du virus ZIKV, puisque
sa déplétion réduit le niveau d’ARN viral de 90 % dans
les cellules infectées [63]. Il est important de noter



que, cette technique peut étre appliquée a I'identification des RBP
associées a n’importe quelle séquence d’ARN viral, en se placant dans
un systéme cellulaire exprimant la biotine ligase.

La méthode DRIMS

Une autre technique pour identifier les protéines associées aux ARN
double brin pendant I'infection virale repose sur 'utilisation de I'anti-
corps J2 capable de reconnaitre spécifiquement de longs ARN double
brin. La méthode DRIMS (dsRNA immunoprecipitation followed by
mass spectrometry) (Figure 2), développée dans notre laboratoire, a
permis de mettre en évidence I"importance de I'interaction entre SFPQ
(splicing factor proline/glutamine-rich) et ’ARN du virus SINV dans le
cytoplasme des cellules infectées [64] (Tableau [). En effet, la déplé-
tion de SFPQ ou la mutation de son domaine de liaison a I’ARN inhibent
la réplication virale. Une autre protéine cellulaire provirale mise en
évidence par la méthode DRIMS est I’hélicase DDX5 (DEAD (Asp-Glu-
Ala-Asp) box helicase 5) [65] (Tableau I). €n particulier, DDX5 et
son partenaire DDX17 sont relocalisées du noyau vers le cytoplasme
pendant 'infection et interagissent avec I’ARN viral et la protéine de
capside virale. La déplétion de DDX5 et de DDX17 limite la réplication
du virus SINV, ce qui suggere un rdle proviral de DDX5 et DDX17. Cepen-
dant, IYinconvénient majeur de cette méthode est que I'anticorps J2
peut reconnaftre aussi bien les ARN double brin viraux que ceux d’ori-
gine cellulaire.

Conclusions et perspectives

Ces quelques exemples illustrent a quel point les interactions entre les
ARN viraux et RBP sont fondamentales pour le cycle de vie des virus a
ARN simple brin de polarité positive sur lesquels nous nous sommes
focalisés et comment les progres techniques permettent désormais de
mieux identifier ces interactions complexes, ouvrant ainsi la voie a des
perspectives de traitements plus ciblés contre les infections virales
émergentes.

Ces études montrent que les RBP peuvent jouer un réle pro- ou anti-
viral, en fonction du virus considéré et du contexte cellulaire. Les
mécanismes mis en jeu sont le résultat d’un processus de coévolution
entre ces virus et leurs hdtes. Des résultats récents mettent également
en évidence que de nombreuses protéines associées aux ARN viraux
n’ont pas de domaines canoniques de liaison a "ARN et sont souvent
des enzymes impliquées dans le métabolisme. Ces RBP non canoniques
semblent pouvoir réguler ’ARN tout en ayant leur fonction enzyma-
tiqgue modulée par cette interaction [52]. Ce phénomene, encore trés
peu exploré, mérite d’étre étudié plus en profondeur, notamment dans
le contexte des infections virales.

Enfin, pour comprendre pleinement les interactions entre les ARN
viraux et les RBP, il est crucial d’aller au-dela de simples caracté-
ristiques physico-chimiques des molécules d’ARN. 'abondance, la
localisation intracellulaire et les interactions moléculaires jouent
également un réle clé dans la régulation des réponses antivirales.
Des structures intracellulaires dynamiques peuvent influencer la
réponse antivirale en modifiant I'accessibilité et la détection des
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ARN viraux. Les ARN peuvent en effet étre localisés
dans différents compartiments cellulaires ou étre
associés a des structures membranaires pour échapper
a leur détection, ce qui affecte également leur inte-
raction avec les protéines cellulaires. C’est le cas des
granules de stress, qui sont des structures dynamiques
dans lesquelles se concentrent ARN et RBP par un pro-
cessus de séparation de phase liquide-liquide, et qui
sont des structures clés dans la réponse cellulaire aux
virus [66].

Afin d’étudier ces aspects de maniere plus détaillée,
de nouvelles méthodes permettent de cartographier
les modifications épitranscripto- (=) Voirm/sn°3,
miques des ARN [67] (=) au cours 2024, page 287
de l'infection et les interactions des ARN viraux avec
des protéines @ une échelle plus fine, tandis que les
techniques d’imagerie avancées offrent des apergus
sur la dynamique des interactions ARN viraux-protéines
cellulaires au sein des cellules infectées. Les recherches
futures dans ce domaine devront continuer a explorer
ces mécanismes avec des techniques de pointe afin de
développer des stratégies thérapeutiques ciblées, plus
efficaces, et tenant compte de la complexité et de la
dynamique des interactions moléculaires. ¢

SUMMARY

Cellular RNA-binding proteins during viral infection:
known factors and new approaches to identify novel
targets

Viruses are obligate intracellular parasites that rely
heavily on host components and metabolism to repli-
cate their genome. Most of the emerging viruses
responsible for recent epidemic have an RNA genome.
This viral RNA serves both as a template for replica-
tion and as a messenger for the production of viral
proteins. Interactions between viral RNA and host
RNA-binding proteins play a crucial role in viral repli-
cation and immune evasion. Some RNA-binding pro-
teins act as antiviral factors by recognizing and res-
tricting foreign viral RNA, while others, once hijacked
by the virus, support its replication. Identification
these viral RNA-protein interactions is essential for
the development of new antiviral strategies. This
review explores the role of cellular RNA-binding
proteins in the recognition, modification, and degra-
dation of viral RNA, focusing on pathogenic human
RNA viruses and new technologies for studying these
interactions. ¢
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