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microtransistors en remplacement des
microélectrodes comme systémes d’ac-
quisition. En effet, une étude réalisée
par I’€cole des Mines de Saint-£tienne
et I’Institut de neurosciences des sys-
temes (Inserm UMR1106) de Marseille a
montré que l'utilisation de transistors
a base de polymeéres conducteurs per-
met un meilleur rapport signal/bruit
que dans le cas des électrodes, et
peut permettre d’enregistrer de I’infor-
mation provenant de structures plus
profondes du cerveau [7]. La question

devient alors : jusqu’ol peut-on mesu-
rer de I'information depuis la surface
du cerveau ? ¢

Single neurons recording with non
invasive microelectrodes
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NOUVELLE

miR-122 continue
de nous surprendre
Chloé Mengardi'-®, Théophile Ohlmann!-®

> Le virus de I’hépatite C (VHC), de la
famille des Flaviviridae, est un patho-
geéne humain du foie qui infecte actuel-
lement 185 millions de personnes dans
le monde. Son génome est un ARN positif
simple brin codant pour une polypro-
téine, clivée par la suite en dix pro-
téines essentielles a sa réplication.
L’ARN génomique (ARNg) du VHC est
naturellement non coiffé, non polyadé-
nylé, et il a la particularité de posséder
dans sa région 5’ non traduite (5'UTR)
un site d’entrée interne du ribosome
appelé IRES (internal ribosome entry
site) [1]. La réplication du VHC est
stimulée par un microARN (miARN) trés
exprimé dans le foie: le miR-122 [2].
De maniéere générale, les miARN servent
de guide pour le complexe RISC (RNA-
induced silencing complex) dont Argo-
naute 2 (Ago2) est un des composants
majeurs [3]. La plupart du temps, la
fixation d’un miARN associé au com-
plexe RISC sur la 3’UTR d’ARN messagers
cibles induit I'inhibition de la synthése
protéique du transcrit ciblé [4]. De
maniere surprenante, miR-122 se lie a
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deux séquences localisées dans la région
5 du génome viral, dans le domaine | de
I"IRES du VHC, ce qui induit une augmen-
tation de la réplication du virus [5] en
stimulant sa traduction [6] et en proté-
geant son extrémité 5’ de la dégradation
par I’exonucléase Xrnl [7, 8].

Dix ans apres la découverte de I'impli-
cation du miARN miR-122 dans la répli-
cation du virus de I’hépatite C (VHC)
[2], deux publications récentes [9, 10]
nous incitent @ porter un nouveau regard
sur le r6le de ce miARN.

miR-122 réduit la circularisation de

I’ARNg du VHC et stimule sa synthese

Dans I"étude publiée dans Cell Host &
Microbe [9], ’équipe de Stanley Lemon
démontre que miR-122 agit comme un
élément régulateur de I'équilibre entre
la synthese de I’ARN viral et sa traduc-
tion. La surexpression de miR-122 dans
une lignée de cellules hépatocytaires
infectées par le VHC induit la stimulation
de la synthése de ’ARNg et la hausse de
la production de protéines virales. Ce
phénomene est observé aussi bien dans

n
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des cellules controles qu’apres déplé-
tion de la protéine Xrn1! (un membre de
la famille d’exonucléase 5°-3’) ; ainsi,
’augmentation de la synthése d’ARNg
ne s’explique pas par une hausse de la
stabilité du transcrit. €n surexprimant
miR-122 au cours de 'infection, les
chercheurs ont mis en évidence que la
hausse du taux d’ARNg néosynthétisé
précede I’augmentation de la synthése
protéique, qui n’est que la conséquence
logique de "accroissement de la popu-
lation d’ARN viral. Cette hypothese est
confirmée en montrant que miR-122
n’a plus aucun effet si la polymérase
virale est préalablement bloquée avec
des inhibiteurs spécifiques. €n revanche,
I’expérience inverse, qui consiste a blo-
quer la synthése protéique en utilisant
de la puromycine ou de la cyclohexi-
mide, a des conséquences plus éton-
nantes. €n effet, ’addition de cyclo-

! Chez les eucaryotes, la dégradation des ARNm débute par
la déadénylation avec la production de transcrits avec de
courtes queues polyA, qui sont des cibles de I’exoribonu-
cléase Xrnl pour une dégradation de 5’ vers 3’, et de I"exo-
some pour une dégradation de 3’ vers 5’.
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IRES du virus de
I’hépatite C

AgoZ miR-122

Sl 52

PCBP2

heximide seule (sans surexpression de
miR-122) bloque a la fois la traduction
et la synthese de I’ARN viral, alors que
la puromycine inhibe la synthese pro-
téique mais provoque une augmentation
de la production de I’ARNg du VHC. Ce
phénomene peut s’expliquer par le fait
que la puromycine libére I’ARNg des
polysomes, alors que la cycloheximide
fixe ces derniers sur le transcrit. De
fait, en présence de puromycine, I’ARN
est alors disponible pour la réplication
par la polymérase. En effet, il est utile
de rappeler que "ARNg du VHC sert a
la fois d’ARN messager (ARNm) pour
la syntheése des protéines virales et de
matrice pour la synthése et la réplica-
tion du génome. Ces deux fonctions,
nécessaires a la réplication virale, sont
mutuellement exclusives avec un flux
de ribosomes qui migrent dans le sens
5" — 3’ sur I’ARNg, alors que la polymé-
rase progresse en 3’ —> 5" pour réaliser
la réplication.

I’addition de miR-122 dans
ces cellules traitées par les inhibiteurs

Toutefois,

de la traduction n’augmente pas le taux
d’ARNg néosynthétisé, ce qui indique
que la synthese des protéines est néan-
moins une étape nécessaire. A partir de
ces données, les auteurs émettent I’hy-
pothese selon laquelle miR-122 pourrait
jouer le méme rdle que la puromycine,
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STIMULATION D€ LA
TRADUCTION

Polyprotelne

c’est-a-dire inhiber la syntheése pro-
téique en libérant ’ARNg des polysomes,
créant ainsi une situation favorable a sa
réplication. Ceci est (=) Voir la Synthése

étayé par l'utilisation  de L. Tafforeau,
de gradients de poly-
somes qui montrent

que I"addition de miR-122 provoque une
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réduction de la fraction polysomale au
profit de I’émergence de monosomes
80S [16] (=¥). Afin de décortiquer le
mécanisme moléculaire par lequel miR-
122 induit une telle transition, les cher-
cheurs se sont alors intéressés a la pro-
téine PCBP2 (Poly(C) binding protein 2),
qui a la particularité de se lier a "extré-
mité 5’ de I’ARNg du VHC et de stimuler
sa traduction tout en favorisant la « cir-
cularisation » du génome viral [11]. Or,
le site de fixation de PCBP2 chevauche le
second site de liaison de miR-122 sur le
5 de I’ARN et entre donc en compétition
avec ce dernier (Figure 1). De fait, miR-
122 n’a plus d’effet ni sur la syntheése
de I’ARN viral ni sur la production pro-
téique dans des cellules dépourvues de
PCBP2, confirmant ainsi I'implication de
cette protéine. Les auteurs suggerent
que le déplacement de PCBP2 de I’ARNg
réduirait la circularisation de ce dernier,
ce qui libérerait la 3’UTR rendue dispo-
nible pour interagir avec la polymérase
(Figure 1).

Figure 1. Le complexe miR-122 : Argonaute 2
régule I’équilibre entre traduction et réplica-
tion de ’ARN génomique du virus de ’hépatite
€ (VHC). La protéine poly(C) binding protein 2
(PCBP2) a la particularité de « circulariser »
I’ARN viral et de stimuler sa traduction. miR-
122 entre en compétition avec PCBP2 pour se
fixer sur 'IRES, car leurs sites de liaison res-
pectifs se chevauchent (au niveau du site 52
de miR-122). Le complexe miR-122 associé &
la protéine Argonaute 2 (Ago2) déplace PCBP?2
de I’ARN viral, ce qui engendre une rupture de
la circularisation de ’ARN génomique rendant
la 3’UTR disponible a la polymérase ce qui
favorise la synthése de I’ARN.

Séquestration de miR-122 par ’ARN
génomique du VHC

La deuxieme étude, publiée dans Cell
en mars 2015 [10], est plus globale et
vise a mesurer I'impact de I'infection
des cellules par le VHC sur la relation
entre miR-122 et ses cibles cellulaires.
Pour cette étude, J.M. Luna et al. ont
utilisé un éventail de nouvelles tech-
niques combinant de multiples approches
« -omiques ». Dans un premier temps, en
conjuguant séquengage a haut débit et
pontage covalent suivi d’une immuno-
précipitation (HIT-CLIP, high-throughput
sequencing of RNA isolated by crosslink-
ing immunoprecipitation) de la protéine
Ago?, les chercheurs ont établi la carte
des interactions de cette derniere le long
de "ARNg du VHC. IIs ont ensuite démon-
tré, en utilisant des cellules de la lignée
hépatocytaire HuH7
dans lesquelles le gene
Drosha - codant pour
une ribonucléase de

(=) Voir la Nouvelle
de H. Gilgenkrantz,
m/s n° 12, décembre
2014, page 1066
type Ill nécessaire a la maturation des
précurseurs des miARN - a été éliminé
par la technique CRISPR (=¥), mais dont
I’expression de miR-122 a été restaurée,
que la majorité des sites de liaison d’Ago?
sur le génome du VHC correspondaient
aux sites de liaison de miR-122. €n affi-
nant cette approche par CIMS (crosslink-
induced mutation site analysis) [12],
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ARNg du VHC

/Réplicution virale

Effet « éponge »

Figure 2. L’ARN génomique du virus de [’hépatite C agit comme une « éponge » pour miR-122. miR-122 se
fixe préférentiellement sur deux sites (S1 et $2) en 5’ de I’ARN viral. Dans les cellules hépatocytaires, ’ARN du
VHC va séquestrer miR-122, empéchant ce dernier de réguler ses cibles cellulaires. Comme miR-122 stimule

également la réplication virale, et donc la production d’ARN génomique néosynthétisé, cela crée une boucle

Ago2:miR-122

Sites ciblés

par miR-122 dans la 3’UTR
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de régulation positive qui permet d’amplifier d’avantage le phénoméne d’ARN « éponge ».

ils ont cartographié dans I’IRES avec
une résolution de I'ordre du nucléotide,
3 sites de liaison de miR-122 dont deux
au niveau du domaine | qui correspond
aux sites S1 et S2, et un autre a la jonc-
tion entre le pseudo-nceud et le codon
AUG. Ces sites ont déja été décrits comme
étant les cibles préférentielles de la liai-
son de miR-122 [5].

L’expérience de HIT-CLIP avec Ago2 a
ensuite été reproduite sur les ARNm cel-
lulaires de cellules infectées, ou non, par
le VHC. €n conditions d’infection, une
forte réduction de la liaison d’Ago2 a
I’ensemble des ARNm cellulaires conte-
nant un, ou plusieurs, sites de liaison a
miR-122 est observée. €n transfectant
dans des cellules des génes rapporteurs
qui possedent dans leur région 3’UTR
entre 1 et 6 sites ciblés par miR-122, les
auteurs montrent que I'infection de ces
cellules par le VHC entraine une déré-
pression de I’expression de ces genes.
Celle-ci intervient de maniere stoechio-
métrique et dépend a la fois du nombre
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de sites de liaison miR-122 et de la
concentration intracellulaire du trans-
crit. Cela suggere que I"ARNg du VHC agit
comme une « éponge » en séquestrant
miR-122 pour ’empécher de se fixer a
ses cibles cellulaires (Figure 2).

Cette hypothése a été confirmée en
mutant dans le virus les sites de liai-
son S1 et S2 pour miR-122 afin de les
transformer en sites de fixation pour
le miR-15a/b. &n effet, miR-15a/b est
en concentration aussi abondante que
miR-122 dans les cellules HuH7. Ce virus
mutant est viable et se réplique désor-
mais indépendamment de miR-122, mais
requiert désormais la fixation de miR-
15a/b. La réplication de ce virus mutant
dans les cellules hotes provoque la levée
de Iinhibition de I"expression des genes
cellulaires ciblés par miR-15a/b sans
toutefois affecter ceux qui sont sous la
dépendance de miR-122. Cela confirme
donc de maniere élégante la théorie de
I’ARN « éponge », décrite précédem-
ment pour des ARN cellulaires appelés

Levée de Pinhibition =/ Expression

« ceARN » [13], mais aussi
dans le cas de génomes
viraux comme ceux du cyto-
mégalovirus et des herpes
virus [14, 15]. Cependant,
le VHC ajoute un niveau de
régulation encore plus sub-
til @ ce mécanisme, puisqu’il
utilise aussi miR-122 pour sa
réplication, ce qui provoque
une augmentation du nombre
de copies de I’ARNg, qui ne
font qu’augmenter sa capa-
cité a séquestrer miR-122.

Quelles conséquences de la
séquestration de miR-122 ?
Ces deux articles ouvrent des
perspectives intéressantes
pour notre compréhension
du role des miARN au cours
de la réplication virale. €n
effet, dans le cas du role de
miR-122 dans la régulation
de la balance entre traduc-
tion et réplication de I’ARN
viral, il est trés probable que
d’autres virus a ARN positif
puissent utiliser un mécanisme simi-
laire. Dans le deuxiéme cas de figure, la
séquestration de miR-122 au cours de
I'infection chronique par le VHC pourrait
avoir des conséquences importantes
sur la régulation de genes cellulaires,
notamment ceux qui sont impliqués dans
la progression vers I’hépatocarcinome. ¢
miR-122 continues to surprise us
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