344

médecine/sciences 2023 ; 39 : 344-50

m's

médecine/sciences

> Les ARN circulaires (ARNcirc) font partie inté-
grante de la relation hote-pathogene. Apres la
description de la dérégulation d’ARNcirc cel-
lulaires lors d’infections virales, de nombreux
ARNcirc d’origine virale ont été identifiés et
caractérisés. Des roles régulateurs, aussi bien
du cycle cellulaire que du cycle viral, leur ont été
attribués. Ils sont associés a I"oncogenése viro-
induite, a la régulation du systéme immunitaire et
a la différenciation cellulaire. Ces boucles d’ARN,
aussi archaiques que les premiers virus, réservent
bien des surprises aux chercheurs tant au niveau
de leurs fonctions que de leurs biogeneses ! <

Ni vivants, ni inertes, les virus sont au coeur d’un débat
cherchant a définir les limites des formes de vie. Au-
dela de la question philosophique que ce débat sous-
tend, il convient de prendre conscience que ces unités
biologiques sont probablement les plus variées et les
plus variables des mondes (pseudo-) vivants. Une des
hypotheses concernant leur apparition est celle de
Iexistence des viroides [1], des petits ARN circulaires
(ARNcirc) infectant les végétaux. Les viroides ont été
a I’origine de la découverte des ARNcirc par Diener et
ses collaborateurs [2], lorsqu’ils ont décrit, en 1971,
le viroide du tubercule en fuseau, une maladie des
plants de pommes de terre associée a une diminution
de rendement pouvant atteindre 64 % [3]. Au-dela de
limpact économique des viroides sur Iagriculture, il
faut souligner que ces ARN extrémement stables ont la
particularité de ne pas étre traduits en protéine. Pour
se répliquer, se propager et se circulariser, ils utilisent
donc a la fois la machinerie des cellules qu’ils infectent
et les propriétés biochimiques de I’ARN [4].

Synthése et détection des ARNcirc

Dans le noyau cellulaire, la transcription des genes en
ARN messagers (ARNm) est généralement associée &
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un processus de tri et de sélection de I'information transcrite appelé
« épissage » [5, 6]. Le terme « épisser », utilisé dans la marine,
désigne I’action d’assembler bout @ bout les extrémités d’un cordage
afin d’obtenir une structure continue. Par cette action, la machinerie
cellulaire relie de maniére continue les segments d’ARN transcrits
destinés a sortir du noyau, les exons. A contrario, elle retient et éli-
mine, toujours dans le noyau, les introns excisés des ARNm. La vision
canonique de ce processus est I’obtention d’un transcrit linéaire,
lorsque I’extrémité distale d’un exon est reliée a I’extrémité proximale
d’un exon qui le suit dans la séquence nucléotidique. Cette vision a
été bousculée par I'observation d’ARNcirc issus d’un rétro-épissage
(backsplicing), lorsque I"extrémité distale d’un exon est reliée non pas
a 'extrémité proximale d’un exon qui le suit mais a I"extrémité proxi-
male d’un exon qui le précede dans la séquence (parfois lui-méme).
Ce phénoméne produit une boucle d’ARN (un ARNcirc), comme le ferait
une corde dont "extrémité terminale serait jointe a extrémité initiale
(Figure 1).

La détection de ces ARN dans les cellules revét certaines particularités
par rapport a leurs homologues linéaires. Tout d’abord, en raison de
leur plus faible abondance, il est nécessaire de procéder a un enrichis-
sement apres I’étape d’extraction de I’ARN total. Ce traitement repose
sur Iactivité exoribonucléasique 3’-5’ de la ribonucléase R (RNase R)
afin de dégrader les ARN linéaires. Ensuite, apres transcription inverse
(reverse transcription) des séquences d’ARNcire, "amplification par
PCR (polymerase chain reaction) a la particularité d’utiliser des
amorces inversées par rapport a celles qui sont habituellement utili-
sées pour un ARN linéaire : 'orientation des amorces sens et anti-sens
doit en effet converger pour amplifier un matériel génétique linéaire,
mais, en revanche, une orientation divergente des amorces donne
lieu a un produit d’amplification permettant de démontrer la nature
circulaire de la matrice amplifiée et donc I’existence d’un ARNcirc
(Figure 2) [7].
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Transcrits linéaires :
Epissage canonique :

Rétro-épissage :
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Figure 1. Représentation schématique des mécanismes d’épissage menant a la

production des ARN linéaires (épissage canonique) et des ARN circulaires (rétro-

épissage). Bornes d’épissages accepteuses (A) et donneuses (D).

Roles des ARNcirc

La dérégulation de I’expression des ARNcirc que I’on observe dans de
nombreuses maladies, en a fait des candidats biomarqueurs pour le
diagnostic et le suivi clinique. Cela s’illustre notamment au cours de
cancers et de maladies neurodégénératives, dans lesquelles ils sont
soit sous-exprimés, soit sur-exprimés [8] (=9).

Hansen et al. [9] ont ainsi défini, a partir de
I’analyse des séquences des ARN isolés de 143
patients, une liste de cing ARNcirc dont I"expres-
sion est significativement modifiée durant I’évo-
lution du cancer de la prostate. Néanmoins, le réle des ARNcirc ne se
limite pas a un usage médical. De toutes les classes d’ARN, les ARNcirc

sont probablement ceux qui présentent les rdles les plus variés [10]
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d’ARN, puisque doués de multiples fonctions qui leur sont propres.
Certains ARNcirc montrent en effet un potentiel codant, tandis

que d’autres présentent une fonction d’éponge a
microARN (miARN) du fait de leur capacité a lier ces
derniers, par interaction de séquences, et a en inhi-
ber les effets, et que certains autres jouent un rdle
dans Iinhibition ou I"échafaudage de protéines par
interaction directe avec celles-ci. D’autres fonctions
sont actuellement explorées, comme leur impact sur
la transcription par "ARN polymérase Il. Finalement,
certains ARNcirc sont considérés comme des virus
a part entiére, comme les viroides (voir ci-dessus)
ou certains virus «satellites » tels que le virus de
I’hépatite delta.
L'objectif de cette revue est d’offrir un résumé
actualisé des recherches sur les ARNcirc produits
par des virus. Huit familles de virus sont connues
pour exprimer des ARNcirc (Tableau |), et ce, a des
niveaux trés variables. A titre d’exemples, un seul
ARNcirc a été décrit dans le cas des Hepadnaviridae,
et plus de 25 000 ARNcirc différents ont été dans le
cas des Coronaviridae.
Pour illustrer I’éventail des roles joués par les ARNcirc
viraux, nous aborderons successivement différentes
familles de virus a I'origine d’ARNcirc. Parmi les virus a
ADN, la famille des herpésvirus a été choisie en raison
des travaux pionniers sur les ARNcirc viraux qu’elle a
suscités. Nous décrirons ensuite la famille des hépad-
navirus du fait de la particularité de la synthése de ses
ARNcirc. La famille des papillomavirus sera abordée
en raison de la caractérisation précise d’un ARNcirc
candidat oncogéne. Nous examinerons également des
ARNcirc plus particuliers, produits par des virus a ARN,
notamment les coronavirus. Finalement, I"impact des
ARNcirc dans les interactions hote-pathogéne sera
présenté (Figure 3).

ARNCcirc et herpésvirus
Tout comme les premiers miARN viraux [11], les premiers

ARNcirc viraux ont été identifiés au cours d’infections
par des herpésvirus [12] (Tableau I). Ces

B Traitement
par la RNAse R

A Extraction de
I’ARN total
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Figure 2. Méthodes permettant ’enrichissement et "amplification des ARN circulaires.
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C Transcription inverse
et PCR divergente

virus ont un cycle infectieux particulier,
avec la possibilité d’entrer dans une phase
de latence (dormance) pouvant durer toute

> la vie de I’individu infecté. Cette phase est
caractérisée par une expression extréme-

« >
—_— ment réduite des genes viraux et "absence

Pas d’amplification

de production de particules virales. Dans
certaines circonstances, cet état de latence
peut étre interrompu, menant ainsi a la
réactivation de Iinfection.

Les herpésvirus utilisent la machinerie
d’épissage de la cellule gqu’ils infectent
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Figure 3. Impacts des ARN circulaires cellulaires et viraux sur la relation hote-pathogéne. Les impacts des ARNcirc viraux sont représentés en bleu

et les impacts des ARNcirc cellulaires sont représentés en vert.

pour produire les ARN linéaires. Il n’est donc pas surprenant que des
ARNcirc aient été identifiés a partir de ces mémes locus conduisant a
la transcription d’ARNm. Soulignons d’ailleurs que nombre de ces locus
sont impliqués dans I’oncogenése associée a ces infections [12].
Récemment, notre équipe a décrit les premiers ARNcirc codés par un
herpésvirus oncogéne infectant les gallinacés [13], le virus de la maladie
de Marek, responsable de 'apparition de lymphomes dans un délai tres
court. Une expression différentielle d’ARNcirc a été observée en fonction
des diverses phases du cycle viral, et plusieurs constats ont alors été
effectués : 1) divers génes exprimés durant la phase de latence et la
phase d’oncogenése viro-induite produisent d’abondants ARNcirc ; 2) les
ARNcirc exprimés par les herpésvirus sont produits a partir de locus com-
muns a plusieurs especes virales ; et 3) le rétro-épissage ne se résume
pas a un épissage canonique fonctionnant a Ienvers.

Le premier constat peut paraitre trivial. Certains locus produisant
des ARNcirc correspondent aux régions des longs transcrits épissés
associés a la phase de latence virale [13-15]. La découverte d’ARNcirc
associés a ces régions emblématiques des herpésvirus devrait ainsi
permettre une meilleure caractérisation de leurs fonctions. Ces régions
étant également associées a une production de miARN, il ne serait
pas étonnant que I'expression des ARNcirc affectent, modulent, voire
leurrent, la fonction de ces miARN.

Des locus communs d’expression d’ARNcirc avaient déja été mis en
évidence par Ungerleider et al. [14] lors de la description des ARN-
circ exprimés par divers herpésvirus humains, murins et simiens. Les

m/s n° 4, vol. 39, avril 2023

herpésvirus possedent dans leurs génomes des régions
associées a leur réplication. Ces zones, appelées « ori-
gines de réplication », sont reconnues par les ADN
polymérases virales et servent de site d’initiation a la
réplication génomique [16]. Ungerleider et son équipe
ont observé que différents herpesvirus expriment des
ARNcirc a partir de ces régions particuliéres alors
méme que ces origines de réplication ne sont ni situées
dans un environnement génétique commun d’un virus
a I'autre, ni encadrées par des genes communs. Un
lien entre I"expression des ARNcirc et les processus de
réactivation du cycle du virus associé au sarcome de
Kaposi (KSHV) a d’autre part été établi par Toptan et
al. [15]. A partir de ces observations, deux hypothéses
non exclusives peuvent étre envisagées : 1) les ARNcirc
pourraient étre impliqués dans la réactivation du cycle
viral, en inhibant des miARN viraux acteurs clefs de la
latence ; 2) les ARNcirc stabiliseraient I’ouverture de la
fourche de réplication impliquée dans la néosynthese du
génome viral. Ainsi, la découverte de régions spécifiques
associées a Iexpression d’ARNcirc et conservées entre
les herpesvirus suggére un role commun a ces molécules.
Le troisieme constat découle de I’analyse précise
des ARNcirc viraux. €n effet, la caractérisation des
séquences de rétro-épissage révele que de nombreux
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motifs nucléotidiques sont différents de ceux observés lors de I’épissage
canonique. Or, ces motifs n'ont pu étre reliés @ un mécanisme connu de
la maturation des ARN, suggérant 'existence d’un nouveau processus a
I’origine de ce rétro-épissage. Les herpesvirus expriment d’ailleurs une
protéine qui module I'épissage, ICP27 (Infected-cell protein 27) chez les
alphaherpesvirus [17]. Ces virus représentent donc un modeéle qui devrait
permettre de décrypter ce mécanisme en comparant des situations dans
lesquelles chacun des deux types d’épissages intervient.

Des observations plus spécifiques a certains virus ont permis d’attri-
buer des fonctions particulieres a des ARNcirc viraux. C’est le cas des
ARNcirc codés par le virus d’Epstein-Barr (EBV) que sont circLMP2A,
associé au gene codant la protéine LMP2A (latent membrane protein
2A) et circBART2.2, associé aux transcrits non codants dont les introns
permettent la production de miARN. Uimportance de circLMP2A a été
établie par Gong et al. [18] dans le contexte du cancer gastrique,
pour son role dans I'apparition de cellules souches au sein de la masse
tumorale. Ces auteurs ont montré I"abondance et "enrichissement de
cet ARNcirc in vitro dans des cellules de lignées tumorales et ex vivo
dans des échantillons prélevés chez des patients. De plus, un lien a été
établi entre 'abondance de circLMP2A et le mauvais pronostic d’évolu-
tion du cancer chez les patients. Dans un modele murin d’infection par
I’€BV, I'inhibition de I’ARNcirc a réduit le nombre de cellules souches
ainsi que la taille de la tumeur. Inversement, la surexpression de
circLMP2A a favorisé la tumorigenése et amplifié le nombre de cellules
souche. Le transcrit circulaire se lierait @ un miARN cellulaire, régulant
la protéine suppresseur de tumeur TP53 (tumor protein 53), interférant
ainsi avec I'inhibition de la tumorigenése.

Le role de circBART2.2 a, quant a lui, été mis en évidence dans un pro-
cessus d’échappement immunitaire qui est observé dans le carcinome
nasopharyngé associé & I'infection par I’€BV [19]. Uexpression élevée de
circBART2.2 chez les patients affectés par la maladie est en effet liée a
une espérance de vie plus courte. Son rdle est étroitement associé a celui
de la protéine régulatrice PD-L1 (programmed death — ligand 1) dont
I’expression est contrdlée par RIG-1 (retinoic acid induced gene 1). €n se
fixant & son récepteur PD-1 (programmed cell death protein 1) exprimé
par les lymphocytes T, PD-L1 régule la réponse immunitaire. €n raison
de son interaction avec RIG-1, circBART2.2 induit I"'augmentation de la
synthese de PD-L1, provoquant I’arrét de la réponse lymphocytaire, et
promouvant ainsi la cancérogenése et le développement de métastases.

Lintrigant ARNcirc du virus de I’hépatite B

Le virus de I’hépatite B (HBV) est un virus a ADN partiellement double
brin circulaire de 3,2 kb (kilobases). Ce génome atypique est a I"origine
d’un cycle de réplication particulier. La réplication du génome d’HBV
nécessite en effet la production d’un ARN prégénomique (ARNpg) qui est
utilisé comme matrice de rétrotranscription pour reproduire le génome
viral. Malgré cette configuration atypique, aucun épissage n’avait été
décrit jusqu’alors pour la maturation des ARNm ou de I’ARNpg. Pourtant,
la production d’un ARNcirc d’origine virale a été décrite lors d’infection
par ce virus, y compris dans des tissus prélevés a partir d’individus
souffrant d’un carcinome hépatocellulaire, conséquence ultime de la
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transformation cellulaire induite par I’HBV. LU'ARNcirc
d’HBV résulterait d’un rétro-épissage qui dépendrait d’un
mécanisme de recombinaison entre les extrémités 5’ et 3’
de ’ARNpg (Figure 4) [20, 21].

ARNCcirc et papillomavirus : I’exemple du circ€7

Les papillomavirus humains & haut risque (HR-HPV) sont
des virus a ADN double brin responsables de nombreux
cas de cancers (cancers du col de I'utérus, du vagin, de
la vulve, de Ianus, du pénis et cancers des voies aéro-
digestives supérieures). Ces virus sont ceux pour les-
quels la caractérisation d’un ARNcirc est la plus avancée
(Tableau |) grdce & la description en 2019 de I’ARNcirc
circ€7 [22] qui a révélé les nombreuses caractéristiques qui
en font aujourd’hui "archétype de ’ARNcirc viral codant.

Circ€7 contient I’entiereté du cadre ouvert de lecture
de P'oncoprotéine virale €7, responsable de la trans-
formation cellulaire induite par le virus. Bien qu’il ne
représente que 3 % des transcrits codant la protéine, sa
contribution dans la traduction en protéine €7 serait plus
importante que celle de la version linéaire du transcrit.
Uinhibition spécifique de circ€7 réduit en effet la pro-
duction de la protéine €7, ainsi que la taille des tumeurs
diminuée de moitié dans un modéle murin d’infection
[22]. Aucune structure tridimensionnelle permettant
le recrutement des ribosomes cellulaires pour la tra-
duction de la protéine n'a été identifiée sur la base
de la séquence nucléotidique de circ€7. Or, ces motifs

Génome HBV

pgARN

Région
de recombinaison

Figure 4. Biogenése de I’ARNcirc transcrit par le virus de
I’hépatite B.



permettent la traduction des ARNm dépourvus de coiffe. UARNcirc
circ€7 est pourtant capable de recruter les ribosomes cellulaires, mais,
dans ce cas, le ribosome est recruté par I'intermédiaire de séquences
enrichies en adénosines méthylées présentes dans sa séquence [22].
Les méthylations des adénosines en position 6 (mA), largement
caractérisées [23], sont les modifications épitranscriptomiques les
plus fréquentes. Elles ont une influence sur le (rétro-)épissage, sur la
localisation des transcrits ARNcirc et sur leur traduction. €n I"absence
de ces méthylations, "abondance de circ€7 est altérée et la production
de 'oncoprotéine via sa traduction est méme impossible. Cela confirme
que ces sites enrichis en adénosines méthylées permettent le recrute-
ment des ribosomes et la traduction de circ€7 [22].

Les virus a ARN et leurs ARNcirc inattendus

Uexpression d’ARNcirc a été validée pour plusieurs familles de virus a
ARN (Paramyxoviridae [24], Coronaviridae [25] et Spinareoviridae [26,
271) (Tableau ). Dans le cas des Spinareoviridae, et plus précisément
du Bombyx mori cypovirus [27], 'expression des ARNcirc a notamment
été associée a la production d’un micropeptide régulant la réplication
du virus. Mais I'intérét d’identifier des ARNcirc produits par des virus
a ARN ne se limite pas a la compréhension de leur rdle au cours de
Iinfection. En effet, ces virus se répliquent dans le cytoplasme de la
cellule et aucun transcrit épissé n’a jamais été observé, ce qui semble
exclure une production d’ARNcirc. Néanmoins, ces trois familles de
virus ont la capacité commune de produire des transcrits alternatifs
au cours de leurs cycles de réplication. Bien que ces processus ne
soient pas liés directement a un épissage, ils pourraient participer a
la production d’ARNcirc. €n effet, la vitesse de I’ARN polymérase, les
structures secondaires de ’ARN, et la proximité de sites de liaisons a
des protéines, ont toutes un impact sur la biogenése des ARNcirc [28].
Il devient alors judicieux de s’interroger sur les mécanismes de bioge-
nese de ces transcrits particuliers.

€n ce qui concerne les coronavirus [25], les premiéres analyses
ont démontré une proximité des bornes de rétro-épissage avec des
séquences nucléotidiques complémentaires. Néanmoins, aucune circula-
risation issue de la machinerie d’épissage canonique n’a été décrite. La
formation d’ARNcirc pourrait étre liée a la transcription discontinue des
ARN subgénomiques, mais de plus amples analyses restent nécessaires.
Les ARNcirc des paramyxovirus ont été étudiés dans le modéle du
virus respiratoire syncytial (RSV) [24]. analyse des bornes de rétro-
épissage a I'origine de ces ARNcirc a permis d’identifier un motif
d’épissage, AT/TA, s’avérant différent du motif dit canonique, GT/AG.
Il serait donc surprenant que la machinerie impliquée soit similaire a
celle participant a la production des ARNcirc cellulaires. La circula-
risation des transcrits de ces virus se produirait en dehors du noyau
cellulaire, donc indépendamment de la machinerie d’épissage, ce qui
tend a confirmer I’existence d’'une machinerie alternative qui pourrait
impliquer des protéines cellulaires et des protéines virales. Les ARN-
circ de ces virus semblent étre produits dans les « usines virales » de
transcription et de réplication. Au sein de ces usines, sont produits de
nombreux ARNm viraux flanqués du motif AT/TA. La polymérase virale
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nécessiterait donc ces motifs AT/TA pour la production
des ARN viraux et leur circularisation.

Les réovirus offrent une vision tres singuliere de I’épis-
sage [26, 27]. lls utiliseraient en effet la machinerie
cellulaire classique d’épissage pour exprimer leurs ARN-
circ. Aucun épissage n’a pourtant été décrit pour leurs
transcrits linéaires, et leur réplication n'a jamais été
observée dans le noyau cellulaire ou I’épissage est sup-
posé avoir lieu. La description d’ARNcirc exprimés par
ces virus est donc pour le moins inattendue et nécessite
de plus amples études.

Ces trois exemples de virus capables de produire des
ARNcirc sans que I'on en comprenne exactement le
mécanisme ont éveillé la curiosité de la communauté
scientifique et offrent de nombreuses raisons de s’inté-
resser aux transcrits circulaires, avec la nécessité de
briser certains dogmes. Ils montrent également I’utilité
des virus, non plus comme modéles de pathogenése,
mais comme nouveaux outils de recherche en biologie.
Un virus est, par définition, dépendant de son hote,
dont il exploite plus ou moins les voies biochimiques
pour se répliquer. Dans le cas des ARNcirc, il est pos-
sible, et méme probable, que les voies utilisées pour
leur synthese soient identiques a celles qu’emprunte
I’hote. En traquant les virus, ces voies, pourraient étre
identifiées et caractérisées.

Alors que le mot virion n’a été proposé qu’en 1959 [29],
soit presque 300 ans aprés qu’Antoni van Leeuwenhoek
(1632-1723) eut observé pour la premiére fois des
microbes, les virus apparaissent aujourd’hui comme un
outil indispensable a I’observation et la caractérisation
de processus cellulaires qui échappent aux techniques
de biologie moléculaire classiques.

Conclusion

Les ARNcirc font partie intégrante de la relation hote-
pathogeéne (Figure 3). La dérégulation de Iexpression
des ARNcirc cellulaires avait d’abord été décrite durant
les infections virales, avec notamment un effet de rétro-
contrdle sur le virus lui-méme. Plus récemment, de nom-
breux ARNcirc viraux ont été identifiés. lls ont été le sujet
d’études fonctionnelles, leur attribuant des roles régula-
teurs, aussi bien du cycle cellulaire que du cycle viral. Ils
ont ainsi été associés a I'oncogeneése viro-induite, a la
régulation du systéme immunitaire et a la différenciation
cellulaire. A ce jour, leur caractérisation s’est limitée &
des mécanismes déja décrits (éponge @ miARN, modula-
tion de 'action des protéines et de leur expression, etc.).
Il est néanmoins probable que de nouveaux mécanismes
de régulation induite par des ARNcirc soient découverts
grace a des modeles viraux.

349



350

Il convient de rappeler 'importance de ces modeles viraux pour I’étude
de la biologie cellulaire. Certains virus a ARN expriment leurs propres
ARNcirc, par un mécanisme d’épissage encore inconnu, révélant
Iexistence d’une biogenese plus complexe que celle utilisée dans les
modeles canoniques d’épissage. Tous les virus étudiés s’averent ainsi
étre de potentiels modeles, simples @ manipuler, pour étudier cet épis-
sage particulier, qu’il soit canonique ou non.

L’étude des transcrits circulaires viraux donne I'impression d’avoir
ouvert une boite de Pandore avec des possibilités infinies de décou-
vertes. CircE7 en est le parfait exemple. Au travers de cing études
[22, 30-33], circE7 a en effet alimenté un débat entre deux visions
sur 'impact de ce transcrit particulier. Alors que les deux premiéres
recherches avaient pointé I'importance de circ€7 dans le cancer, la
validité de ces observations et leurs interprétations ont été remises en
question par les recherches suivantes. A ’heure de recherches linéaires
et dogmatiques, les virus apparaissent comme de parfaits outils pour
explorer ce cirque foisonnant et passionnant de la vie, offrant un vent
de fraicheur scientifique. ¢

SUMMARY

The circular life of viruses

Circular RNAs (circRNA), as ancient as the first viruses, take an impor-
tant part in the host-pathogen relationship. After the first description
of dysregulated cellular circRNAs upon viral infection, numerous circR-
NAs of viral origin were identified and characterized. They are impacting
both viral and cellular cycles and are associated with virus-induced
oncogenesis, immune system regulation and cell differentiation. While
the naive reader might get swamped by discovering this new field of RNA
biology, it seems that these RNA rings are actually full of surprises and
wonders at both a functional and a biogenesis level. ¢
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