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NOUVELLE

Implication

de la voie des microARN
dans la réplication du VIH-1

Robinson Triboulet, Monsef Benkirane

> Les microARN (miARN) sont des petits
ARN simple-brin de 19-25 nucléotides
qui régulent I'expression des genes chez
les organismes eucaryotes [1]. Ils sont
exprimés a partir de génes codants ou
non-codants sous forme de transcrits
primaires (Figure 1). Ces transcrits, éga-
lement appelés pri-miARN, subissent
deux étapes de clivage: I’'une est réali-
sée dans le noyau par une RNase appelée
Drosha, qui génere des miARN précur-
seurs, ou pré-miARN, qui sont exportés
dans le cytoplasme par I'intermédiaire
de I’exportine 5; I'autre est réalisée
dans le cytoplasme par une autre RNase
appelée Dicer, qui engendre des ARN
double-brin de miARN a partir des pré-
miARN. Les ARN double-brin s’associent
a un complexe multi-protéique appelé

RISC (RNA-induced silencing complex),
au sein duquel 'un des brins est dégradé,
tandis que "autre sert de guide au com-
plexe pour cibler des ARN messagers
(ARNm) et bloquer leur traduction et/ou
les déstabiliser par un mécanisme encore
mal compris. Un miARN peut cibler un
ARNm par le jeu d’un appariement de
bases avec une ou plusieurs séquences
présentes dans sa région 3’ non-traduite.
Or, la complémentarité entre un miARN
et sa cible est souvent imparfaite, ren-
dant difficile I'identification et I"étude
des cibles des miARN. Malgré cela, plu-
sieurs travaux ont montré que les miARN
peuvent réguler de nombreuses voies
biologiques au cours du développement,
de la différenciation ou de I"apoptose
cellulaire par exemple.
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Figure 1. Voie de synthése et d’action des miARN. Les miARN (représentés en rouge) sont trans-

crits dans le noyau, clivés par Drosha, exportés dans le cytoplasme, puis clivés par Dicer avant

de servir de guide pour cibler des ARNm et bloquer leur traduction ou les dégrader. Les siARN

(représentés en vert) sont apportés de facon artificielle dans les cellules pour cibler et dégrader

spécifiquement des ARNm.
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Le cycle réplicatif de certains virus est éga-
lement soumis & des régulations par les
miARN [2]. UARN du virus foamy et celui
du virus de I’hépatite C sont chacun ciblés
par un miARN cellulaire qui, pour le premier,
réprime sa réplication (il s’agit du miR-32),
et pour le second, la potentialise (il s’agit
dumiR-122, qui est a ce jour le seul exemple
de miARN capable de stimuler la production
d’ARN). analyse des séquences de certains
virus et le clonage systématique des petits
ARN isolés a partir de cellules infectées
ont également révélé I'existence de miARN
viraux. Ces miARN, principalement codés par
des virus a ADN, joueraient un rdle impor-
tant pendant Iinfection, comme en témoi-
gne par exemple le cas du miR-S1 codé par
le virus simien 40 ou celui du miR-LAT codé
par le virus de I’herpés simplex de type |.

Récemment, nous avons montré que I'ex-
pression de miARN cellulaires peut aussi
étre soumise a des régulations par des virus
[3]. Lanalyse du profil d’expression des
miARN cellulaires au cours de I'infection
par le virus de 'immunodéficience de type
[, ou VIH-1, a montré que plusieurs miARN
sont régulés: 6 miARN sont significati-
vement diminués, et 11 sont augmentés.
Dans quel but le VIH-1 altére-t-il de fagon
spécifique I'expression de ces miARN?
Certains résultats laissent penser que cela
permettrait au VIH-1 de moduler I'ex-
pression de certains genes cellulaires qui
potentialiseraient sa réplication. €n effet,
parmi les 6 miARN diminués, deux miARN
(les miR-17-5p et 20a) sont capables de
cibler PARNm qui code pour PCAF (pCAF,
CREB-binding protein associated factor),
une protéine cellulaire qui joue un rdle
essentiel dans I'activation de Iexpression
des génes du VIH-1 (Figure 2) [4]. PCAF
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posséde une activité acétyl-transférase
qui lui permettrait d’acétyler les histones
et de lever la répression chromatinienne
au niveau du promoteur du VIH-1. PCAF
est également un co-activateur essentiel
de la protéine Tat, car I"acétylation de Tat
par PCAF module son activité vis-a-vis du
promoteur [5]. Donc, en diminuant I'ex-
pression de ces 2 miARN, le VIH-1 facilite
I’expression de PCAF et permet ainsi une
activation efficace du promoteur viral.

Comment le VIH-1 régule-t-il I'expres-
sion de ces miARN ? Les 6 miARN dimi-

nués lors de Iinfection sont exprimés
a partir d’un méme pri-miARN, appelé
pri-miR-17/92, qui est localisé dans
I’'un des introns d’un gene dont la fonc-
tion n'est pas connue [6]. Des résultats
indiquent que le VIH-1 pourrait réguler
de fagon négative I'activité du promo-
teur qui contrdle leur expression. Pour
les 11 miARN qui sont augmentés, les
analyses par microarray montrent que
4 ne sont exprimés qu’apres infection
par le VIH-1. Leur expression est donc
manifestement induite en présence du
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virus. Dans tous les cas, peu d’informa-
tions existent concernant la régulation
de I'expression de ces miARN et il reste
donc a déterminer quels sont les méca-
nismes mis en jeu.

Des observations indiquent clairement que
Dicer et Drosha, les deux RNases impli-
quées dans la biogenése des miARN, répri-
ment la réplication du VIH-1. Cela a pu étre
mis en évidence en utilisant des siARN, des
petits ARN couramment utilisés en labo-
ratoire pour éteindre de fagon spécifique
I’expression des genes, et qui empruntent
pour cela une voie similaire a celle utili-
sée par les miARN (Figure 1). Lutilisation
de siARN capables de bloquer I'expres-
sion de Dicer ou de Drosha s’accompa-
gne d’une augmentation de la cinétique
de réplication du virus dans des cellules
de patients infectés et dans différentes
lignées cellulaires. Ces résultats indiquent
donc que la voie des miARN est inhibitrice
de la réplication du VIH-1. La régulation
de I'expression de PCAF, résultante de la
diminution de I'expression des miR-17-5p
et 20a par le VIH-1, explique en partie
pourquoi inhibition de Dicer et Drosha
s’accompagne d’une meilleure réplication
du VIH-1. Mais des observations suggérent
que d’autres cibles cellulaires des miARN
régulés par le VIH-1 pourraient également
étre impliquées. Ainsi, on peut imaginer
que les miARN augmentés par le VIH-1
pourraient cibler des genes antiviraux,
alors que les genes ciblés par les miARN
diminués pourraient étre des genes néces-
saires a la réplication virale, comme dans
exemple de PCAF [7]. Une autre hypo-
these est que certains miARN pourraient
étre régulés dans le cadre d’'un mécanisme
de défense mis en place par la cellule pen-
dant Pinfection. En effet, des études ont
montré que des miARN peuvent étre induits
en réponse a une infection microbienne [8,
9]. Ces miARN n’ont pas été identifiés dans
notre analyse microarray, mais il est fort

Figure 2. Régulation par le VIH-1 de [’expression de PCAF par I’intermédiaire des miR-17-5p et probable que certains miARN soient mis en
jeu de maniere spécifique en fonction du
type de pathogene détecté par la cellule.

Limplication de la voie des miARN dans

le cycle réplicatif du VIH-1 ouvre de nou-

20a. Le VIH-1 bloque I’expression des miR-17-5p et 20a, permettant une meilleure expression de
PCAF. PCAF acétyle (Ac) les nucléosomes (représenté en rose), ce qui permet de lever la répression
chromatinienne au niveau du promoteur du VIH-1. PCAF acétyle également Tat et permet ainsi de
réguler I’activité transcriptionnelle de Tat vis-a-vis du promoteur viral. Ce mécanisme permet une

meilleure expression des génes viraux et favorise la réplication du virus. velles perspectives thérapeutiques. €n
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effet, arriver a réactiver le virus qui est
entré dans une phase de latence répli-
cative représente un enjeu majeur du
traitement du VIH-1 [10]. Lutilisation de
siARN permettant de cibler et de dégrader
des ARNm s’est montrée efficace dans le
traitement de certaines pathologies dans
des modeles animaux, et des essais sont
actuellement réalisés chez I’homme [11].
Aussi, en ciblant par des siARN les ARNm
qui codent pour des protéines essentiel-
les de la voie des miARN, telles que Dicer
ou Drosha, cela permettrait de réactiver
le virus et de procéder a son éradication
par la conjonction de la trithérapie. Par
ailleurs, comprendre comment le VIH-1
régule ces miARN et arriver a caractériser

leurs cibles représentent également des
enjeux déterminants pour mieux com-
prendre les mécanismes de I'infection par
le VIH-1.0

Interplay between HIV-1 replication
and the microRNA-silencing pathway
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Diagnostic prénatal

non invasif de la trisomie 21

Chimeére ou réalité ?

Patrizia Paterlini-Bréchot

> Malgré les progres remarquables de
la médecine moderne, un diagnostic
prénatal fiable de la trisomie 21 est
possible, a I'heure actuelle, uniquement
par des méthodes invasives, notam-
ment "amniocentése et la biopsie des
villosités choriales, qui sont associées
@ un risque non négligeable de fausse-
couche (0,8% a 3% des cas). Depuis
une quinzaine d’années, les chercheurs
ont essayé d’isoler et analyser les cellu-
les feetales rarissimes (environ une par
ml de sang) qui circulent dans le sang
maternel (CFC, circulating fetal cells).
Aprés la publication en 2002 [1] d’une
étude multicentrique américaine rappor-
tant Iisolement d’au moins une cellule
foetale chez seulement 41,4 % des méres,
la recherche des CFC a été abandonnée
par plusieurs groupes de recherche au
profit de I’étude des acides nucléiques
d’origine feetale circulant sous forme
libre dans le plasma. La proportion de
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’ADN feetal dans le plasma (3,4 %) peut
étre augmentée en ajoutant de la for-
maldéhyde au prélevement sanguin. Les
indications actuelles de I’utilisation de
I’ADN feetal concernent la détermina-
tion du sexe feetal et le génotypage
RHD (Rhésus D) [2, 31, qui ciblent des
séquences absentes dans ’ADN mater-
nel. Deux travaux récents ont exploré
la faisabilité de I'utilisation des acides
nucléiques d’origine feetale circulant
sous forme libre dans le plasma pour le
diagnostic d’aneuploidie.

Quantification des transcrits feetaux

Le travail de Dennis Lo et al. [4]
(Figure 1) utilise le génotypage par SNP
(single nucleotide polymorphism) et la
quantification des transcrits du géne
PLAC4 (placenta specific protein 4) situé
sur le chromosome 21, exprimés de fagon
prévalente au niveau du placenta et dont
une proportion passe dans la circulation

[5]. La méthode implique I’extraction
des ARN du plasma, Iamplification par
RT-PCR d’un locus SNP (rs8130833) sur
le chromosome 21 (locus qui n’est infor-
matif que dans 45 % de la population) et
I’analyse quantitative par spectrométrie
de masse des produits d’amplification.
Les auteurs ont défini les variations
du ratio entre les deux alléles quanti-
fiés chez les femmes portant un feetus
euploide et, par comparaison, ont effec-
tué le diagnostic de trisomie 21 quand
ce ratio dépassait ces limites (par excés
quantitatif d’un alléle ou de I'autre). La
méthode a permis de classer correcte-
ment 9 cas sur 10 de trisomie 21 et 55 cas
sur 57 d’euploidie avec une sensibilité de
90 %, une spécificité de 96,5 % et un taux
de faux positifs de 2,98 %.

Cette méthode, qui a pu étre mise au
point actuellement avec un seul mar-
queur (rs8130833), présent sous forme
hétérozygote chez 45 % des sujets, cible



