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Chapitre | : Les microARNSs.
1. Introduction.

La découverte de I'ARN interférence (RNAI), notammhdes microARNs (miRNAS),
dans les années 90 a bouleversé notre vision dgldation de I'expression des genes et fait
apparaitre une nouvelle notion : 'ARN en tant gagulateur de I'expression génique. En
effet, jusqu’a la fin des années 80, la vision ditecrégulation était basée sur le dogme « tout
protéique » de la biologie moléculaire, ou 'ARN paessede qu’un réle structural (ARNr et
ARNt) ou porteur dinformation (ARNm). Cependangs| découvertes successives de
'ARNm, des ARNt, de I'épissage, et des ARN caiglyes, les ribozymes, avaient souligné
l'importance de I'ARN dans I'expression des geres.méme, la notion d’ARN régulateur a
été envisagée trés tot, par Jacob et Monod (Mora2f¥8). Mais, devant les rares exemples
décrits dans la littérature, I'ARN régulateur funsidéré comme un outil expérimental, avec
notamment le développement des ARNs antisens,tputdne réalité biologique. En 1993,
le groupe de V. Ambros décrit chez le nématGdenorhabditis elegan&C. elegansque le
géenelin-4 régule négativement le niveau de la protéine LIN-Gdne impliqué dans le
développement larvaire de ce ver (Leteal, 1993). Le produit du géne-4 code non pas
une protéine mais 2 petits ARNs non codants, lird4@e longueur de 22 nucléotides (nt) et
lin-4L de 61 nt. Ces ARNs contenant des séguenoaplémentaires de régions répétées
présentes dans la région 3’ non traduite (3'UTRYABNmM lin-14, il fut suggéré que ces
ARNSs réprimaient la traduction de cet ARNm via uaacanisme antisens. Ce fut le premier
exemple d’'un petit ARN endogéne régulateur postsitaptionnel chez les eucaryotes. Ces
auteurs venaient de décrire pour la premiére foisniRNA, nommé d’abord stRNAs(all
temporal RNA, lin-4S, et son précurseur (pre-miRNA), lin-4Lefiendant, devant I'absence
d’autres exemples, cet ARN fut considéré comme singularité deC. elegansjusqu’en
2000, ou un deuxiéme miRNA, let-7, fut découventyjours chez le ver (Reinhaet al,
2000). Des études ultérieures montrérent que céts PERNs étaient retrouvés chez de
nombreuses especes, notamment chez les vertébrésvestébrés, suggérant que le
mécanisme de régulation post-transcriptionnel @eeg par de petits ARNs non codants avait
été conserveé au cours de I'évolution (Pasquieeltil, 2000; Lagos-Quintanet al, 2001). Le
lien avec IeRNA silencingdécouvert quelques années plus tot chez leseglatC. elegans
(cf. chapitre 11.1) fut établi lorsque le groupe du P. Zamore montra que Dicer, enzyme clé
dans la maturation desmall interferingRNA (SiRNA) était également impliquée dans la
biogénése de let-7 (Hutvagretral, 2001). Leurs travaux démontrérent ainsi que IE&NAs
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n'étaient pas des fragments de dégradation. Cesudédes, basées sur des cribles
génétiques, constituérent le point de départ pmwetherche systématique des génes codant
les miRNAs dans différents organismes. Le séquenckey génomes, notamment celui de
'Homme, a permis de développer des outils biorimfatiques basés sur la détection des
tiges-boucles caractéristiques des pre-miRNAs (L& al, 2003), ainsi que sur la
conservation des miRNAs au sein des especes. Chsrches ont abouti a la découverte
exponentielle de miRNAs (Figure 1), qui furent mépeés dans une base de données, la
Mirbase (vww.mirbase.oryy (Griffiths-Jones, 2004). Actuellement, la Mirbasel6
(Septembre 2010) recense 17341 miRNAs dans 14Zesmgodnt 1048 chez 'Homme, 672

chez la souris, 176 chez la drosophile, 175 €hegleganset 213 cheArabidopsis thaliana

(A. thaliang. A I'exception des eucaryotes inférieurs tels @aecharomyces cerevisia¢
des procaryotes, des miRNAs ont été identifies ébgrucaryotes unicellulaires tel que chez
I'algue Chlamydomonas reinhardtfzhaoet al, 2007) et chez les virus. De plu$5% des
mMiRNAs identifies chezC. eleganspossedent des homologues chez 'Homme (Ibanez-
Ventosoet al, 2008). Par conséquent, la régulation post-trgtsannelle des genes par les
mMiRNAS serait un mécanisme apparu tres tét au adeirevolution. Cette apparition a été
estimée a 400 millions d’années (Floyd and Bown2894). Cependant, les miRNAs des
animaux semblent avoir évolué de maniere différgarerapport a ceux des plantes, car leur
séquence, la structure de leur précurseur ainslegueniogénese sont différentes (Millar and
Waterhouse, 2005; Chapman and Carrington, 2007).

Les miRNAs sont considérés aujourd’hui comme ldswas centraux de la régulation
post-transcriptionnelle des genes. Leur rdle bioleg dans de nombreux processus
biologiques tels que le développement, 'immuniééprolifération est clairement démontré,
ainsi que leur dérégulation au cours des pathaddog@amment le cancer ou les infections

virales.
2. Biogénése des miRNAs.
2.1 Organisation génomique des miRNAs.

Les recherches bio-informatiques et les cribles étignes, mis en ceuvre afin
d’identifier les miRNAs, ont permis de comprendterdanisation génomique des genes
codant les miRNAs. A lintérieur d’'une espéce, lapart des genes codant les miRNAs
possedent des formes paralogues issues d’événedeedtplication. Par exemple, le génome

humain possede 12 locus pour la famille des miRN&ts/. Ces paralogues présentent
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(a) TU non codante avec des miRNAs introniques.

miR-15a-16-1

(b ) TU non codante avec des miRNAs exoniques. MiR-155

BIC

(¢) TU codante avec des miRNAs introniques.

miR-25-93-106b

Figure 2 : Organisation génomique des miRNAs intra@niques.

Les miRNAs situés dans des régions intragéniquagene étre divisés en 4 groupes
selon leur localisation intronique ou exonique:

(a) Les miRNAs introniques situés dans des TUs nonrdedalci est présenté
I'exemple ducluster miR-15a-16-1 qui est retrouvé dans un intron doedel EU2
codant un ARN non codant (ARNnc) (Caénal, 2002).

(b) Les miRNAs exoniques situés dans des TUs non ceslaRiar exemple, le
locus de miR-155, miRNA de la réponse immunitese situe au niveau du geBEC
codant également un ARNnc (Tam, 2001).

(© Les miRNAs introniques localisés dans des TUs cedarC’est le cas du
clustermiR-25-93-106b qui se localise au niveau de kinti3 de ’ARNm codant la
protéine MCM7 (Petroccat al, 2008).

Adaptée de (Kinet al, 2009).



souvent une identité de séquence, notamment aawntke la région située en 5’ du miRNA,
appelée « graine » geed»), région essentielle pour la reconnaissancéappdriement a
'ARNm cible. Cette graine permet de regrouperf@®NAs en famille, laissant envisager
des actions redondantes. Cependant, la région 3hiRNA est également impliquée dans
'appariement a la cible et les miRNAs d'une mémaenifle présentent généralement des
profils d’expression différents, ce qui suggere tggemembres d’une méme famille doivent
avoir des fonctions distinctés vivo.

On peut classer les miRNAs en 2 grands groupes mi®NAS intergéniques et les
MiRNAs intragéniques. De plus, environ 50% des nARNes mammiféres sont organisés en
cluster, c’est-a-dire que ces miRNAs vont étre généréaréirpgd’'une unité de transcription
(TU) polycistronique unique. Ceadusterspossedent leur propre promoteur, dans le cas des
MiRNAs intergéniques, ou appartiennent a des TWames ou non codantes pour les
MiRNAs intragéniques. Dans ce dernier cas, sojpalssedent leur propre promoteur, et par
conséquent, ont leur propre régulation transcmptétle, comme dans le cas du miR-21 (Cai
et al, 2004) ; soit ils sont dépendant du promoteurad&U dans laquelle ils sont situés et,
dans ce cas, leur régulation transcriptionnelledesictement liée a celle du géne « hbte ».
Concernant les miRNAs intragéniques, on distingu@ridcipales organisations (Figure
2) (Rodriguezt al, 2004; Olena and Patton, 2010) :

- Des TUs non codantes avec des miRNAs introniques.

- Des TUs non codantes avec des miRNAs exoniques.

-Des TUs codantes avec des miRNAs introniques. Cettganisation
concernerait environ 40% des miRNAs.

Cette grande diversité d'organisation génomiquereteouve dans les différentes
espéeces. Au vu de cette complexité, il est dondefatimaginer une grande variété de
mécanismes de régulation de ces miRNAs, illustaandi leur rdle crucial dans le contréle de

I'expression des genes.
2.2 Latranscription des génes codants les miRNAs.

A lorigine, il fut suggéré que la transcription deniRNAs soit réalisée par I'ARN
polymérase lll, car cette enzyme est responsabla tlanscription de nombreux ARN non
codants (ARNnNc). Mais les études expérimentalesnanitré que la majorité des miRNAs
sont transcrits par 'ARN polymérase Il (Ceti al, 2004; Leeet al, 2004). Cependant, de
maniere peu fréquente, certains miRNAs, notammermp les miRNAs introniques,
pourraient étre transcrits par 'ARN polymérase Llexemple le plus connu est tuster
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a) Maturation du pri-miRNA par Drosha. b) Maturation du pre-miRNA par Dicer.

Drosha

5!

pre-miRNA

Boucle terminale

RIIIDb
I\“I
RllIDa’
s ~22 pb
3!
DGCRS pri-miRNA Domaine 1
PAZ Extrémité 3’

Figure 3 : Mécanisme d’action des enzymes Drosha Bicer.

a) Drosha posséde 2 domaines RNase Il (RIlIDa etD®lil qui interagissent
ensemble pour former un dimére ou les sites cadalyt sont juxtaposeés. Le
domaine RIIIDa coupe le brin 3’ de la tige du piRNA, tandis que RIIIDb coupe
son brin 5', générant une extrémité 3’ flanquahes triangles rouges indiguent les
sites de coupure. En interagissant avec la tigesetégions simples brins du pri-
mMiRNA, DGCR8 permet le bon positionnement de Dro§h22 pb avant la boucle
terminale du pri-miRNA. Ces 2 protéines formentli®C.

b) Dicer posséde également 2 domaines RNase Ill (RIBDRIIIDDb), ainsi qu’un
domaine PAZ. En interagissant avec I'extrémité (8’pde-miRNA, le domaine PAZ
permet le positionnement des domaines RNase IIDider a 0 22 pb de cette
extrémité. Le clivage du pre-miRNA libére alorsduplex de 18 a 23 pb, constitué
du miRNA mature et du miRNA*.

Adaptée de (Kim, 2005; Kirat al, 2009).



C19MC chromosome 19 miRNAs clugtgui contient 59 miRNAs (Borchesdt al, 2006).
Mais une étude récente montre que ces miRNAs stnahiques et situés dans une large TU
non codante dont la transcription dépend de 'ARNMymérase Il (Bortolin-Cavaillest al,
2009). D’autres études ont montré que certains rARINtroniques posséderaient leur propre
promoteur, dépendant notamment de '’ARN polymétg@®zsolaket al, 2008; Monteyst
al., 2010). Ainsi, ils seraient soumis a une doublgulaion contrdlée : par leur propre
promoteur (pol Ill) et par celui du gene « hotgel ().

Les miRNAs sont ainsi transcrits sous la forme diong transcrit primaire, le pri-
MiRNA, long de plusieurs kilobases (kb) en génétalontenant des structures secondaires de
type tige-boucle. Comme tous les ARNSs issus d’'uamstription « pol Il », ce pri-miRNA
possede une coiffe & son extrémité 5’ et une gpelygA) a son extrémité 3'.

2.3 La maturation du pri-miRNA.

La premiere étape dans la biogénése des miRNAdaestaturation du transcrit
primaire. Elle se déroule dans le noyau des callule

Dans la majorité des cas, le pri-miRNA est clivé pae enzyme de type RNase llI,
Drosha, en un second précurseur de 60-100 ntjstéuen tige-boucle, le pre-miRNA (Le¢
al., 2003). Drosha est une enzyme spécifique du ragmeal. Par conséquent, comme nous
le verrons dans le chapitre 11.2.1, les plantesdéwveloppé une voie alternative de maturation
du pri-miRNA au cours de I'évolution. Cette enzymécessite le cofacteur BiGeorge
syndrome critical region gene >8 (DGCR8) (Pasha cheRrosophila melanogaste(D.
melanogastér et C. elegans Ces 2 protéines forment un complexe [d®0 kiloDaltons
(kDa) chez I'Homme, nommm®licroprocessor compleMiPC) (Denli et al, 2004; Gregory
et al, 2004; Haret al, 2004; Landthaleet al, 2004). Précisément, un pri-miRNA typique est
constitué d’'une tige déB3 paires de bases (pb) terminée par une boudirejuée de
régions simples brins. DGCRS interagit avec lenpilRNA au niveau de la tige et des régions
simples brins, permettant le positionnement de Rapgui clive le pri-miRNAR2 pb avant
la boucle apicale, libérant ainsi le pre-miRNA (g 3A) (Hanet al, 2006). De la méme
maniére que pour le mécanisme d'épissage, il anétéré que la maturation du pri-miRNA
était un mécanisme co-transcriptionnel (Morlardal, 2008). De méme, dans le cadre des
MiRNAs introniques, la libération du pre-miRNA parosha est un événement antérieur au

clivage de l'intron par le spliceosome (Figure $A8) (Kim and Kim, 2007).
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a) Canonical intronic miRNA

Microprocessor
(Drosha—DGCRS)

Commitment

complex
Cropping S
pre-miRNA
AR
Spliceosome
Dicing 5pl|cmgl

Mature miRNA Mature mRNA

b) Non-canonical intronic small RNA (mirtron)

pre-mRNA Spliceosome

Splicing

Mature mRNA Branched pre-mirtron

(excwsed intron)

Immnchkjf TL

Trimming

pre- m\RNA

DtcngI

Mature miRNA

Figure 4 : Les voies alternatives de biogénese defRNAs.

(a) La voie canonique des miRNAs introniquesLe clivage du pri-miRNA, contenu dans
l'intron, par le MIPC a lieu pendant la transcriptiet avant I'épissage de I'intron. Pour des
raisons inconnues, l'intron contenant des miRNAk ésssé de maniere plus lente que les
introns adjacents dépourvus de miRNAs. Le pre-miR&iAsi généré entre dans la voie
classique de biogénése des miRNAs, tandis quedeARNmM subit I'épissage pour former

I’ARNmM mature.

(b) La voie non canonique des mirtronsLes mirtrons sont générés a partir des intronssépis
et débranchés. Cette voie ne nécessite pas lgyelpar Drosha, car les introns débranchés se
structurent directement en pre-miRNA. Certains e pre-miRNAs présentent une extrémité

simple brin qui est clivée avant I'export cytoplague du pre-miRNA.

D’apres (Kimet al, 2009).



Une voie alternative minoritaire a été décrite @nant certains miRNAs introniques
(Figure 4B). Dans cette voie, la libération du priRNA ne nécessite pas le clivage par
Drosha, mais fait appel a la machinerie d’épissalye fois I'épissage de 'ARNm réalisé,
l'intron en « lasso » ainsi libéré est débranchéeestructure en tige-boucle, formant ainsi le
pre-miRNA. Ces miRNAs issus de cette voie non capanfurent nommeés des « mirtrons »
(Berezikov et al, 2007; Rubyet al, 2007). De méme, d’autres miRNAs, dérivant de la
maturation d’ARNt ou desmall nucleolarRNA (snoRNA), ont été décrits (Babiaet al,
2008; Endeet al, 2008). Ainsi, il existerait de nombreuses voiksraatives, soulignant une

fois de plus la complexité de la régulation de pession des miRNAs.
2.4 L’export cytoplasmique et la maturation du pre-miRNA.

A la suite de la maturation du pri-miRNA, le preRNA est exporté dans le
cytoplasme. Ce transport est realisé par 'Experbn(EXP5) (Lundet al, 2004). L’'EXP5,
membre des récepteurs d’export nucléaire, se laetige du pre-miRNA et utilise la voie
classique d’export nucléaire en se liant a la met€argo et au cofacteur Ran-GTP. Une fois
dans le cytoplasme, I'hydrolyse du GTP entraingidaociation du complexe, libérant ainsi le
pre-miRNA. Celui-ci va étre clivé pres de la bouejgcale par une endonucléase de type
RNase llI, Dicer, libérant un duplex de miRNAs d& d 23 nt de long (Hutvagnet al,
2001). Ainsi, au cours du processus de maturatioe, extrémité du miRNA mature est
générée par Drosha tandis que l'autre extrémitépextuite par Dicer. Comme les autres
endonucléases de type RNase lll, ces 2 enzymesagémes extrémités 3’ flanquantesld2
nt. Cette extrémité constitue une séquence signeéebnnaissance. En effet, 'TEXP5 se fixe a
des tiges > 14 pb contenant une courte extremin3ple brin. De méme, Dicer interagit
avec le pre-miRNA via un domaine PAZ (Piwi-ArgorexZwille) au niveau de cette
extrémité 3'. Cette reconnaissance permet le baitippnement du domaine RNase Il de
Dicer et le clivage du pre-miRNAI 22nt apres cette extrémité, juste avant la boajieale
(Figure 3B, p17).

A la différence de Drosha qui est spécifique duneegnimal, Dicer est une protéine tres
conservée chez la plupart des eucaryotes, notameéenureSchizosaccharomyces pombe
(S. pombe) les animaux et les plantes. Certains organismesseglent de multiples
homologues de Dicer avec des roles distincts @tedt, 2004; Xieet al, 2004). Par exemple,

D. melanogastempossede 2 homologues de Dicer: Dcr-1, requise fmuiogéneése des
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Figure 5 : Structure et fonction de la protéine Argonaute dePyrococcus furiosus

(a) Structure schématique (haut) et crystal (bas) derdééine AGO deP. furiosus Les
différents domaines sont représentés : PAZ (roldi) (vert) et PIWI (violet).

(b) Représentation schématique du modeéle du clivagBASRNm guidé par un siRNA.
L’interaction de I'extrémité 3’ du siRNA avec le maine PAZ permet le positionnement de
'ARNm en face du domaine PIWI. Le site catalytiqde type RNase H de ce domaine
(ciseau) peut alors cliver ’TARNm au niveau d’'utessitué au milieu du siRNA.

D’apres (Songet al, 2004).



MiRNAs, et Dcr-2, impliquée dans la production d&#&NAs. De méme, on distingue 4
homologues Dicer-like 1-4 (DCL1-4) chez les plantes

Des études ont montré que Dicer interagit avec alebneuses protéines de liaison a
'ARN double brin (ARNdb). Chez 'Homme, cette emzgy interagit notamment avec 2
protéines, TRBPTAR RNA-binding prote)n(Chendrimadat al, 2005; Haaset al, 2005) et
PACT (PKR activatoy (Leeet al, 2006). Le r6le de ces 2 protéines est encoretaineElles
ne participeraient pas a l'activité de maturatiomis contribueraient a I'assemblage du

complexe miRISCrHiRNA-containing RNA-induced silencing complex
2.5 Le chargement du miRNA mature dans le complexe RISC

Apres le clivage par Dicer, le duplex de miRNAs éissocié et I'un des 2 brins est
incorporé dans un complexe ribonucléoprotéique (RN&mmé alors complexe miRISC, ou
il va se lier a une protéine de la famille des Argates. Ce brin est nommé le miRNA mature
ou brin guide. L'autre brin, nommé miRNA star (miRN ou brin passager, est éliminé par
un mécanisme inconnu. Comment est sélectionné RN/imature par rapport au miRNA*
lors du chargement ? Des études sur les siRNAsontré que cette sélection s’effectuerait
selon la stabilité thermodynamique relative deséexités du duplex (Khvorovat al, 2003;
Schwarzet al, 2003). En effet, le brin présentant la paire desels la plus instable a
l'extrémité 5’ serait sélectionné afin d’étre chardans le complexe miRISC. Cependant,
cette observation n’est pas stricte. Ainsi, cegaimRNAs sont chargés dans le complexe
MIiRISC avec la méme frequence que leur miRNA* gpoadant.

Les principaux composants du complexe RISC sontplexéines de la famille
Argonaute (AGO). Ces protéines ont un role esseddies IeRNA silencingcontrolé par les
siRNAs et les miRNAs. Les protéines Argonautes smmservées des bactéries jusqu’a
'’Homme et sont exprimées de maniere ubiquitairdesEsont classées en 3 groupes
paralogues :

- Les protéines Argonaute-like, liant les siRNAsext IniRNAS.

- Les protéines Piwi-like, liant les piwi-ARNs (piRNA

- Les protéines Argonautes du groupe lll, spécifiqle€. elegansimpliquées
dans la liaison aux siRNAs secondaires.

Seules les protéines Argonaute-like seront abordées ce paragraphe.

Le nombre de genes homologues AGO varie selon dpgces : 4 chez 'Homme
(AGO1-4 ou EIEC1-4), 5 chezC. elegans,10 chez les plantes et 1 ch8z pombeLes
protéines AGO sont composées de 3 domaines edsdRimgure 5) :
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Biogenesis of canonical miRNA
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Figure 6 : La voie canonique des
MIiRNAs.

Les génes codant les miRNAs sont
transcrits en général par ['ARN
polymérase Il. Le pri-miRNA ainsi généré
est clivé par le MiPC, constitué de
'enzyme de type RNase Il Drosha et
DGCRS, pour former le pre-miRNA. Le
transport cytoplasmique du pre-miRNA
est assuré par I'Exportin 5, qui reconnait
son extrémité 3’ flanquante. Dans le
cytoplasme, I'enzyme de type RNase Il
Dicer assure le clivage du pre-miRNA,
afin de former un duplex de miRNAs,
constitué du miRNA mature et du
miRNA*. Ce duplex est alors chargé dans
le complexe RISC ou le miRNA mature
interagit avec les protéines AGO, tandis
que le miRNA* est éliminé. Ce complexe
MiRISC ainsi formé va pouvoir se fixer a
I’ARNmM cible via le miRNA et induire la
répression de sa traduction.

D’aprés (Kimet al, 2009).



- Le domaine PAZ, retrouveé chez Dicer et les proei&0, est un domaine de liaison
a I’ARNdb (Songet al, 2003). Situé a I'extrémité N-terminale, il asslaeeconnaissance et
I'ancrage de I'extrémité 3’ du miRNA ou du siRNA.

-Le domaine MID, situé entre les domaines PAZ et PI@ssure l'ancrage de
lextrémité 5° du miRNA mature ou du siRNA. Il aéémontré que I'extrémité 5’-phosphate
du miRNA joue un rGle essentiel dans cet ancrag&gNenet al, 2001).

- Le domaine PIWI est situé dans la région C-termeindh structure de la protéine
AGO de Pyrococcus furiosugP. furiosus)a révélé que le domaine PIWI porterait, dans
certains cas, une activité enzymatique de type RNAgui permettrait de cliver TARNm
cible du miRNA lié & AGO (Songt al, 2004). On nomme cette activité endonucléasique,
slicer (Liu et al, 2004). Chez 'Homme, seule AGO2 possede cettwitgcislicer. Par
conséquent, AGO2 est essentielle pour 'ARN interiée.

La maturation du pre-miRNA en duplex de miRNAs etchargement du miRNA
mature dans le complexe RISC sont des processnitegtent liés. Par conséquent, la demi-
vie du duplex est relativement courte. Au pointwle moléculaire, Dicer, TRBP (et/ou
PACT) et les protéines AGO interagissent et pamtict a la formation du complexe RISC en
formant le complexe RLCRISC loading complgéx Au sein du complexe RLC, TRBP
pourrait participer a la sélection du miRNA matarese fixant a I'extrémité la plus stable du
MiRNA, permettant a l'autre extrémité, instableintiragir avec AGO. Cette hypothése
s’appuie sur des travaux chBz melanogastegui ont montré que R2D2, une protéine liant
les ARNdb, homologue de TRBP et PACT, détecte lesgalités thermodynamiques » du
duplex. En complexe avec Dcr-2 et AGO2, R2D2 irgieravec I'extrémité la plus stable du
duplex et oriente AGO2 sur le duplex miIRNA/mMIRNAEi§ et al, 2003; Tomariet al,
2004).

Une fois le complexe miRISC formé, celui-ci va pounse fixer a ’TARNm cible par
I'intermédiaire du miRNA mature et induire la régs®mn de la traduction de cet ARNm. La
voie canonique de biogénése des miRNAs est résdaméela figure 6.

3. Les mécanismes de la régulation post-transcriptiorgile par les miRNAs.

La répression de la traduction de 'ARNmM cible diRMA peut étre divisée en 2
étapes :
- Reconnaissance de 'ARNmMm cible par le complexe BRI
- Inhibition de la traduction et/ou dégradation d&RNm cible.
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Figure 7 : Principe général de l'interaction du miRNA a ’ARNm cible.

Le miRNA interagit avec 'ARNm cible par apparienhafe bases. L'événement primaire de
cette interaction est I'appariement parfait deégion graine (rouge) du miRNA a '’/ARNm. La
présence d’'une adénine (surlignée en jaune) siRN#, en face de la position 1 du miRNA,
ainsi que d'une adénine ou une uracile (surlignéesjaune) en face de la position 9
augmenterait I'efficacité d’interaction. Chez lesammiféres, la présence dmilge et de
mésappariements dans la région centrale blogulerailivage de I'ARNm par les protéines
AGO. Enfin, une complémentarité raisonnable damaditié 3' du miRNA est nécessaire, afin
de stabiliser I'interaction. A la différence desmmaiféres, la plupart des miRNAs de plante
présentent une complémentarité parfaite avec 'ARNen qui induit sa dégradation par les
protéines AGO.

D’apres (Filipowiczet al, 2008).



3.1 Lareconnaissance de ’'ARNm cible.

La reconnaissance de ’ARNm cible par le complexeI8C se fait par appariement du
mMiRNA mature contenu dans ce complexe avec I'ARNleqFigure 7). Généralement, les
sites d’interaction avec les miRNAs sont situéssdenrégion 3'UTR des ARNm et sont
présents en multiples copies. Cette interactiorsexdait pas au hasard et est régie par 3
principes majeurs qui ont été déterminés de manddgEerimentale et bio-informatique
(Brenneckeet al, 2005; Grimsoret al, 2007; Filipowiczet al, 2008) :

- Le premier principe est que I'appariement entraiBNA et TARNmM doit étre parfait
et continu dans la séquence « graine », comprise &% nucléotides 2 et 8 du miRNA. Cet
appariement constitue I'événement primaire damgelfaction miRNA-ARNm. La présence
de mésappariementbulgesou appariements non canonigues (ex : GU) dans cétfion
déstabilise considérablement linteraction miRNADNR et affecte par conséquent la
répression traductionnelle régulée par le miRNA.

- Le deuxieme principe est que drdgesou des mésappariements doivent étre présents
dans la région centrale du duplex miRNA-ARNm. Ceasdgés et/ou mésappariements
empécheraient le clivage de TARNm par les protgiA&0.

- Enfin, une complémentarité « raisonnable » do# étvservée entre I'extrémité 3’ du
MIiRNA et ’TARNm, ceci afin de stabiliser I'interaoh miRNA-ARNm.

D’autres facteurs augmentent I'efficacité de catteraction, comme, par exemple, la
présence d’'une séquence « AU-rich » pres du sitenedocalisation du site proche du codon
stop ou de la queue poly(A) (Nielsenh al, 2007). Ces facteurs permettraient une meilleure
accessibilité du site d’interaction pour le miRNén permettant a la région 3'UTR de
’ARNm d’étre moins structurée.

Ces principes, notamment celui de la graine, amtigermis de développer des outils
bio-informatiques pour la recherche des sites silplgr les miRNAs dans les ARNm. Une
liste non exhaustive de ces outils est présentds lgatableau 1 (page suivante). En général,
ils prennent en compte plusieurs criteres, telslgumnservation des sites entre les especes,
les énergies de liaisons, le nombre de sites. lasigatalité de ces algorithmes se focalise
exclusivement sur les régions 3'UTR des ARNm. Gashile recherche a 2 raisons : I'une est
expérimentale et provient de I'observation quedliret let-7, les 2 premiers miRNAs
découverts, présentaient des sites complémentdaes la région 3'UTR de leur ARNm
cible. L'autre est une « commoditéim silico. En effet, la conservation des ORF3pgn

Reading Framp observée entre les especes au cours de |'évolutio imposée par
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Tableau 1 : Les outils bio-informatiques de prédidbns des cibles des miRNAs.

Tool® Clades®

Criteria for Prediction and Ranking

Website URL

Site Conservation Considered

TargetScan m
TargetScan fw
EMBL i
PicTar m,f,w
EiIMMo m,f,w
Miranda m,f,w,+

miRBase Targets m,f,w,+

PITA Top m,f,w

mirwiP w

Stringent seed pairing, site number, site type, site
context (which includes factors that influence site
accessibility); option of ranking by likelihood of
preferential conservation rather than site context

Stringent seed pairing, site number, site type

Stringent seed pairing, site number, overall pre-
dicted pairing stability

Stringent seed pairing for at least one of the sites
for the miRNA, site number, overall predicted
pairing stability

Stringent seed pairing, site number, likelihood of
preferential conservation

Moderately stringent seed pairing, site number,
pairing to most of the miIRNA

Moderately stringent seed pairing, site number,
overall pairing

Moderataly stringent sead pairing, site number,
overall predicted pairing stability, predicted site
accessibility

Moderately stringent seed pairing, site number,
overall predicted pairing stability, predicted site
accessibility

hitp:/targetscan.org

hitp:/targetscan.org
hitp://russell.embl-heidelberg.de

hitp://pictar.mdc-berlin.de

hitp:/fwww.mirz.unibas.ch/EIMMo2
http/Awww.microrna.org
http://microrna.sanger.ac.uk

hitp://genie.weizmann.ac.il/pubs/
mird7/mirQ7_data.html

hitp://146.189.76.171/query

Site Conservation Mot Considered

TargetScan m
PITA All m,f,w
RNA22 m,f,w

Stringent seed pairing, site number, site type, site
context (which includes factors that influence site
accessibility)

Moderately stringent seed pairing, site number,
overall predicted pairing stability, predicted site
accessibility

Moderately stringent seed pairing, matches to
sequence patterns generated from miRNA set,
overall predicted pairing and predicted pairing
stability

hitp:/targetscan.org

hitp://genie.weizmann.ac.il/pubs/
mir07/mir07_data.html

hitp://cbcsrv.watson.ibm.com/
rna22.htmil

®Tools are listed according to criteria for prediatiand ranking, which for those tools assessed
with recent proteomics results generally corresporttieir overall performance.
®Letters indicate predictions provided for the mariamdvertebrate (m), fly (f), worm (w), or

additional (+) clades.
D’aprés (Bartel, 2009).



'universalité du code génétique rend trés diféidiidentification de sites cibles de miRNA
dans ces séquences, la conservation de ce detrairénoyée » dans celle de I'ORF. Cette
observation est d’autant plus vraie lorsqu’un naribnité de génomes est disponible. Pour
illustrer ce biais, des études ont montré que I@3NAs étaient également capables de
réprimer la traduction de ’ARNm cible lorsque ieesd’interaction est placeé artificiellement
dans les régions 5’'UTR ou codantes (Lyteal, 2007).

Ainsi, ces outils bio-informatiques ont permis die®r a plus de 60%, le nombre de
genes humains ciblés par les miRNAs (Friedreiaal, 2009).

Cependant, les regles gérant les interactions mHARAIM ne sont pas strictes et un
nombre croissant d’exemples remettent en caus@raespes (pour revue : (Brodersen and
Voinnet, 2009)). Par exemple, les 2 premiers miR\&tifiés, lin-4 et let-7, présentent un
bulgedans leur région graine et, pour lin-4, une fatdenplémentarité dans la région 3'. De
méme, de plus en plus de miRNAs sont décrits coritnlant des sites présents dans les
ORFs. Ainsi, les ARNm des facteurs de transcripNiamog, Oct4 et Sox2 sont ciblés par des
mMiRNAs au niveau de leur séguence codante €Efay, 2008).

A la difference des siRNAs et des miRNAs des pkntla répression post-
transcriptionnelle régie par les miRNAs chez lesmamix n’implique pas le clivage de
'ARNmM cible, méme si le miRNA est incorporé dans complexe RISC contenant une
protéine Argonaute possédant une actigiiéer, et méme s'il présente une complémentarité
parfaite avec sa cible. Sans induire leur clivdge miRNAS seraient capables de réprimer la
traduction des ARNm cibles et/ou induire leur dégteon. Plusieurs meécanismes de

répression ont été proposés.
3.2 Larépression de la traduction des ARNm cibles.

Chez les eucaryotes, la traduction est divisée é&aj3es : l'initiation, I'élongation et la
terminaison. Brievement, linitiation implique l@agonnaissance de la coiffe a I'extrémité 5’
de ’ARNm par des facteurs d’initiation de la tratlan qui vont permettre le recrutement de
la sous-unité 40S du ribosome. Cette sous-unitéalayer I’ARNmM jusqu’au codon initiateur
AUG, ou la sous-unité 60S va étre recrutée pouméorle ribosome et ainsi, initier la
traduction. Au codon stop, le ribosome se disspaist la terminaison. Les facteurs
d’initiation sont capables d’interagir avec dest@mes présentes au niveau de la queue
poly(A) telles que la protéine PABPIpdlyadenylate-binding protein induisant une
« circularisation » de ’'ARNm. Cette « circularigat » stimule I'initiation de la traduction en
facilitant notamment le recyclage du ribosome. itiation est I'étape limitante de la
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Figure 8 : Mécanismes possibles de la répressiorattuctionnelle dirigée par les
MIiRNAS.

(a) Blocage au niveau de l'initiation. Le complexe n#®linhibe l'initiation de la traduction en
bloguant la reconnaissance de la coifféGinpar le facteur elF4F et le recrutement de las sou
unité 40S du ribosome, ou en empéchant la fixadieria sous unité 60S et la formation du
complexe ribosomal 80S. L'interaction de la proté@W182 avec la protéine PABP bloquerait
la « circularisation » de 'ARNm dirigée par l'imtection du facteur elF4G avec la protéine
PABP, et contribuerait ainsi a la répression detiation de la traduction.

(b) Blocage au niveau des étapes post-initiation. Laptexe miRISC inhiberait la traduction
au niveau post-initiation en bloguant I'’élongatien, provoquant le décrochage du ribosome ou
en facilitant la dégradation du peptide néosynsigééti

Les sous unités 40S et 60S du ribosome sont repéesepar des sphéres grises.

D’apres (Fabiaret al, 2010).



traduction et est, par conséquent, la cible desamgwmes de régulation. Aussi, les miRNAs
pourraient réprimer la traduction en affectant editape (Figure 8A) mais également les
étapes post-initiation (Figure 8B).

3.2.1 La répression au niveau de l'initiation de la tradiction.

Les données supportant I'hypothése que les miRMABent la traduction en ciblant
l'initiation proviennent de travaux réalisés sus deltures de cellules mammiferes et utilisant
des geénes rapporteurs ou des ARNm endogenes. [agses de profil de polysomes
réalisées en gradient de sucrose ont montré queNmA d'un gene rapporteur ciblé de
maniere artificielle par let-7 présentait un dégalavers les bas poids moléculaires en
présence de let-7, traduisant un effet inhibitaurlnitiation de la traduction (Pillaet al,
2005). Ces résultats furent ultérieurement confanséir un ARNm endogene, CAT-1
(Cationic amino acid transporter)1qui est régulé par miR-122, un miRNA spécifiqle
foie (Bhattacharyyat al, 2006).

Un argument supplémentaire en faveur de cette hggetconcerne I'implication de la
coiffe dans la répression réalisée par les miRN&seffet, la traduction indépendante de la
coiffe d’ARNmM rapporteur contenant un site d’enti@gerne du ribosome (IRESInternal
Ribosome Entry Siten’est pas inhibée en présence de miRNAs (Humpgheeyal, 2005;
Pillai et al, 2005).

Cependant, d’autres études ont montré que cettesspn avait lieu a d’autres étapes

de la traduction.
3.2.2 La répression au niveau des étapes post-initiatiothe la traduction.

Des travaux contradictoires, utilisant égalemenétinique du gradient de sucrose, ont
montré que cette répression avait lieu plutdt aapes post-initiation. Ainsi, chéz. elegans
le profil en gradient de sucrose de ’ARNm lin-l&tghange pas en présence du miRNA lin-4,
suggérant que le ribosome est chargé sur ’TARNmeg®and Ambros, 1999; Seggersbral,
2002). Des résultats similaires furent observés dies cellules mammiferes exprimant un
ARNmM rapporteur et un miRNA le ciblant (Petersgral, 2006). De méme, les traductions
dépendantes de la coiffe et de I'lRES de cistragsgnts dans un rapporteur bicistronique
sont toutes les 2 réprimées par un miRNA synthéti@es observations sont cohérentes avec

une répression ayant lieu a une étape post-iitiati
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On peut donc conclure qu'au vu de ces données amhatoires, les mécanismes de
répression de la traduction par les miRNAs sonbentres flous. Devant la complexité de la
voie des miRNAs, on peut émettre I'hypothése qute aépression ne dépend pas d’un seul
mécanisme général mais de nombreux mécanisme®hearien fonction de TARNm cible, du
MiRNA et de leur régulation respective. Pour illastcette hypothése, d’autres mécanismes
ont été évoqués dans la répression de la tradudépendante des miRNAs, tels qu’une
dégradation du peptide naissant (Nottrettal, 2006) ou un ralentissement de la vitesse
d’élongation (Figure 8B, p23) (Marone&y al, 2006). Cependant, ces hypotheses demandent

a étre validées, car peu de données les concesoiaindisponibles (Filipowicet al, 2008).
4. Le devenir du complexe ARNmM-miRISC.

Une fois le complexe miRISC fixé a '’ARNm cible kt traduction de ce dernier
inhibée, cet ARNm réprimé va subir une relocalsatytoplasmique qui peut étre associée a

sa dégradation :
4.1 Larelocalisation du complexe ARNm-miRISC.

Chez les eucaryotes, les ARNm qui ne sont pas iteadorment des complexes
ribonucléoprotéiques (MRNP) qui s’accumulent dansytoplasme des cellules au niveau de
foyers distincts, nommeés les corps RRbodie$ ou corps GW GW-bodie} (Eulalio et al,
2007). Ces corps P sont enrichis en facteurs im@sicdans la répression traductionnelle et
dans la dégradation des ARNm. lls ne contiennesdearibosomes et de facteurs d'initiation
de la traduction (a I'exception d’elF4E). De méme,autre type d’agrégats cytoplasmiques,
les granules de stress (SGs), contenant les ARNNMés, se forment en réponse a divers
stress ou a la suite d’'une répression généraleadeatiuction. Il fut donc supposé que
'ARNmM réprimé par un complexe miRISC pourrait séocaliser au niveau de ces structures.
Des expériences d’immunofluorescence et d'immungmpitation ont montré que les
composants du complexe ARNmM-miRISC, incluant lestgines AGO, les miRNAs et les
ARNmM réprimés, co-localisaient et interagissaientcales composants des corps P,
démontrant ainsi I'implication des corps P dansd& des miRNAs et dans le devenir des
ARNmM réprimés (Jakymivet al, 2005; Liuet al, 2005; Liuet al, 2005; Pillaiet al, 2005;
Behm-Ansmanet al, 2006; Bhattacharyyet al, 2006; Leunget al, 2006). Le rble des corps
P dans la répression des ARNm régie par les miRiNAsonfirmé par des travaux montrant

gue la délétion de certains de leurs constituatgsaque le complexe Dcpl:Dcp2, Rck/p54 ou
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la protéine de 182 kDa contenant des répétitionsndafs GW (GW182) abolissaient la
répression d'un ARNm induite par un miRNA (Let al, 2005; Rehwinkelet al, 2005;
Behm-Ansmantt al, 2006; Chu and Rana, 2006). Il semblerait quedméation des corps P
Soit une conséquence, plutdét qu'une cause, depeession d’'un ARNm par un miRNA
(Pauleyet al, 2006).

Cependant, la séquestration dans les corps P désnARRprimés est un phénomene
réversible. De plus en plus d’exemples illustremtphénoméne de réversibilité. Ainsi, dans
des cellules d’hépatocarcinome humain, la tradoctte TARNm CAT-1 est réprimée par
miR-122 et cet ARNm s’accumule dans les corps Pe@@ant, dans certaines conditions de
stress, cet ARNm est relargué des corps P et éeawiveau des polysomes afin d'y étre
traduit (Bhattacharyyaet al, 2006). Cette dérépression requiert la fixationniateau du
3'UTR de TARNm CAT-1 de la protéine HuR, une prioi de la famille <AU-rich-element-
binding embryonic lethal abnormal visiggLAV) ». Le mécanisme de cette dérépression est
actuellement inconnu. De méme, APOBEC3é&pqlipoprotein B mRNA-editing enzyme
catalytic polypeptide-like 3)scontrecarre I'action de certains miRNAs, probai#at en
altérant la distribution des ARNm ciblés entre ¢esps P et les polysomes (Huaegal,
2007).

L’implication des corps P dans la répression ettéekage des ARNm par les miRNAs
est un argument supplémentaire en faveur d'unevitidm de la traduction au niveau de
l'initiation, le corps P étant dépourvu de riboseme

Par ailleurs, les corps P sont enrichis en facteuiqués dans la dégradation des

ARNmM. Les ARNm présents dans ces corps P sont stmngent dégradés.
41.1 La dégradation des ARNm inhibés par les miRNAs.

La répression des ARNm par les miRNAs est souverdorapagnée de leur
dégradation. Les premieres observations de ce ph&Em® proviennent de travaux par
microarray, qui montrérent que lintroduction d'un miRNA ex@te dans une cellule
conduisait a la diminution d’un grand nombre d’ARNbm et al, 2005). L'implication des
corps P dans la voie des miRNAs permit de mieux prendre ce phénomene. En effet,
'ensemble des facteurs nécessaires a la dégradde® ARNm, tels que des déadenylases,
des enzymes de décoiffage et des>3’ exonucléases, se localisent dans les corps P. La
premiére étape de cette dégradation est I'élimonalie la queue poly(A) de TARNm réprimé.
La protéine GW182 joue un rble clé dans cette é{8ehm-Ansmantket al, 2006). Ainsi,
GW182 interagit avec la protéine AGO présente dansomplexe miRISC et permet le
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recrutement d’'une déadenylase qui va enlever laegpely(A) de TARNm. Cette étape est
suivie par I'élimination de la coiffe par les enzsnDcpl:Dcp2 puis par la dégradation
5'—3’ de 'ARNm par 'enzyme Xrnl (Bagget al, 2005; Liuet al, 2005; Rehwinkeeét al,
2005; Behm-Ansmargt al, 2006) .

Cependant, si on considére que le niveau de tradudtun ARNm peut directement
affecter sa stabilité, il est possible que la dégtian de '’ARNm cible soit une conséquence
de I'inhibition de sa traduction, plutét qu'un dffirect du miRNA.

4.2 Les fonctions alternatives des miRNAs.

En plus de leur réle de régulateur négatif de IFegpion des génes, plusieurs autres
fonctions ont été attribuées a des miRNAs cheatémaux. Ainsi, des miRNAs pourraient
activer la traduction de certains ARNm dans dedglitimms particulieres. Par exemple, miR-
10a est capable d’activer la traduction de protnitssomiques, lors de carence nutritive, en
se fixant au niveau des régions 5’UTR des ARNmesilfOromet al, 2008). De méme, il a
été suggéré une réversibilité d’action des miRNAssdla régulation de la traduction des
ARNmM en fonction du cycle cellulaire (Vasudewvatnal, 2007). En effet, certains miRNAs
seraient capables d’activer la traduction des ARBlbles au cours de l'arrét du cycle
cellulaire et de la réprimer dans des cellulesrefifgration.

Par ailleurs, certains miRNAs sont capables d’actia transcription de certains genes.
MiR-373 est capable d’activer la transcription dung codant I'E-cadhérine en se fixant a une
séquence présente dans le promoteur de ce gene ¢P, 2008).

Enfin, des travaux récents ont démontré que miRf#&&eédait une seconde fonction,
en plus de son activité inhibitrice de la traducti&iring et al, 2010). En se fixant a la
protéine de liaison a 'ARN, hnRNP EBdterogeneous nucle®NP E2), ce miRNA agit
comme un « leurre » et bloque I'action de cettégne. HNRNP E2 si fixe a la région 5’UTR

de 'ARNmM codant le facteur de transcriptiGfEBPRx et inhibe sa traduction.

On peut donc conclure que la fonction des miRNAssda physiologie cellulaire serait
beaucoup plus complexe que le simple réle d’inbibide I'expression des géenes.

5. Larégulation des miRNAs.

Comme nous venons de le voir, la biogénese des AsRMt un processus complexe
faisant intervenir d'innombrables acteurs. De plies, miRNAs sont impligués dans de

nombreux processus physiologiques tels que I'imtéuhé développement, la prolifération
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etc. De nombreux miRNAs présentent une expressisnlaire ou embryonnaire spécifique
(Landgraf et al, 2007). De par leur fonction de régulateur postscriptionnel de
'expression des genes, la biogénése et la foncemmiRNAs doivent étre soumises, par
conséqguent, a une régulation fine et complexe @dirmaintenir ’lhoméostasie de la cellule.
Cette régulation pourra étre générale ou spécifapieertains miRNAs. L’altération de ces
régulations conduit inévitablement & I'apparitianphthologies, notamment les cancers.
Ainsi, on distingue 2 grands types de régulationse régulation de la biogénese des
mMiRNASs, qui peut avoir lieu a un niveau transcoptiel ou post-transcriptionnel, et une

régulation de l'activité des miRNAs.
5.1 Larégulation de la biogénése des miRNAs.
5.1.1 La régulation transcriptionnelle.

La transcription est I'étape majeure de régulatians la biogénese des miRNAs. Une
étude récente a large échelle a permis de casatéles promoteurs de 175 miRNAs
(Ozsolaket al, 2008). Les résultats de cette étude suggérentagsteucture des promoteurs
des miRNAs, notamment le pourcentage de GC, laepoés de boite TATA ou les
modifications des histones est identique a celke gines codant les protéines. De la méme
maniere que pour les protéines, de nombreux factitranscription sont impliqués dans le
contrble transcriptionnel des genes codant les mM&Nssurant ainsi un contréle spatio-
temporel de l'expression de certains miRNAs. Ainpar exemple, les facteurs de
transcription myogenin et MYOD1Myoblast determination )1contrblent I'expression au
niveau des muscles des miRNAs, miR-1 et miR-133. amalyses a large échelle, utilisant
notamment la technique de Chip-Seq qui allie imnpu@cipitation de la chromatine et
séquencage a haut débit, ont permis d’identifiegfeertoire de miRNAs régulés par certains
facteurs de transcription, notamment les factewasaatéristiques des cellules souches
embryonnaires, Oct-4, Sox-2 et Nanog (Marsbral, 2008). Mais ces études ont surtout
permis de montrer que les miRNAs font partie decleside régulation positive ou négative,
impliquées dans de nombreux processus tels quebBi@ménese, la différenciation, la
prolifération et 'immunité (pour revue : (Davisdhlata, 2009; Inuét al, 2010)).

Par ailleurs, la régulation transcriptionnelle dgénes codant les miRNAs est
étroitement liée a une régulation épigénétigueamatent au cours du développement. Ainsi,
Marson etal. ont montré que la différenciation des cellulescb®s embryonnaires était
accompagnée d’'un remodelage épigénétique de laneliree, notamment des modifications
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Tableau 2 : Les régulateurs post-transcriptionnelsle la biogénése des miRNAs chez

les animaux.
Protein Motifs Known Activity Mechanisms Target miBRNA
ADARs dsRBD A-l RNA editing Inhibition of Drosha A subset
and Dicer processing
p68/p72 DEAD-box Components of Promoting Drosha A subset
Microprocessor cleavage
p53 DNA binding Tumor suppressor Binding to p68 and miR-16-1,
Promoting Drosha cleavage miR-143
SMADs DNA binding Signal transducers Binding to p68 and miR-21,
of TGFp Promoting Drosha cleavage miR-199a
ERx DNA binding Nuclear estrogen Binding to p68/p72 and A subset
receptor inhibiting Drosha cleavage
hnRNP A1 RRM, M9 Pre-mRNA splicing Chaperone for miR-18a
Drosha/DGCRS binding
KSRP KH mRNA decay Promoting Drosha A subset
and Dicer processing
ARS2 Plant SERRATE Nuclear Cap-binding Enhancing Drosha Global
homolog processing
DGCRS8 dsRBD Binding to Drosha Stabilizing Drosha Global
Exportin-5 RanBP Binding to tRNAs Nuclear transport Global
and pre-miRNAs of pre-miBNA
LIN-28 CCHC-type Promoting pluripotency  Inhibition of Drosha let-7
zinc finger and Dicer processing,
and Recruiting TUT4
TUT4 Poly(A) polymerase,  Terminal uridylation Binding to LIN-28 and let-7
CCHC-type zinc inhibiting Dicer processing
finger
TRBP dsRBD Binding to Dicer, MKK Stabilizing Dicer Global
phosphorylation site
XRN-2 5to3 exoribonuclease Degrading miRNA Global
exoribonuclease
GLD2 Poly(A) polymerase  Terminal adenylation Stabilizing miRNA miR-122
mLind1 TRIM-NHL Ubiquitinylation Binding to Ago2 and Let-7 and
(RING finger) targeting it for degradation others in
ES cells
TRIM32 TRIM-NHL ubiquitinylation Binding to miRISC and A subset
(RING finger) enhancing miRNA activity
NHL-2 TRIM-NHL ubiquitinylation Binding to miRISC and A subset
(RING finger) enhancing miRNA activity
Mei-P26 TRIM-NHL ubiquitinylation Binding to miRISC and A subset
(RING finger) inhibiting miRNA activity
Argonautes  PAZ, PIWI Components of RISC Stabilizing associated miRNAs  Global

ADARs, adenosine deaminase acting on RNA enzym&RBD, double-stranded RNA-binding

domain; DGCRS8, DiGeorge syndrome critical region®8; TGFb, transforming growth factor b;
ERa, estrogen receptor a; hnRNP Al, heterogeneacisar ribonucleoprotein A1; RRM, RNA

recognition motifs; M9, nucleocytoplasmic shuttlisgnal sequence; KSRP, KH-type splicing
regulatory protein; KH, hnRNP K homology domainsinBP, ran-binding protein; ARS2, arsenic
resistance protein 2; TUT4, terminal uridylyl tréerase 4; TRIM-NHL, tripartite motif (consisting

zinc fingers of both RING type and B Box type antbded-coil domain)-NHL repeats.

D’apres (Siomi and Siomi, 2010).



des histones, au niveau de promoteurs de certaif®NAs impliqués dans l'auto-
renouvellement des cellules souches (Marsbial, 2008). Ces remodelages épigénétiques
sont souvent observés au cours des cancers etisendwa I'expression de miRNAs

oncogéniques ou a la répression de miRNAs suppnesde tumeur.
5.1.2 La régulation post-transcriptionnelle.

La maturation des miRNAs comporte de nombreusggesgtqui sont autant de cibles de
régulation (Siomi and Siomi, 2010). Comme la traipsion, cette régulation peut étre
générale ou spécifique de certains miRNAs. Le déleette régulation post-transcriptionnelle
dans la biogénese des miRNAs fut mis en évidenamars de I'embryogénese (Thomsan
al., 2006). Pendant le développement précoce, de mamipri-miRNAS sont exprimés, mais

ne sont pas maturés en miRNAs matures.

Dans la majorité des cas, cette régulation impladgsrégulateurs post-transcriptionnels
(Tableau 2). Ces régulateurs agissent principalesedon 2 mécanismes :

- soit en interagissant et modulant I'activité desyemes Drosha et Dicer. Par exemple,
les RNA hélicases p68 et p72 interagissent avesliadacilitant ainsi le clivage d’'un certain
nombre de pri-miRNAs (Fukudet al, 2007). De méme, en cas de dommages a I’ADN, la
protéine p53 interagit avec Drosha et p68, augmeériasi la maturation d’'un certain nombre
de miRNAs, tels que miR-16-1 et miR-143 (Suzeikal, 2009).

- soit en agissant au niveau des précurseurs, priNAiRu pre-miRNA. Plusieurs
exemples d’enzymes capables de modifier les priNAR ont été décrits. Certains pri-
MiRNAs sont édités par I'enzyme ADARA@enosine deaminase acting on BNée qui
inhibe leur maturation par Drosha et peut condaiteur dégradation (Yargt al, 2006). De
méme, TUT4 Terminal uridylyl transferase)Zest capable d’'inhiber la maturation du pre-let-
7 (Heo et al, 2009). Cette enzyme ajoute une queue poly(U) radlgd-7, inhibant par
conséquent le clivage par Dicer. De plus, cetteugupoly(U) constitue un signal de
dégradation du pre-miRNA par les—35' exonucléases. Enfin, hnRNP Al est capable
d’interagir spécifiquement avec le pri-miR-18a, urghnt un réarrangement structural de ce
pri-miRNA et facilitant ainsi son clivage par leraplexe Drosha/DGCR8 (Guil and Caceres,
2007).

Outre ces régulateurs post-transcriptionnels, aquit £n général impligués dans la

régulation d’'un nombre limité de miRNAs, la voiesdaiRNAs est capable de s’autoréguler a
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travers un double rétrocontréle négatif, agissamtBrosha et DGCR8 (Haat al, 2009).
DGCRS8 stabilise Drosha via une interaction dire€es lors, Drosha peut cliver, dans la
région 5’UTR et dans la séquence codante de 'ARDBGCRS, 2 tiges boucles qui se
structurent d’'une maniére semblable a un pri-miRNA.clivage entraine la dégradation de
TARNm DGCRS8, et par conséquent, la diminution deGCR8, provoquant une
déstabilisation de Drosha. La cellule serait doapable, en fonction des conditions, de
contrbler la biogénese des miRNAs en régulantiVaétdu MiPC.

D’autre part, bien que peu d’exemples soient digges actuellement, I'activité de
Dicer pourrait étre régulée également. Ainsi, Lealeont montré que Dicer pouvait étre
régulée de maniere indirecte par séquestrationpdesiRNAs dans le noyau des cellules
(Leeet al, 2008). De méme, I'activation de cascades de bsgii@n pourrait avoir un impact
sur la voie des miRNAs. Ainsi, I'activation de lai® des MAPK gitogen-activated protein
kinasg et Erk extracellular signal-regulated kinaseonduit a la phosphorylation de TRBP
et augmente la biogéneése des miRNAs en stabilisactmplexe Dicer-TRBP (Parcat al,
2009).

Enfin, on peut aussi imaginer que les ARNm de Datebrosha soient ciblés par des
mMiRNAs. Une étude bio-informatique a ainsi idegtid sites potentiels d’interaction avec let-
7 dans la partie codante de 'ARNm Dicer (Fornenal, 2008). Une expérienda vitro
montra que I'’ARNm Dicer pouvait étre ciblé effeetiment par let-7, établissant ainsi une
boucle de rétrocontrdle négative entre Dicer etmoduit, let-7. De méme, une étude récente
montre que I'expression de Dicer est régulée péaralle des miR-103/107. Cette répression
serait impliquée dans la migration des cellulescéesuses en réprimant des miRNAs ayant
un réle dans la transition épithélio-mésenchyma€adT) (Martelloet al, 2010).

5.2 Larégulation de l'activité des miRNAs.

Le dernier niveau de régulation concerne les miRiNasures qui peuvent étre affectés
dans leur activité ou leur stabilité. Ce champeestore faiblement exploré et peu d’exemples
ont été décrits dans la littérature. Par exempémsdes cellules mammiféres de foie, la
polymérase poly(A) GLD2 (ou TUTase2) est capablardmoadényler et, par conséquent,
stabiliser le miR-122 (Katobkt al, 2009). Cet ajout d’adénine est retrouvé sur dabreux
mMiRNAs (Landgrafet al, 2007; Azuma-Mukaget al, 2008). Ainsi, malgré leur petite taille,
certains miRNAs contiennent des séquences «signglii contrélent leur devenir,
certainement par l'intermédiaire d’acteurs protémjeapables de reconnaitre ces séquences.
De méme, il a été montré chez les planteS. eflegangjue certaines exoribonucléases étaient
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D’aprés (Ebert and Sharp, 2010).



capables de dégrader les miRNAs matures (Ramadamahd Chen, 2008; Chatterjee and
Grosshans, 2009).

Par ailleurs, la stabilité et l'activité des miRNAsont également régulées par
lintermédiaire des protéines Argonaute. En eftdtez les mammiféres, I'augmentation du
taux de protéines AGO est corrélée avec une augtiemtdu niveau de miRNAs matures
(Diederichset al, 2008). Ainsi, la régulation du niveau des pra8iMGO dans les cellules
participe au turn-over des miRNAs. Plusieurs facte@gulent la stabilité des protéines AGO.
Ainsi, AGO2 peut étre stabilisée par hydroxylatiper 'enzyme C-P4H(l)t¢pe | collagen
prolyl-4-hydroxylasg (Qi et al, 2008). Cette enzyme est activée a la suite dergistimuli,
tels que I'hypoxie et le TGB; eux-mémes capables d’induire de nombreux miRN7ss.
ailleurs, AGO2 peut étre dégradée par la voie ditépsome apres ubiquitinylation par une
E3 ubiquitin ligase (Rybakt al, 2009). Par ailleurs, un autre niveau de réguiatimnsiste a
moduler le chargement du miRNA dans le complexe(RISette régulation est réalisée
notamment par des protéines de la famille TRIM, spmt capables d’interagir avec les
composants du complexe miRISC, dont les protéire® ANeumulleret al, 2008; Hammell
et al, 2009; Schwamboret al, 2009). Enfin, la formation et le turn-over desngexes
mMiRISC sont connectés au compartiment des endalyses (Leect al, 2009; Gibbings and
Voinnet, 2010). Ainsi, les facteurs requis pour ftamation des endosomes réegulent
egalement le chargement des miRNAs dans le compl&E.

L’accessibilité des sites ciblés par les miRNAs rpaiti constituer un autre niveau de
régulation de l'activité des miRNAs. En effet, dgavaux récents ont montré que des
protéines de liaison a I'ARN étaient capables éiiagir avec les régions 3'UTR de certains
ARNmM et moduler ainsi I'accessibilité des sitedeasb Ainsi, la protéin®ead end 1(Dnd1)
est capable de se fixer au niveau de la région B'U& certains ARNm, et empéche ainsi la
fixation des miRNAs et la répression de la traductie cet ARNm (Keddet al, 2007). De
méme, le facteur ubiquitaire PUMPy{milio-1) interagit avec la région 3'UTR de 'ARNmM
p27. Cette interaction induit un changement loeasdla structure de cette région, libérant les
sites de fixation des miR-221&222, et favorise milasrépression traductionnelle de cet
ARNmM (Keddeet al, 2010).

Enfin, un ultime niveau de régulation de l'activitts miRNAs a été découvert
récemment : les «éponges » a mMiRNAs (pour rev(Ebert and Sharp, 2010)). Ces
« éponges » sont en général de long ARNNnc contedesitsites d’interaction avec des
mMiRNAs et vont agir en inhibiteur compétitif (Figu®). D’abord développéds vitro afin de

bloquer I'action de certains miRNAs, plusieurs trax ont décrit des « éponges » de miRNAs
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chez divers organismes notamment les plantes, dsnniferes ou les virus. Par exemple, le
long ARNnc HULC Highly up-regulated in liver cancgiinteragit avec miR-372 dans des
cellules d’hépatocarcinome et I'empéche de répritaetraduction de son ARNm cible
PRKACB (cAMP-dependent protein kinase catalytic subuniap@tVanget al, 2010) . La
demi-vie d’'un miRNA étant relativement longue, risgule niveau d’expression de ces

« éponges » permettrait a une cellule de contraj@dement I'activité d’'un miRNA.

Pour conclure, la découverte des miRNAs a constineerévolution dans I'étude de la
régulation de I'expression des genes, complexifiardogme de la biologie moléculaire. Le
réle essentiel des miRNAs dans cette régulatiorsi gue leur implication dans de nombreux
processus physiologiques et pathologiques sontteraint clairement démontrés. Cependant,
leurs mécanismes d’action et de régulation sorrengeu connus.
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Chapitre 1l : Le role des miRNAs dans les interactbns hote-pathogenes.
1. Introduction.

La rapidité de réponse d’'un organisme a une irdeotist primordiale pour sa survie.
C’est pour cela, gu'au cours de I'évolution, legamismes ont développé tout un arsenal de
mécanismes afin de détecter et contrer l'invasibnlae multiplication des pathogenes.
L'immunité innée joue un rble essentiel dans lad#in des pathogénes et la mise en place
de la réponse de I'héte face a un pathogéne. Efjgésente un mécanisme de défense tres
ancien, conservé chez la plupart des organismets-cellllaires. Elle met en jeu des familles
de récepteurs, lespattern recognition receptors (PRRS), qui permettent la détection des
composants d’origine microbienne, lepathogen-associated molecular pattes@ AMPS),
tels que les glycanes, les acides nucléiques, ®uligales. Les familles de PRRs les plus
etudiées comportent leFoll-like receptors (TLRs) et les Nucleotide-binding domain,
Leucine-Rich repeat containing receptoosi NOD-like receptors(NLRs), qui contient
notamment la familléNucleotide-binding oligomerization domain-contamiprotein (NOD)
et lesRIG-I like receptor§RLRS). Ces récepteurs sont localisés dans dosmpartiments de
la cellule tels que les membranes plasmique et samdale et le cytoplasme. La
reconnaissance d’'un PAMP par son PRR va déclenotercascade de signalisation, qui va
aboutir & I'activation d’'un certain nombre de génestamment pro-inflammatoires chez les
mammiféres, et entrainer, en dernier recours, pagse de la cellule touchée (Figure 10).

Cependant, la découverte ®&NA silencinget de I'implication des siRNAs puis des
MiRNAs dans la défense des cellules contre lesopgaties a ouvert un nouveau champ
d’étude pour l'immunité innée. En 1998, I'équipeAd’Fire et C. Mello montra que
lintroduction d’'un ARNdb exogéne dans le v€r elegansinduisait un mécanisme de
dégradation séquence-spécifigque des ARNmM cellglapeesentant une homologie de
séquence avec 'ARNdb introduit (Fiet al, 1998) Les ARNdb étant souvent observés au
cours des infections virales comme formes intermiéel réplicatives, il fut suggéré que ce
mécanisme, nommé I'ARN interférence (RNAI), pourréire un mécanisme de défense
antivirale. Ces travaux furent récompensés par i@ Robel de meédecine en 2006
(http://nobelprize.org). Les travaux ultérieurs aénnerent que ce meécanisme était
effectivement essentiel pour la défense des cslicdatre les pathogenes et conservé chez de
nombreux organismes eucaryotes. De méme, il a étérénrécemment que les bactéries et

les archaea possedent également un systéeme desalé@tivirale basé sur 'ARN, et
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Plusieurs catégories de transcrits peuvent adadeterstructures en ARNdb qui peuvent étre

clivées par Dicer en siRNAs. Ces structures ARNdbvent étre intra ou intermoléculaires.

Les duplex de siRNAs sont constitués d’un brin guibuge) et d’un brin passager (bleu). Le

brin guide est incorporé dans le complexe RISCrsaljue l'autre brin est éliminé. Le
complexe siRISC reconnait 'ARNm ciblé, via l'apiganent du siRNA, et induit sa
dégradation. Chez les plantesGtelegansles siRNAs peuvent étre amplifiés par I'action

d’ARN polymérase ARN dépendante (RARP), augmentamensité et la durée de la
répression.

D’apres (Carthew and Sontheimer, 2009).



rappelant [eRNA silencing le systeme CRISPRcl(stered regularly interspaced short

palindromic repeafs(pour revue : (Horvath and Barrangou, 2010)).
1.1 La biogénése des siRNAs.

A la différence des miRNAs, la biogénése des siRE&déroule exclusivement dans le
cytoplasme des cellules. La source des siRNAs regjéaéral toujours la méme : un long
ARNdb linéaire, parfaitement complémentaire. L'argy de cet ARNdb est diverse, mais
principalement exogene, notamment virale (Figure Cet ARNdb est alors clivé par Dicer
en un duplex de siRNAs. Ce duplex est parfaitenerhplémentaire et présente des
extrémités 3’ flanquantes. De la méme maniére que fes miRNAs, le complexe RLC,
composé de Dicer, TRBP et AGO2, sélectionne le gtide présentant I'extrémité 3’ la
moins stable pour former le complexe SIRISC. Cen lafirige le complexe siRISC sur
'ARNm cible. A la difféerence des miRNAs, le siRN&apparie parfaitement a TARNm
cible. Ce dernier est alors clivé par le domain&/IPE’AGO2. L’activité slicer est tres
précise : TARNm est clivé entre les nucléotidepapes aux nucléotides 10 et 11 du siRNA,
générant une extrémité 5-phosphate (5'P) et 3'rtwygde (3'OH). Par la suite, des
exonucléases cytoplasmiques finissent de dégrddleNm. Le complexe siRISC peut étre
alors recyclé vers une nouvelle cible. De la ménamiare que les miRNAs, la fixation du
siRNA & sa cible induit une relocalisation de 'ARNlans les corps P, ou il va pouvoir étre

dégradé (pour revue : (Carthew and Sontheimer,)2009
1.2 L’ARN interférence dans la défense antivirale.

Le réle antiviral de I'ARN interférence fut d’abomEmontré dans le réegne végétal
(Hamilton and Baulcombe, 1999). Bien que I'implioatdu RNAIi dans la défense contre les
pathogenes ait été découverte récemment, les pesrdescriptions de ce phénomeéne, sans
en connaitre le mécanisme, ont été décrites de8 &892z le plant de tabac infecté par le
«tobacco ringspots virus (Baulcombe, 2004). Au début des années 90, rdeaux de
transgénése chez le pétunia mirent en évidendedlegmene de « co-suppression » @Ost-
transcriptional gene silencing (PTGS) : I'introduction d’'une copie supplémergait’un
gene dans les cellules entrainait un phénotypesevé celui désiré, a savoir I'extinction de
'expression du gene endogéne (Nagblal, 1990; van der Kroét al, 1990). Les ARNm du
transgene et du gene endogéne correspondant gtgpemeés au niveau post-transcriptionnel.

Le méme processus, nommeé « quelling », fut égalenagporté quelques années plus tard
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chez le champignoNeurosporia crass@Cogoniet al, 1996). Les premiers indices suggérant
implication du PTGS dans la défense contre leth@genes provinrent d’études sur la
« résistance dérivée des pathogénegathpgen-derived resistancePDR). Ce mécanisme
consistait a exprimer dans des plantes transgénides formes dominantes négatives de
protéines virales, notamment les réplicases. Caistgs transgéniques devenaient résistantes
aux infections par les virus qui présentaient unmdlogie de séquences avec la souche dont
était extrait le transgene. Cette résistance stapagnait d’'une forte diminution de TARNm
du transgene, suggérant ainsi un mécanisme PTG8 (puoue : (Lecellier and Voinnet,
2004)). De méme, des virus recombinants étaierdldap d’éteindre des ARNm endogenes
de plantes non transgéniques. Ce mécanisme fut BorWirus-induced gene silencing
(VIGS). Mais, la preuve définitive que les viruscliachent une réponse PTGS dans les
cellules de plantes infectées fut apportée paémaahstration que des siRNAs spécifiques des
virus (viral-derived siRNAs VviRNA) s’accumulaient dans les cellules infestéelamilton
and Baulcombe, 1999). Ces ViRNAs, décrits a I'égogamme de « petits ARNs antisens
dérivés de virus » furent découverts avant que d4d88NAs ne soient caractérisés
expérimentalement ch&. malenogastef(Hammondet al, 2000; Zamoret al, 2000). Par la
suite, des ViRNAs furent découverts chez des @sluleD. melanogasteinfectées par le
« Flock house virus (FHV), démontrant que ce mécanisme antivirat étnservé chez les
animaux (Liet al, 2002). Ces ViRNAs sont capables de s’hybridegé&wome viral et ainsi
induire sa dégradation de maniére dépendante aesimes AGO. Les études ultérieures
montrérent que l'immunité antivirale controlée pdas ViRNAs était présente chez de
nombreux organismes tels que les champignons,ldegeg, les insectes, le ver a soi€Cet
elegans (pour revue : (Ding and Voinnet, 2007; Ding, 2010fhez ce dernier, bien
gu’aucune infection virale « naturelle » n’ait @écrite a ce jour, le potentiel antiviral du
RNA silencinga été démontré par des expériences d’infectiorcelides du ver avec le FHV
et le virus de la stomatite vésiculaire (VSV).

Chez ces organismes, les virus ciblés par le RNA# de différents types : virus a ARN
de polarité positive ou négative, a ARNdb, a ADMle et double brin.

Cependant, I'implication du RNAI dans la défenstvanale chez les mammiferes reste

actuellement tres obscure.
1.3 Le paradoxe des mammiféres.

Les ARNdb sont des formes caractéristiques querbtrouve notamment au cours de
la réplication des virus. Depuis plus de 30 angsil connu que ces ARNs sont capables
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spécifique.
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d’induire, dans les cellules de mammiferes, un miéoae de défense innée qui s’accompagne
d’une inhibition de la synthese protéique, une potidn d’interféron et finalement la mort de
la cellule infectée (Gantier and Williams, 2007t réponse est un élément essentiel de la
voie interféron (INF). Elle fait intervenir 2 prob@s : la protéine kinase R (PKR) et la 2'-5’
Oligoadenylate synthetag@’-5 OAS) (Figure 12). La PKR est une Sérinedtmine kinase
capable, une fois activée, de phosphoryler la soug a du facteur d’initiation de la
traduction elF2, ce qui provoque une inhibitionl@éaduction des ARNm. La 2’-5’ OAS est
une enzyme qui synthétise des oligoméres d’adéginevont activer la RNAse L. Cette
ribonucléase dégrade les ARNs cellulaires et virgtugarticipe donc activement a l'arrét de
la synthése protéique. Ces 2 protéines sont astivéenaniere efficace par l'interaction avec
des ARNdb d'une longueur > 30 nt. Ce mécanisme @éfende antivirale était considéré
comme la réponse majeure d’'une cellule mammifénéredes infections virales.

Cependant, la découverte du RNAi comme mécanisrinrale chez les plantes et les
invertébrés a poseé la question de son implicatammsda défense antivirale des mammiferes.
A I'époque, il semblait peu probable que le RNAigaun role dans cette défense a cause de la
réponse interféron. Mais les premiers travaux néwamt que l'induction du RNAI, par des
siRNAs artificiels dirigés contre le poliovirus, rdérait aux cellules mammiferes une
protection antivirale efficace et indépendante aaéponse interféron (Gitliet al, 2002).
Cependant, des études ultérieures sur de nombiiews ve parvinrent pas a identifier des
VIRNAs dans des cellules infectées (PfeHfenl, 2005). Ces résultats indiquaient que 'ARN
interférence n’était pas induit au cours de l'ini@e de cellules humaines par une grande
variété de virus pathogenes, dont 2 virus a ARNégart de long ARNdb durant leur
réplication, le virus de I'hépatite C (VHC) et lérus de la fievre jaune. Récemment, le
développement du séquencage a haut débit a peemmicdnsidérer cette question. En effet,
Parameswaraet al ont séquencé de nombreux VIRNAs issus de 6 virARE différents
dans plus de 40 lignées cellulaires (Parameswairah, 2010). L’abondance de ces ViRNAs
était tres variable en fonction des virus. Cepepdarfonctionnalité de ces viRNAs, c’est-a-
dire leur capacité a induire la dégradation des ARNaux, reste a étre démontrée.

Ces résultats constituent un exemple d'un posgible du RNAI dans la défense
antivirale des mammiferes. Outre cet exemple, Peaypreuves suggerent I'implication du
RNAI au cours des infections virales. Tout d’abguldisieurs virus infectant les mammiferes
codent des protéines virales essentielles qui pté&se une activité inhibitrice diRNA
silencing D’autre part, des travaux ont montré I'implicatide certains miRNAs dans la

réplication de plusieurs virus. Ces 2 points seamatrdés ultérieurement.
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Figure 13 : La voie des miRNAs chez les plantesles animaux.

Chez les plantes, les maturations du pri-miRNA etpde-miRNA sont des étapes
nucléaires assurées par I'enzyme Dicer-like 1 (DCILR boucle terminale du pre-
mMiRNA peut étre clivée avant ou apres la maturatiton pri-miRNA. Le duplex

MiRNA/mMiRNA* formé est méthylé et exporté dans yeoplasme, ou le brin guide du
duplex va étre incorporé dans le complexe RISCzQée animaux, le pri-miRNA est
maturé par 'enzyme Drosha. Le pre-miRNA ainsi gérest exporté et clivé par Dicer
pour former le duplex miRNA/mMiIRNA*, qui est aloracorporé dans le complexe

RISC.
D’apres (Carthew and Sontheimer, 2009).




2. Les miRNAs dans les interactions hote-pathogene.

Dans le but de favoriser leur multiplication, leathipgenes ont développé des
mécanismes afin de détourner la machinerie de llaleddte. A cause de leurs fonctions
essentielles dans la régulation de nombreux proseghysiologiques, notamment la
prolifération, la différenciation et I'apoptosesIeiRNAs se trouvent impliqués dans cette

interaction hote-pathogéne.
2.1 Les miRNAs dans 'immunité des plantes.

L’enzyme Drosha étant spécifigue du régne aninmalpibgénése des miRNAs est
légerement différente chez les plantes, compargeaaimaux (Figure 13). Une particularité
des plantes est de posséder plusieurs copies du agmtant Dicer. L'organisme modele,
Arabidopsis thaliangA. thaliang, posséde 4 protéines Dicer-like (DCL1 & DCL4xame
spécialisée dans la biogénése d'un type d’ARNNE€LDsynthétise les miRNAs, tandis que
DCL2, DCL3 et DCL4 clivent les longs ARNdb de dises origines en siRNAs de 22, 24 et
21 nt, respectivement. Les mutations individuetles 4 DCLs dA. thalianane changent pas
la susceptibilité d’'une cellule végétale a un visigggérant une redondance fonctionnelle de
ces protéines dans I'immunité antivirale. Cependdes expériences de mutagénese multiple
ont montré que DCL4 possede le role majeur dandéfanse contre les virus a ARN et
produit des ViRNAs de 21 nt. DCL2 et DCL3 possederd activité antivirale réduite, alors
gue le réle de DCL1, spécialisé dans la biogénésardRNAS, avait un réle négligeable dans
cette défense (pour revue : (Ding, 2010)). Cepengdusieurs miRNAs jouent un réle dans
la défense contre les pathogénes, soulignant quesiDCL1 participerait a 'immunité des
plantes. Che?. thaliang le premier miRNA décrit impliqué dans cette déterfut le miR-
393 (Navarro et al., 2006). Lors de l'infection dette plante par la bactédseudomonas
syringae(P. syringag, ce miRNA est induit par un PAMP, la flagelline k&atnne, et régule
la voie de signalisation de l'auxine en réprimaed técepteurs de I'auxine TIR&anhsport
inhibitor response JI AFB2 et 3 &uxin signaling F-box protein 2 ef).3L’auxine est une
phytohormone essentielle pour le développementptiestes. De méme, les niveaux de 2
autres miRNAs, miR-160 et miR-167, qui ciblent éga¢nt des facteurs de réponse a
'auxine, sont augmentés au cours de l'infectioa.répression de la voie de signalisation de
'auxine semble étre un mécanisme de défense bhealles plantes, suggérant que I'auxine
favoriserait la susceptibilité des plantes aux &g@athogenes. D’autre part, de nombreux
autres miRNAs, impliqués dans d’autres voies qule ¢ I'auxine, sont également induits
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lors de l'infection parP. syringae La voie des miRNAs aurait donc un réle centraisda
limmunité régulée par les PAMPs chez les planigseffet, lors de l'infection &. thaliana

par P. syringae 2 miRNAs, miR-162 et miR-168, sont réprimés, aé gonduit a une
augmentation de leurs cibles, DCL1 et AGO1, lesr@dines essentielles de la voie des
MiRNAs chez les plantes (Fahlgrem al, 2007). D’autres études ont mis en évidence la
régulation de miRNAs chez les plantes lors d'irifatwd par des virus ou des champignons.
Mais les mécanismes de ces régulations et le ®lged miRNAs dans ces interactions héte-

pathogene restent inconnus pour le moment (powere(Katiyar-Agarwal and Jin, 2010)).
2.2 Les miRNAs dans 'immunité des mammiferes.

Les mammiféres possedent un systeme immunitairglese impliguant de nombreux
types cellulaires et de nombreuses voies de sgataln. On distingue 2 types d'immunité se
mettant en place au cours d’une infection : I'imitéimnée qui, grace aux PRRs, va pouvoir
détecter les PAMPs et déclencher I'immunité adamal ' immunité innée met en jeu les
cellules épithéliales et les cellules présentarantigenes, notamment les macrophages et
les cellules dendritiques, tandis que l'immunitéa@dtive fait intervenir des cellules
spécialisées comme les lymphocytes T et B. Ces mitgsiimpliquent de nhombreuses voies
de signalisation dans les cellules. Par conséquaemw, régulation fine de ce systéeme est
primordiale pour une défense efficace des orgaristoatre les pathogenes, tout en évitant
une sur-activation des voies de signalisation. pamance des miRNAs dans la régulation de
nombreuses fonctions cellulaires a soulevé la oueste leur implication dans le
développement et le contréle de la réponse immiugita

D’innombrables travaux ont permis de mettre en éwig clairement I'implication des
miRNAs dans la régulation de la différenciation @eflules immunitaires, ainsi que dans

leurs fonctions (pour revue : (Baltimogeal, 2008; Lu and Liston, 2009)).

221 Les miRNAs et le systeme immunitaire.

L'importance des miRNAs dans le systéme immunitafte découverte lors
d’expériences de délétions des composants de éades miIRNAS (pour revue : (Baltimoge
al., 2008)). Ainsi, la délétion de Dicer dans les el souches hématopoiétiques rend ces
cellules incapables de reconstituer le systeme togrogetique. De méme, la différenciation et
la survie des lymphocytes B, de méme que le répertianticorps qu’elles expriment, sont

séverement altérées lorsque I'expression des ppsAGO2 et Dicer est supprimée dans ces
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indiquées. Le champ gauche représente la lignéphgide, tandis que le champ droit représente la
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HSC, cellule souche hématopoiétique ; B-1, lymphod@-1 ; B-2, lymphocyte B-2 type ; pre-B,
lymphocyte pre-B ; pro-B, lymphocyte pro—B ; CLProgeniteur lymphoide commun ; DN,
lymphocyte T double-négatif ; DP, lymphocyte T dedpositive ; SP, lymphocyte T simple positif ;
NK, Natural killer; pDC, cellule dendritique plasayaoide ; NKT, Natural killer T; TH1, lymphocyte
T helper type 1 ; TH2, lymphocyte T helper typeTH-17, lymphocyte T helper producteur d’IL-17 ;
Treg, lymphocyte T régulateur ; ¢4 macrophage; DC, cellule dendritique ; GMP, praigém
granulocyte-macrophage ; CMP, progéniteur myelcim@mun ; MEP, progéniteur megakaryocyte-
érythrocyte ; RBC, red blood cell (globule rouge).

D’aprés (Baltimoreet al, 2008).



cellules. Ces premiers travaux démontrant le ritegae des miRNAs dans la biologie et la
fonction des cellules immunitaires furent suivigtddes a grande échelle. Le développement
de technologies, telles quertécroarray et le séquencage a haut débit, a permis d’anadigser
maniere globale I'expression des miRNAs dans léesys hématopoiétique, notamment au
cours de la différenciation des cellules immunésirLa différenciation des cellules souches
hématopoiétiques est associée a I'expression diesspte miRNAs spécifiques des différentes
lignées du systéme immunitaire (Figure 14). L’espren de ces miRNAs est régulée de
maniere spatio-temporelle au cours de la diffeaian de ces cellules. Cependant, ces
profils présentent de nombreux miRNAs en commugg8étant qu’ils possedent une fonction
redondante au cours de la différenciation desmdiffi@s lignées. Par exempleclastermiR-
17-92 est impliqué dans la différenciation des logytes T et B, ainsi que des monocytes,
ou il participe a la régulation de la prolifératiende I'apoptose de leurs progéniteurs (Figure
14).

Par ailleurs, les miRNAs sont également impliquaéissda régulation des fonctions des
cellules immunitaires. Ainsi, I'expression de cersamiRNAs varie en fonction de I'état
activé ou non de la cellule. Ce réle est particahli@ent important au niveau des cellules de
limmunité innée. En effet, les cellules de I'imniigninnée telles que les granulocytes, les
cellules dendritiques, les macrophages et les leslNatural killer (NK) constituent les
premieres lignes de défense contre les pathog&lles. permettent de les détecter et de
déclencher une réponse inflammatoire. Cependaité, id@ponse doit étre régulée précisément
pour permettre I'éradication du pathogene tout witaét des dommages a I'héte. C’est la
raison pour laquelle, I'activation de la réponsemiamitaire innée dans ces cellules
s’accompagne souvent du déclenchement de boucleségldation qui vont contrbler
l'intensité de cette réponse. De par leur fonctlenrépresseur de I'expression des genes, les
MiRNAs sont donc des candidats désignés pour pmatia cette régulation. Ainsi, plusieurs
mMiRNASs ont été montrés comme étant induits au cderg réponse immunitaire innée. MiR-
155, la famille miR-146 et miR-9 sont les exempks plus étudiés. L'activation des PRRs
par les PAMPs déclenche dans les cellules une dasda signalisation qui aboutit
notamment a I'activation du facteur de transcriptid=«B (Nuclear factor kappa Bet a la
transcription de génes pro-inflammatoires. Cettévation induit également ces 3 miRNAs
qui vont agir dans une boucle de régulation négagivréprimer certains facteurs impliqués
dans l'activation de ce facteur de transcriptioigyfe 15, p39). D’autres miRNAs sont au
contraire réprimés pendant la réponse immunitaimeéé. Aprés une stimulation des

macrophages par du lipopolysaccharide (LPS), miBbl2st réprimé, ce qui conduit a
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Cette figure résume les mécanismes qui régulemduition et I'action de miR-9, miR-146 et miR-

155, suite a I'activation de la voie TLR. Les bascde régulation négative mises en jeu par ces 3
mMiRNAs apparaissent en rouge.

IRAK, IL-1 receptor activated kinase; IRF, intedearregulatory factor; JNK, c-jun N-terminal kinase;

NF, nuclear factor; TAB, TAK-1 binding protein; TAKToll activated kinase, TRAF, TNF receptor
associated factor.
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linduction de sa cible, leTumor Necrosis Factora (TNF-a), une cytokine pro-
inflammatoire.

Les miRNAs sont donc des acteurs essentiels dermgsimmunitaire des mammiféres
et participent directement a la défense de I'ograei contre les infections.

2.2.2 Les miRNAs, un systeme immunitaire intracellulaire.

En plus du réle dans le développement et la régalatu systéme immunitaire des
mammiféres, les miRNAs participent aussi activemend défense des cellules contre les
pathogenes, notamment contre les virus. Pour quilRNA cellulaire agisse directement sur
un ARN viral, cela implique la présence de séquerieles du miRNA dans I'’ARN viral.
L'implication des miRNAs dans la défense cellulatantre les virus fut démontrée par des
expériences de répression de Dicer (Matskevich Madlling, 2007; Otsukeet al, 2007;
Triboulet et al, 2007). L’altération de la biogéneése des miRNAstradnait une
hypersensibilité des cellules au virus de 'immusfadience humaine de type | (VIH-1), du
VSV et du virus Influenza A (virus de la grippejuignant ainsi le réle protecteur des
MiRNAs contre ces virus. Plusieurs miRNAs ayantimpact sur la réplication de certains
virus ont été décrits (Tableau 3, p40) (Leceliernl, 2005; Huanget al, 2007; Otsukaet al,
2007; Pederseat al, 2007; Wanget al, 2008). Pedersest al montrérent que l'interférof,
une cytokine sécrétée par les cellules infectéasl@pa/HC, était capable de moduler
rapidement I'expression d’'un certain nombre de nARNPederseret al, 2007). Parmi ces
mMiRNAs, 8 avaient un effet antiviral direct sur\#C et présentaient des sites potentiels
d’interaction dans le génome ARN du VHC. De ménaerdgion 3-UTR du VIH-1 est la
cible d’un groupe de miRNAs, dont les miR-28, migsh, miR-150, miR-223 and miR-382.
Ces miRNAs, dont I'expression est plus élevée dasslymphocytes CD4+ non actives,
pourraient jouer un role dans la latence de cesyien bloguant sa réplication (Huagigal,
2007). Dans les cellules humaines, miR-32 est auale capable d’'inhiber la réplication du
PFV-1 Primate foamy virus type ken se fixant directement a I'ARN viral (Lecelliet al,
2005).

Par conséquent, tout comme le systeme interféesnpniRNAS pourraient constituer un
systeme immunitaire cellulaire essentiel. En effisie étude bio-informatique a montré que
parmi 228 virus infectant 'Homme, 62 virus, appadnt a 6 familles différentes,
présentaient des sites potentiels d’appariemenesaniiRNAs humains (Watanalet al,
2007). Cependant, les virus notamment les virusRIN Aprésentent des taux élevés de
mutations dans leur génome, leur permettant d'@rolet d'échapper rapidement aux
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Tableau 3 : Liste de miRNAs cellulaires modulant laéplication de virus.

Organisme  Virus MiRNA Références
miR-1, miR-30, miR-128, miR-196,
Homme — VHC  iR-206, miR-351, miR-431 et miR-44g(" edersert al. 2007)
miR-28, miR-125b, miR-150, miR-223
Homme VIH-1 ot MiR-382 (Huanget al, 2007)
Homme CMV miR-100 et miR-101 (Wargd al, 2008)
Homme PFV-1 miR-32 (Lecellieat al, 2005)
Souris VSV miR-24 et miR-93 (Otsuled al, 2007)




mécanismes de défense mis en ceuvre par les cdildties. De ce point de vue, les miRNAs
des cellules ont I'inconvénient majeur d’étre toemservés. Une mutation dans le génome
viral au niveau du site cible du miRNA abolirainteraction avec ce dernier et permettrait au
virus d’échapper a cette défense cellulaire. Unatiso pour la cellule serait d’exprimer
plusieurs miRNAs capables de cibler le génome \vireindant I'échappement viral
impossible. Les travaux sur le VIH-1 et le VHC, quit montré que de nombreux miRNAs
cellulaires sont capables de cibler différentesioréyy des génomes viraux (Tableau 3),
illustrent parfaitement cette hypothese. Les ceflula travers le répertoire de miRNAs

gu’elles expriment, possederaient donc une arnréveptive » contre de nombreux virus.

Le RNA silencingavec les siRNAs et les miRNAs jouent donc un g@atral dans la
défense des organismes contre les pathogénes. ka de I'évolution, les pathogenes ont
sélectionné des mécanismes de contre-défense’iafi@rrer avec la voie dRNA silencing

et échapper ainsi a ce mécanisme de défense aellula
3. La contre-défense des pathogénes.

Le RNA silencingconstitue un outil puissant pour la cellule powmbattre les
invasions microbiennes, mais également pour réglimpression de ses génes. Par
conséquent, les pathogenes ont développé des rmdemnipour échapper a cette voie de
défense cellulaire. Les inhibiteurs BINA silencingou VSRs Viral Silencing Repressaren
sont les acteurs essentiels. Mais les pathogen&anment les virus, ont su également tirer
avantage de cet outil pour réguler leur propreicapbn. En effet, les miRNAs constituent un
outil efficace et peu colteux énergiguement poguler les fonctions virales. Ainsi, de
nombreux virus codent leurs propres miRNAs qui kéguleur réplication. Par ailleurs, le
VHC, virus infectant les cellules hépatiques, adgtourner un miRNA tres abondant et
spécifiqgue du foie, le miR-122, pour augmenter &galication (Joplinget al, 2005). Ce
MiRNA interagit avec 2 sites situés au niveau deetgon 5’'UTR du génome viral et induit
une augmentation de la réplication virale par urtan&me qui reste actuellement inconnu.
Pour contrer ce mécanisme, il a été montré queFiBNsécrété par les cellules infectées
induisait une forte diminution du niveau de miR-X#hs les cellules, conduisant ainsi a une
réduction de la réplication du VHC (Pedergtml, 2007).
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En ciblant les ARNm viraux et/ou cellulaires, lefRNAs viraux participent directement a
la réplication virale. lls contrélent I'expresside protéines virales et cellulaires impliquées
dans différents processus, tels que I'apoptogeol#ération, 'immunité et la latence virale.
D’apres (Boss and Renne, 2010).



3.1 Les miRNAs viraux.

Le premier miRNA viral fut découvert dans des debude lymphomes de Burkitt
infectées par le virus Epstein-Barr (EBV) (Pfefédral, 2004). Actuellement, 235 miRNAs
viraux ont été identifiés chez 20 virus différeafgpartenant principalement a 2 familles de
virus : les herpesvirus et les polyomavirus, legpégvirus constituant la famille majoritaire

(www.mirbase.ory) Ces virus sont des virus a ADN se répliquantsdamoyau des cellules

hotes et ont donc acces a I'enzyme Drosha, enz@sentelle pour la biogénése de leurs
mMiRNAs. Malgré l'utilisation de techniques de séagege a haut débit, aucun miRNA codé
par les virus a ARN, tels que le VHC ou le viruBdanza A, ou a ADN avec une réplication
cytoplasmique comme les poxvirus, n'a pu étre ifiéntL’inaccessibilité a I'enzyme
nucléaire Drosha ou la nécessité des virus a ARNrd&ger leur génome du clivage par
Drosha et Dicer pourrait expliquer cette observatide la méme maniere que les miRNAs
cellulaires, les génes codant les miRNAs sont asganen TU simple ou regroupés sous
forme decluster Du point de vue de leur biogénése, il n'y a paslidtinctions entre celle des
MiRNAs de I'héte et celle des miRNAs viraux (poavue : (Ghoslet al, 2009)). lls peuvent
egalement subir des mécanismes de régulation s tels que le RNA editing».
Cependant, a la différence des miRNAs cellulaingissgnt souvent conservés, les miRNAs
viraux ne présentent pas en général d’homologienendu sein d’une famille de virus. Ce
manque de conservation peut étre attribué aux deurutations élevés que présentent en
général les virus.

Ces miRNAs viraux présentent de nombreuses foregbrls sont capables de réguler
la traduction d’ARNm impliqués dans de nombreuxcpssus cellulaires ou viraux (Figure
16). On distingue ainsi 3 roles principaux pour i@&RNAs viraux (pour revue : (Boss and
Renne, 2010)):

- Inhibiteurs de I'immunité cellulairel’immunité cellulaire est un composant essentiel
de la réponse de I'héte contre les pathogenes caltadaires. Le miR-UL112-1 du
Cytomégalovirus (CMV) fut le premier exemple d'uniRNA viral impligué dans
'échappement a la réponse immune, en ciblant tectelur cellulaire de cette réponse. En
effet, ce mMIRNA est capable de réprimer I'exprassin MICB (Major histocompatibility
complex class I-related chain,Bin ligand impliqué dans la lyse des cellulegdtdes par les
cellules NK. Par la suite, d’autres miRNAs viramxpliqués dans I'échappement immunitaire
des virus ont été décrits. Les virus JC et SV4Qiment des miRNAs capables de réprimer

'antigene T, un produit viral qui déclenche unedaéponse cytotoxique. De méme, le virus
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Herpes du sarcome de Kaposi (KSHV) exprime 2 miR#isnduisent la sécrétion d’'IL-6 et
d’IL-10, 2 cytokines inhibant la maturation deslales dendritiques.

- Régulateurs de I'apoptose et du cycle cellulairapoptose est la réponse ultime des
cellules infectées, afin de limiter la propagatthnvirus. Actuellement, 2 virus oncogéniques,
'EBV et le KSHV, ont été décrits codant des miRN&primant I'expression de facteurs pro-
apoptotiques. D’autre part, plusieurs miRNAs du KStiblent des protéines suppresseurs de
tumeur impliquées dans la régulation du cycle tahe telles que la thrombospondin 1
(THBS1) et p21. Les miRNAs codés par ces 2 virust slonc directement associés a la
carcinogénese observée lors de linfection. En génes miRNAs viraux et cellulaires ne
présentent pas d’homologies de séquences, notanameaniveau de la graine, a I'exception
du miR-K12-11, un miRNA codé par le KSHV. Ce miRN#Aal est un orthologue du
MiRNA cellulaire oncogénique, miR-155, et possed@mment la méme graine (Gottwen
al., 2007). Il régule les mémes cibles que miR-15%amment des genes impliqués dans la
régulation de la croissance cellulaire tels queféeseurs de transcription Fos et BACH-1.
Etant donné que miR-155 joue un réle dans le dépelment de certains cancers, miR-K12-
11 pourrait directement contribuer au développemdestlymphomes de cellules B observés
chez les individus infectés par le KSHV. Des aradyio-informatiques récentes ont permis
d’identifier d’autres miRNAs présentant des homasgde graine avec des miRNAs
cellulaires, notamment des miRNAs oncogéniquess theair fonction reste a étre déterminée
(Ghoshet al, 2009).

- Régulateurs de la latence viral®e nombreuses infections, par exemple celle des
virus Herpés, persistent durant toute la vie détéhL’'échappement au systéme immunitaire
de l'individu est donc essentiel. Un mécanisme libppement mis en place par les virus
Herpes est I'établissement d’'une latence viraleamtulaquelle un minimum de genes viraux
est exprimé. Le maintien de cette latence néceksitépression de I'expression des genes
impliqués dans la réplication virale. Le caracteom immunogene des miRNAs en font des
effecteurs idéaux pour réguler les génes virawdaenla phase de latence. Les miRNAs
viraux impliqués dans la latence virale ciblentamotnent des génes essentiels a la réplication
virale. Par exemple, le miR-BART2 de I'EBV répriniexpression de la protéine virale
BALF5, 'ADN polymérase virale. La surexpression de miRNA au cours de la phase

lytique réduit de plus de 20% du nombre de paegwirales produites.

Ainsi, les virus ont su exploiter le potentiel nanmunogene des miRNAs a leur

avantage, pour moduler I'expression de leurs genesnsi, contrbler leur réplication, mais
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€galement pour échapper au systeme immunitairéhd&e| Cependant, IRNA silencing
constitue un mécanisme de défense majeur de ldudte les virus. Par conséquent, au cours
de I'évolution, les virus ont développé des méaaes afin d’échapper a ce mécanisme : les

« Viral Silencing Repressossou VSRs.
3.2 Les « Viral Silencing Repressors ».

Les VSRs ont été découverts chez les virus infedéarplantes. Le premier VSR décrit
est la protéine P1/HC-Pro du TEVdbacco etch virusjKasschau and Carrington, 1998).
Des travaux initiaux avaient montré que la protéHePro potyvirus-encoded helper
component proteinakelu potyvirus favorisait la réplication de nombxedrus. Il fut suggéré
gue cette protéine inhibait un mécanisme de défemste les virus des cellules des plantes.
A la suite de la découverte du RNA silencing comm@&eanisme antiviral, il fut démontré que
cette protéine virale était capable d’'inhiber cetbée (pour revue : (Voinnet, 2005)). Cette
découverte entraina alors une recherche systéreadieg VSRs chez les virus. Actuellement,
plus de 40 VSRs codés par des virus infectantlbasgs, les champignons et les animaux ont
été décrits. De nombreux virus codent plusieurs ¥$l&nt I'expression est régulée de
maniere spatio-temporelle. Les protéines viralésgmtant une activité¢ VSR sont en général
multifonctionnelles et essentielles pour la réglaavirale. Par conséquent, cette particularité
a rendu tres difficile I'étude de ces VSRs au cales infections. Les études structurales ont
montré que les VSRs présentent une grande divealsitgtructure et de fonction. Ainsi, les
VSRs représentent une adaptation récente des mirlisnmunité antivirale des cellules
contrblée par I&RNA silencingMalgré une origine trés diverse, ils ont convesigécours de
I'évolution vers des fonctions communes. En efid®, nombreux VSRs possédent des
propriétés biochimiques analogues et leur modetidiacse résume a 2 mécanismes
principaux :

- Inhibition de la biogénése des siRNA et des miRNAgplupart de ces VSRs
possédent un domaine de liaison aux ARNdb, et pduwaiesi se lier aux intermédiaires de
réplication virale et empécher leur clivage parddicC’est le cas par exemple de la protéine
B2 du FHV ou VP35 du virus Ebola (et al, 2002; Haasnoatt al, 2007). D’autres VSRS,
tels que HC-Pro du TEV, sont capables d’'interagiealement avec Dicer et inhiber son
activité.

- L'inhibition de l'activité des siRNAs/miRNA#®Ilusieurs stratégies ont été
développées par les virus, afin d’empécher I'acties VIRNAs et miRNAs antiviraux. Les
VSRs possédant un domaine de fixation aux ARNdIb sapables de se lier aux duplex de
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Figure 17 : L'interaction des VSRs avec I®RNA silencingchez 'Homme.

Les différentes étapes dRINA silencingsont représentées dans les boites bleues et les
VSRs dans les boites rouges. La protéine Tat duVédt capable d'inhiber I'activité de
Dicer. La protéine VP35 du virus Ebola et NS1 dwside la grippe sont capables de
séquestrer les ARNdb. De méme, Tat et NS1 pouimtatagir avec les pri- et pre-
miRNAs dans le noyau des cellules. L'ARN TAR du VlHserait capable de saturer la
protéine TRBP.

D’aprés (de Vries and Berkhout, 2008).



siRNAs ou miRNAs et ainsi empécher leur chargendanis le complexe RISC. La majorité
de ces VSRs n'ont pas de spécificité concernalonigueur des ARNdb auxquels ils se lient.
lls sont capables d’interagir avec les longs ARNdmme avec les duplex de siRNAs. Par
conséquent, ils possedent la double fonction ddahia biogénese et I'activité des siRNAs
ou miRNAs. Cependant, il existe des exceptiontgdajue la protéine P19 des tombovirus,
qui est capable de séquestrer spécifiguement Ipexdale siRNAs de 21 pb générés par
DCL4 chez les plantes (Vargasehal, 2003; Yeet al, 2003). D’autres VSRs agissent en
interagissant directement avec les effecteurs duptexe RISC, notamment les protéines
AGO. Ainsi, la protéine 2b du virus de la mosaigiueconcombre interagit avec AGO1 et
inhibe son activit&licer (Zhanget al, 2006). Récemment, I'équipe du Dr. Voinnet a méntr
gue la protéine de la capside P38 diuip crinckle virus» (TCV) interagissait et inhibait
egalement AGO1 via un motif Glycine/Tryptophane (5{Azevedoet al, 2010). Ce motif
est essentiel pour la réplication virale, car saatmn abolit la virulence du TCV. P38 mime
ainsi les protéines cellulaires a motifs GW normmdat requises pour la fonction et
'assemblage du complexe RISC dans divers orgamisme

Ainsi, 'ensemble des étapes BINA silencingsont ciblées par les VSRs, ce qui refléte
parfaitement la variété de meécanismes développésepavirus dans le but de bloquer ce
moyen de défense cellulaire. Une liste non exhagistes VSRs des virus infectant 'Homme,

ainsi que les étapes RNA silencingyu’ils ciblent, sont présentées dans la figure 17.

Les domaines de liaison aux ARNdb sont tres répamtiez les VSRs. De méme, le
motif GW est retrouvé dans de nombreuses protéinakes et bactériennes. Par conséquent,
ces 2 stratégies semblent avoir été sélectionn@etep pathogenes au cours de I'évolution
pour déjouer I'immunité de I'héte régulée paRBA silencingCependant, certains virus ont
développé des mécanismes alternatifs non protéfues!’inhiber cette immunité basée sur
’ARN. Les virus a ADN de type adénovirus coderARNnNc impliqués dans l'inhibition de
la PKR dans les cellules infectées : les ARN VAr@g-associatejll et Il. Ces 2 ARNs sont
hautement structurés et sont tres abondammentnedpiu cours de I'infection. Ces 2 ARNs
agissent en saturant totalement la voieRiNA silencingchez les mammiféres (Anderssen
al., 2005). L'ARN VAI est reconnu comme un substrat P&cer et empéche par inhibition
compétitive le chargement des substrats cellulaieeBicer, notamment les pre-miRNAs. De
plus, TARN VAI, qui est transcrit dans le noyaur g&RN polymérase I, inhibe également
le transport des pre-miRNAs du noyau vers le casmle en saturant 'EXP5. L'ARN VAII

interagit avec le complexe RISC, empéchant ainshéggement des miRNAs/siRNAs.
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Figure 18 : Mécanisme d’action des BSRs chez lesaptes.

Dans un premier temps, la cellule détecte les PAMBstériens, comme la flagelline
détectéepar le récepteur FLS2. S’en suit une cascade deali@gtion qui active la
transcription de certains pri-miRNAs, qui vont ématurés en miRNAs matures (rouge) et
participent a la réponse de la cellule contre éation. De son c6té, la bactérie injecte dans
le cytoplasme de la cellule des effecteurs qui votetrférer avec les voies de signalisation
de la cellule. Certains de ces effecteurs possadenactivité BSR (orange) et vont bloquer
les différentes étapes RNA silencing

D’aprés (Mosher and Baulcombe, 2008).



Outre les bénéfices pour la réplication virale,blecage duRNA silencinga des
conséquences dramatiques pour la cellule infeEéeffet, la séquestration des miRNAs ou
l'inhibition du complexe RISC entraine I'accumudati dans la cellule des duplex inactifs
avec pour conseéquence la traduction des ARNmM cibte§expression de nombreuses
protéines impliqguées dans de nombreuses voiesgdalisation cellulaire. Ainsi, les VSRs
participent directement a la pathogénése et caestiia meilleure preuve de I'implication du
RNA silencinglans I'immunité innée notamment chez les mamnsfére

Cependant, les virus ne sont pas les seuls patasgeavoir développé des inhibiteurs

du RNA silencing
3.3 Les « Bacterial Silencing Repressors ».

De la méme maniere que les virus, les bactériesiéntloppé des mécanismes pour
contrer les défenses mises en place par I'hGte. r@@&sanismes impliguent notamment
I'injection d’effecteurs bactériens dans le cytgphe des cellules hotes via des systemes de
sécrétion qui agissent comme de véritable serin@es. toxines, une fois injectées, vont
interférer avec de nombreuses voies de signalisat@lulaire et vont induire ainsi une
« reprogrammation » du transcriptome et du protéamda cellule, afin de rendre cette
derniere plus susceptible. Comme nous l'avons viclapitre 2.1, IeRNA silencingest
impliqué dans la défense des plantes contre lggiiies Che?. thaliang la flagelline deP.
syringaeinduit I'expression de miR-393 qui va réprimer gestéines impliquées dans la voie
de signalisation de I'auxine, voie impliquée damsléfense de la cellule de plante (Navatro
al., 2006). Cette bactérie est capable d’'injecterftecteur bactérien, AvrRpt2, via un SST3,
qui va induire I'expression d'un nat-siRNAngtural antisense siRNAimpliqué dans
limmunité de la plante (Katiyar-Agarwadt al, 2006). De maniere identique aux virus, les
bactéries ont développé des mécanismes pour careter immunité régulée par RNA
silencing Le groupe du Dr. O. Voinnet a montré récemmergoelr la premiere fois quie.
syringae avait acquis des Bacterial Silencing Repressoss (BSR) capables d’inhiber
différentes étapes dBRNA silencing(Navarroet al, 2008). Cette bactérie injecte, via son
SST3, 3 effecteurs bactériens qui vont interfénezcadifférentes étapes de la voie des
MiRNAs. Ainsi, les toxines AvrPtoB, AvrPto et HofT-sont capables d’inhiber la
transcription, la maturation et la fonction d'urrteén nombre de miRNAs impliqués dans la
défense de la cellule, notamment le miR-393 (Fid®)e Cependant, les mécanismes d’action

de ces toxines restent encore inconnus.
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Ces travaux constituent le premier exemple d’'ureéviee capable d’interférer avec la
voie des miRNAs par l'intermédiaire d’effecteurstgaiens. lls ont ouvert un nouveau champ
d’investigation concernant les interactions entebactéries et IRNA silencingEn effet, la
perturbation de la physiologie cellulaire par KEojion de toxine est un phénomeéne quasi
universel chez les bactéries pathogenes, ehtobacter pyloriLe RNA silencingouant un
réle essentiel dans cette physiologie, on peut daine I'nypothése que l'infection par cette
bactérie conduise a une dérégulation des miRNAs.
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Chapitre 11l : Helicobacter pylori
1. Historique.

Les premieres observations d’Hippocrate sur legbles gastriqgues soulignent que, de
tout temps, 'Homme a souffert de pathologies ggstis. Le plus célebre des malades,
Napoléon Bonaparte, se tenant le ventre avec sa, nsauffrait d’un ulcére gastrique

(probablement da Blelicobacter pylorj qui dégénéra en cancer de I'estomac qui luidtalf

(www.helicobacter.fr. De nombreuses causes, souvent exotiques, féveofuées telles que
le stress, le régime alimentaire ou l'atmosphétefallut attendre I'avenement de la
microbiologie moderne, développée par Robert Kadtoais Pasteur, & la fin du ¥% siécle,
pour qu’une cause infectieuse soit suspectée. Aémsil875, les bactériologistes G. Bottcher
et M. Letulle observérent des bactéries dans eatode patients atteints d’ulceres (Kidd and
Modlin, 1998). lls proposerent un réle étiologiqie ces bactéries dans l'ulcere. Cependant,
ils furent incapables d’isoler et de cultiver cextéries et leur hypothese fut oubliée. Par la
suite, d’autres observations ont été publiees,rmatant celles du pathologiste italien Guilio
Bizzozero qui décrit, en 1892, la présence de hastéspiralées Gram négatives dans
'estomac de chiens. Ces bactéries spiralées fypania suite observées en 1899 et 1906 par
Pel et Krienitz, respectivement, au niveau de de&ic de patients atteints d’ulcéres peptiques
et de cancers gastriques. Le réle étiologique debeetéries dans le développement de ces
pathologies fut suggéré de nouveau et certainsmatfurent méme traités avec du bismuth,
composeé utilisé notamment comme agent antibactétigraitement des ulceres gastriques.
Cependant, ce réle fut par la suite contesté aecdada prévalence élevée de ces bactéries
chez des personnes ne présentant aucuns sigrigse$inElles furent considérées comme des
contaminants issus des aliments. Aussi, I'estoraacfat considéré comme stérile a cause de
I'acidité qui y regne. Il fallut attendre 70 ansup@ue ce dogme soit remis en cause grace aux
progres technologiques, notamment au développedeela fibroscopie gastrique qui permit
de faire des biopsies de meilleures qualités. Amsi1975, Steer et Colin-Jones observerent
dans la muqueuse gastrique des bacilles Gram f&gdiez 80 % des patients atteints
d’'ulceres gastrigues (Steer and Colin-Jones, 19T8s bactéries, décrites comme des
Pseudomonasfurent considérées une nouvelle fois comme desaocdnants et oubliées.
Enfin, en 1984, B. Marshall et R. Warren identiiér des bacilles spiralés dans I'estomac de
58 patients volontaires et réussirent a les cultévepartir de 11 biopsies (Marshall and
Warren, 1984). Cette bactérie Gram négative, flagadt microaérophile, fut classée dans le
genreCampylobactesous le nonCampylobacter pyloridisu « Campylobacter pylorique »
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Figure 19 : Prévalence dHelicobacter pyloridans le monde.

Les pourcentages indiquent la prévalent¢ gylori dans la partie du monde considérée.
lllustration obtenue auprées du Groupe dEtudes ¢amsn des Helicobacter
(www.helicobacter.fr).



Elle fut par la suite reclassée parmi les epsilmigobactéries dans un nouveau genre,
Helicobacter sous le nontHelicobacter pylori (H. pyloriYGoodwinet al, 1989). La plupart
des patients porteurs de cette bactérie souffrailentgastrites chroniques et d'ulcéres
gastriques, ce qui laissait penser a nouveau @®lenétiologique de cette bactérie dans ces
pathologies. Devant le scepticisme de la communsaigntifique, Marshall, puis Morris par
la suite, ingérérent une suspension bactériennelaj@perent une gastrite et guérirent aprées
un traitement antibiotique. Ce réle fut confirmésigue des patients traités par antibiothérapie
virent leur gastrite ou ulcere disparaitre. Lesdtx de Marshall et Waren, recompensés en
2005 par le Prix Nobel de Médecine (http://nobekpiorg), permirent une avancée majeure
dans le traitement des pathologies gastroduodénadssrecherches ultérieures montrérent
queH. pylori était impliguée dans de nombreuses pathologidsigsess telles que la gastrite
chronique, les ulcéres peptiques, le lymphome duLMAmucosa-associated lymphoid
tissug et le cancer gastrique. Ainsi, I'estomac n’estsptonsidéré comme une zone stérile.
En effet, des études moléculaires récentes ontrénpat la suite que I'estomac présentait une
diversité bactérienne importante (Bé al, 2006). De plus, le microbiome gastrique est

largement bouleversé lors de I'infection parpylori, au profit de cette derniere.
2. Epidémiologie et transmission.

L’infection par H. pylori touche environ 50 % de la population mondiale. €ett
infection bactérienne chronique est la plus répandaprées la carie dentaire

(www.helicobacter.fr. L'estomac humain est le seul réservoir identidi@ cette bactérie.

L’histoire de 'Homme est donc étroitement liee @le d’H. pylori. Ainsi, sur la base
d’études phylogéographiques, la colonisation detdmac par cette bactérie serait antérieure
aux migrations africaines, il y a plus de 58000 Mdrez et al, 2007). L'Homme a donc
colonisé le monde en transportadt pylori dans son estomac. De plus, la variabilité
génétique de cette bactérie a permis de retracerfllx migratoires des hommes
préhistoriques a travers les continents (Fakishl, 2003). La présence d’autres especes du
genre Helicobacter dans d’'autres espéeces de mammiferes laisse a pejsercette
colonisation serait encore plus ancienne, et geeateétres de I'espece humaine auraient
porté I'ancétre d4. pylori (Cover and Blaser, 2009)

Aujourd’hui, il existe une tres grande dispariténcernant la prévalence de cette
bactérie dans le monde (Figure 19). Le taux d’itidecdépend de nombreux critéres tels que

'age, l'origine géographique et les conditions e (www.helicobacter.f. L'infection

s’acquiert au cours de I'enfance en général etigiersout au long de la vie en absence de
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Figure 20 : Pathogénése de l'infection paH. pylori.

L’infection par H. pylori a lieu en général pendant I'enfance. Elle s’accgnpasystématiquement
d’'une inflammation de la muqueuse gastrique, quasgmptomatique dans la majorité des cas et va
devenir chronique. Cette infection dure toute k& @€ I'individu en absence de traitement. Dans un
certain nombre de cas, cette infection va déclanthpparition d'ulcére peptique, dont la nature
difféere en fonction de la région de I'estomac tadeh duodénal lorsque l'infection touche I'antrum,
ou gastrique dans le cas d’'une pangastrite (cor@rgrum). La pangastrite est également directement
liée au développement de I'adénocarcinome gastrique
http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/lauee2005/press.html



traitement. La transmission se fait par voie oral@rou oro-fécale, et est souvent
intrafamiliale. Dans les pays en voie de développ#mla prévalence atteint 80 % de la
population. L’acquisition de la bactérie a lieu sldas premieres années de la vie et est
souvent liée aux conditions d’hygiene et de promiéc Dans les pays développés ou la
prévalence est inférieure a 40 %, le taux d’infectest tres faible chez les enfants et
augmente avec I'age pour atteindre 50% chez lesopees de plus de 60 ans. Alors que cette
prévalence est constante dans les pays en déveieppeelle diminue rapidement dans les
pays industrialisés avec I'amélioration des condgi d’hygiene et I'emploi massif des
antibiotiques, notamment chez les enfants (Bl&¥#6; Kustert al, 2006).

Le traitement des infections H. pylori consiste en une trithérapie associant un
inhibiteur des pompes a protons associé a 2 atitjbes, généralement la clarithromycine et
'amoxicilline. Cependant, 'usage massif des aotiques ont fait émerger des souches
résistantes. L’approche vaccinale a longtemps @éidérée comme peu réaliste a cause de
I'inefficacité de la réponse immunitaire induiter ph pylori. Cependant, des essais vaccinaux
concluants sur des animaux ont démontré la fais@bilu concept et plusieurs essais

vaccinaux chez ’'homme sont en cours.

3. Pathogénese.
3.1 Aspects cliniques.

L’infection par H. pylori s’Taccompagne systématiquement d’'une inflammatierad
mugueuse gastrique, ou gastrite, qui est asympiguneatians la majorité des cas (> 70%).
Cette gastrite devient chronique et dure toutedaen I'absence de traitement. Dans 10 a 20
% des cas, les patients développent un ulcere queptiie type d’ulcére observé dépend
notamment de la région gastrique touchée par tirda : ulcere duodénal avec une
augmentation de la sécrétion acide lorsque I'antestritouché, ou ulcére gastrique avec une
diminution de la sécrétion acide dans le cas dpar@astrite, qui touche le corpus et I'antrum
(Figure 20).H. pylori est retrouvée dans plus de 90 % et 70% des ulckredénaux et
gastriques, respectivement. D’autre part, dans 8%occds, apres plusieurs dizaines d’années
d’évolution lente, cette infection chronique va wafilo au développement d’'un
adénocarcinome gastrique. Ce cancer gastriqueaadtuxieme cause de décés par cancer
dans le monde avec 700000 décés par an et un éasrdie a 5 ans de 25 %. A ce jodr,
pylori serait retrouvée dans 75 % des cancers gastriffisant de cette bactérie le facteur de

risque majeur associé au cancer gastriqgue (HearstaParsonnet, 2009). D’autre part, avec
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une incidence inférieure a 0,3 tb, pylori est également impliquée dans le développement du
lymphome du MALT. En effet, 90 % des patients dépphnt ce type de lymphome au
niveau de I'estomac ont été dépistés positifs paypylori. Tous types de cancers confondus,
H. pylori serait responsable de 5,5 % des cancers obseamgdadmonde.

Pour ces raisons, en 1994, cette bactérie a éééedacomme agent carcinogene de
classe | par 'Agence Internationale de Recherdmdre le Cancer (IARC, 1994). A ce jour,
elle reste la seule bactérie impliquée dans leldppement d’'un cancer.

De maniere surprenante, bien que la présende @ylori ait un codt non négligeable
pour I'héte, un nombre croissant d’études montienbénéfice potentiel de cette bactérie sur
d’autres pathologies (Cover and Blaser, 2009). iAids pylori aurait un effet protecteur sur
les maladies de I'cesophage, notamment le refluxagassophagien. De méme, il existerait
une corrélation inverse entre la présenceldpylori et des pathologies telles que I'asthme ou
les allergies. Enfin, des études ont suggéreé Hupylori pourrait avoir un rble protecteur
contre certaines maladies infectieuses, commebler¢ulose (Perrgt al, 2010). Cependant,
ces études s’appuient en général sur des enquptdénmdologiques et les mécanismes
moléculaires impligués dans ces effets protecteassent inconnus, bien que certaines
hypothéses, telles que la diminution des sécrétamides dans le cas du reflux gastro-

aesophagien ou la sécrétion de peptides antibatséaaent été formulées.
3.2 Les déterminants de la pathogénése.

La susceptibilité de I'hnéte et la sévérité des platties associees a l'infection pldr
pylori dépendent de nombreux facteurs. Ces facteurs wmniei) le mode de vie de
lindividu contaminég, ii) la réponse immune, iig polymorphisme des genes de I'hote et iv)

les caractéristiques génétigues de la souche autér
3.3 Les déterminants « environnementaux ».

Ce terme englobe les parametres généraux liés de d®vie de l'individu infecté par
H. pylori tels que le stress, le tabac ou le comportementeataire. Cependant, la
contribution de chacun de ces paramétres a la gétiwité, notamment la carcinogénese,
reste tres difficile a évaluer. Néanmoins, le r@ke certains facteurs a pu étre clairement
établi. Ainsi, le tabac et une alimentation trogha en sel, dépourvue de fruits et légumes,

c'est-a-dire de molécules anti-oxydantes telles tjaeide ascorbique et I§-caroténe,
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favoriseraient le développement de lésions précansés dans la muqueuse gastrique (Lunet
and Barros, 2003; Machida-Montagtial, 2004).

3.4 Les déterminants de I'note.

Lors d'une infection microbienne, la réponse ob&ervdépend notamment du
polymorphisme génétique de I'individu infecté. Hfeg ce polymorphisme peut directement
influencer le niveau d’expression de certains geaasgénérant ou supprimant des sites de
fixation pour des facteurs de transcription, ettouaffectant I'épissage et par conséquent la
traduction. Ainsi, il va influencer le métabolisrde certains composés ou 'expression de

certaines cytokines, et par conséquent modul&ganse immunitaire de I'’héte.
3.4.1 Le polymorphisme génétique.

Le polymorphisme génétique de I'hdte concerne palement les géenes codant les
cytokines. Au cours de l'infection, ce polymorphisraffecte directement la production de
cytokines par les cellules épithéliales gastrigeteBnmunitaires et intervient par conséquent
dans la modulation de la réponse inflammatoire. é&ample, I'interleukine A (IL-13) est
une cytokine pro-inflammatoire et I'inhibiteur ldup puissant de la sécrétion acide. Cette
cytokine est codée au niveau dusterlL-1 contenant le gene codant I'll3%t celui codant
le récepteur antagoniste de I'lL-1 (IL-RN). @&uster contient plusieurs polymorphismes
conduisant a une forte expression d’'IB-Leci conduit a une hypoacidité gastrique lors de
I'infection parH. pylori, aboutissant au développement d’une pangastiterination d’'une
gastrite atrophique et 'augmentation du risquecdecer gastrique (EI-Omaat al, 2001,
Machadoet al, 2001). De méme, le polymorphisme du T®Faurait un impact sur la
réponse inflammatoire gastrique et prédisposeréi#valution de I'infection vers le cancer
gastrique (Rackt al, 2004). Par ailleurs, un polymorphisme conduigsanne diminution de
sécrétion de la cytokine anti-inflammatoire IL-18f par conséquent, a une réaction
inflammatoire exacerbée, est associé a un risque ée cancer gastrique (EI-Onwral,
2003; Rackt al, 2004).

Ainsi, la conjonction de certains polymorphismes-miflammatoires augmenterait de

maniére significative le risque de cancer gastriquede I'infection paH. pylori.
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Figure 21 : Vue générale de la réponse inflammatardéclenchée paH. pylori.

Durant la phase précoce de l'infection, l'interantideH. pylori avec les cellules épithéliales
gastriques résulte dans la sécrétion d’IL-8. Cettimkine permet le recrutement au site de
I'inflammation des polynucléaires, notamment lesitraphiles. L’activation de l'immunité
innée est suivie par la mise en place de 'immuadtéptative. Les chimiokines produites, telles
gu’lICAM et VCAM, permettent le recrutement des lymopytes. Les macrophages, qui
participent a la production d’IL-8, sécrétent égadat des cytokines, telles que I'lL-12, qui
participent a l'activation des lymphocytes. L'aetivon chronique de ces cellules aboutit a
I'altération de la muqueuse gastrique et de I'hostesie gastrique.

D’aprés (Suerbaum and Michetti, 2002).



3.4.2 La réponse inflammatoire.

L’infection parH. pylori résulte toujours en une forte réponse immunifgoair revue :
(Wilson and Crabtree, 2007§L pylori induit les 2 types de réponses immunitaires, aisavo
humorale et cellulaire. La muqueuse gastrique dorsie premier rempart contre I'infection.
L’interaction deH. pylori avec les cellules épithéliales gastriques, ain&wge les cellules
présentatrices d'antigénes (macrophages et celliglegritiques) présentes dans la muqueuse,
déclenche une réponse immunitaire innée aboutiskamhe sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires telles que I'ILf3, le TNF, la cytokine chimio-attractante IL-8 et I'lL-6.
Cette réponse innée est activée par la reconnassies composants bactériens, tels que le
LPS, la flagelline et le peptidoglycane (PG), mar iécepteurs TLRs et NOD.

Les cytokines sécrétées vont permettre le déclemehe de la réponse immunitaire
adaptative en recrutant les lymphocytes T helpé),(T régulateur (Treg) et B au site de
linflammation (Figure 21). En fonction des cytokmsécrétées, les lymphocytes Th peuvent
se différencier en 2 classes fonctionnelles : &ékiles Thl, qui sécretent des cytokines telles
que I'Interféron (IFN)y et I'lL-2, et les cellules Th2, qui produisent dsgokines telles que
I'IL-4 et I'IL-10. La réponse Th1l génere une immiéncellulaire impliquée dans la protection
contre les pathogénes intracellulaires, tandis lgueéponse Th2 provoque une immunité
humorale impliguée notamment dans les allergiess lde linfection parH. pylori, les
cellules présentatrices d’antigenes sécrétentltdel? et orientent la réponse immune vers
une réponse de type Thl avec une abondante sécdétid--y et d’IL-2. Cette réponse est a
l'origine de linflammation chronique observée late I'infection et serait donc impliquée
dans le développement des pathologies gastrigages &H. pylori. De méme, les cellules
phagocytaires participent directement a la sévéetéinflammation en déclenchant heirst
oxydatif, qui se traduit par la sécrétion de momtexyg’azote (NO) et des dérivés réactifs de
'oxygéne (ROS). La sécrétion de NO est notammemiudee par I'uréase dd. pylori, qui
induit 'expression de laNitric Oxyde Synthas€éiNOS) (Gobertet al, 2002). Ceburst
oxydatif entraine des dommages de la muqueuseqyestet participe par conséquent a la
colonisation et a la dissémination de la bactéaiesda muqueuse.

D’autre part, une réponse humorale est égalemesgirode au cours de l'infection avec
une activation des lymphocytes B et une sécrétiomnaunoglobulines (Igs), notamment des
lgG, des IgM et des IgA dans le sérum et la mugueastrique. Cependant, ces Igs ne
conferent pas une protection cortttepylori.

52



Ainsi, cette réponse immunitaire est inefficace sdém majorité des cas et échoue a
éradiquer la bactérie. En effét, pylori a développé des stratégies pour échapper au systéeme
immunitaire, notamment un mimétisme moléculairer &emple, I'antigéne de Lewis du
LPS dH. pylori est peu immunogene, car il mime les antigenes olupgr sanguin. De plus, il
présente une certaine variation antigénique (Ksistéral, 2006). De mémeH. pylori
relargue peu de flagelline et celle-ci ne stimuds fa voie du TLR5 (Gewirtet al, 2004).

Par alilleurs, cette bactérie est capable de résistea phagocytose des macrophages en
neutralisant la NADPH oxydase notamment (Gobeel, 2002).

Outre le déterminisme de I'héte, la réponse imnairdtdépend également des facteurs
bactériens. Ainsi, les souches bactériennes qusgoent les facteurs majeurs de virulence,
I'llot de pathogénicité eytotoxin-associated genes(cag PAI) et la toxine vacuolisante A
(VacA), sont directement associées a des réponflammmatoires plus fortes et des risques

néoplasiques accrus.
3.5 Les déterminants bactériens.

H. pylori est capable de coloniser I'estomac humain pendastdécennies tout en
échappant au systeme immunitaire de I'héte. L'estoest un environnement tres hostile, a
cause de son acidité, et est soumis a de nombreasidions des parametres physico-
chimiques tels que la température, la disponibilils nutriments, le pH et la tension en
oxygene. Par conséquent, au cours de I'évolutiette dactérie a développé tout un ensemble
de facteurs de colonisation afin d’envahir I'estoned échapper a l'acidité gastrique, mais
également un ensemble de facteurs de virulenceddfiterférer avec le métabolisme des
cellules épithéliales gastriques et des cellulemumitaires et ainsi établir sa niche pour se

multiplier.
351 Les facteurs de colonisation.

Contre toute attenteH. pylori n'est pas une bactérie acidophile. Cette bactérie
neutrophile a développé une batterie de mécanigifiresl’échapper a I'environnement acide
de I'estomac. Ainsi, elle possede différents fatale colonisation notamment une uréase,

des flagelles et des adhésines.
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Figure 22 : Morphologie d’'H. pylori visualisée en microscopie électronique a
balayage.

H. pylori présente une morphologie spiralée avec 2 a 6lldgsgenipolaires.
L. Thompson and S. Danon, School of Microbiology I&munology,
University of New South Wales.)



putative constitue un argument supplémentaire weufad’une transcription pol Il dépendante
et suggere que cette région conservée pourraitittersle promoteur basatgre promotey
de cecluster.

Afin de vérifier cette hypothése, nous avons ekipar PCR, a partir de 'ADNg des
cellules AGS, 2 régions, que nous avons ensuiteéel® en amont d’'un gene rapporteur, la
luciférase firefly, dans le vecteur d’expressionL& dépourvu de promoteur. La premiere
construction, nommée F1, contient la région coréile 300 pb, ainsi que les 80 et 280 pb
situées en 3’ et 5’ de cette région, respectivememtdeuxieme construction, nommée F2,
contient la région située entre la région F1 gireemiR-371. A la différence de la région F1,
cette région n’est pas conservée chez les mammif@es 2 constructions, ainsi que les
vecteurs controles pGL3-b dépourvu de promoteysGi3-p, dans lequel la transcription du
géene codant la luciférase firefly est sous la ddproe du promoteur du SV40, ont été
transfectés dans des cellules AGS et l'activitdadkiciférase firefly mesurée. Les cellules
transfectées avec le vecteur F1 ou avec le vectréle pGL3-p présentaient une activité
luciférase 40 et 60 fois plus élevée, respectivepuamparée aux cellules transfectées avec le
plasmide témoin pGL3-b dépourvu de promoteur (Kig@3a). Ce résultat démontre
clairement que la région F1 contient un élémernistativateur de la transcription du gene
rapporteur. Par ailleurs, aucune activité luciféraggnificative n'a été observée dans les
cellules transfectées avec le vecteur F2 (Figusg.33ar conséquent, cette région ne permet
pas la transcription du gene rapporteur. Les travdiHoubaviy et al. concernant le
promoteur dwclustermiR-290 ont montré que, chez la souris, cetteorégituée entre la boite
TATA et le pre-miR-290-5p était transcrite puis $g@ie du pri-miRNA (Houbavigt al,
2005). Ceclusterétant conservé chez les mammiferes, on peut énéiypothése que, de la
méme maniére que chez la souris, cette régionitagéeschez 'Homme dans le pri-miRNA.
Des résultats de RT-PCR nous ont permis de confique cette région était effectivement
transcrite (données non montrées).

Ces résultats suggerent que la région F1 contfésttigement le promoteur putatif du
clustermiR-371-372-373. La région conservée et préseats th séquence F1 constituerait
donc le promoteur basal diuster.

Nos travaux ont montré que I'expression auster miR-371-372-373 était spécifique
aux cellules AGS. Alors que aduster est fortement exprimé dans les cellules AGS, nous
avons détecté une expression significative delusteruniquement dans 2 autres lignées : la
lignée MKN-74 d’origine gastrique et la lignée C&al'origine intestinale (cf. chapitre ).
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bactérie peut ainsi accéder plus facilement auxmants et délivrer ses toxines, mais elle
s’expose au systéeme immunitaire. Cette interaciac les cellules gastriques est assurée par
des adhésines. Ces protéines appartiennent a idbefdes protéines de la membrane externe
(Outer membrane proteingOMPSs) qui comprend plus de 30 géenes. Les pludigds sont les
adhésines qui interagissent avec les glycoprotéileek cellule héte présentant des sucres
modifiés, notamment les adhési&leod group antigen-binding adhesiBabA ou HopS) et
Sialic acid-binding adhesifiSabA ou HopP). Elles se lient respectivement antigénes de
Lewis, de type groupe sanguin,’Lfecosylé et L& syalylé qui sont présents a la surface de
I'épithélium gastrique (llveet al, 1998; Mahdaviet al, 2002). Ces adhésines auraient des
réles différents au cours de I'infection. BabA faeila colonisation de la mugqueuse gastrique
et accroit I'inflammation en augmentant la sécretitiL-8 notamment (Rackt al, 2002).
SabA, par contre, aurait un role lors de l'infestichronique. En effet, la gastrite chronique
générée par. pylori entraine 'augmentation de I'expression dg, lerécepteur cellulaire de
SabA (Mahdavet al, 2002).

D’autres adhésines telles que OipA (HopH), AlpAAd&bB sont impliqguées dans la
colonisation et lI'inflammation provoquées par cditetérie (pour revue : (Amieva and El-
Omar, 2008)).

352 Les facteurs de virulence.

Outre les facteurs de colonisatidh, pylori possede également des facteurs de virulence
qui vont lui permettre d’interférer avec le métabmle des cellules épithéliales et
immunitaires, et ainsi échapper au systeme immuaitet établir sa niche afin de s’y
multiplier. H. pylori possede 2 facteurs de virulence principaux : lantoxacuolisante VacA
et I'llot de pathogénicitéag(cag PA).

3.5.2.1 Latoxine vacuolisante VacA.
35211 Structure et variabilité de VacA.

La toxine VacA est une protéine multifonctionnaheuisant des effets pléiotropiques
sur les cellules (pour revue : (Cover and Blank€®52 Polk and Peek, 2010)). Cette toxine fut
découverte peu de temps apres lidentificationHdepylori. Il fut montré qu’une protéine
présente dans le surnageant filtré de culture bantée était capable d’induire la formation de
larges vacuoles intracellulaires dans des cellmasymiferes en culture (Leurdt al, 1988).

VacA est synthétisée de maniére constitutive safisrime d’'une protoxine de 140 kDa. Cette

55



< Oligomerization
a Signal  Intermediate Mid Vach p88 I3
region rr_glcm reglon Receptor mo!\l__f"\:"‘-‘ 'F—\mr?? - ,ﬁ]’ .
Vach 27 2 Al
ach [ ] Apical —{ \J * U ] 1
/‘ '\ \ — surface Endocytic ) o
- EOmparll'TlErIT
s'l 52 il ml ma @ ¥
/ l Cytochrome ¢ release
\

/]\ Vacuole

J

¥
|:| D = @“ _& Caspase 3
sla sl sle O ¥ O
Basolateral Apoptosis
surface \ - —
b pe T cell) Epithelial
Secreted Vach | cell
/ \ L Integrin (2

[ I |
L.lmlna{
/\
Functional | | ] T
domains

IL-2
IL-2 receptor release

Pore formation Cell binding

Figure 23 : La toxine vacuolisante VacA : structureet fonctions.

(a) Le gene codant VacA présente un important polyhmisme entre les différentes souches. Les
régions avec une diversité de séquence sont léealiau niveau des régions signal (s), intermédiaire
(i) et mid (m). Le fragment s1 est actif, alors que la régirposséde un signal de clivage différent
qui altére la maturation de VacA et 'empéche diind la vacuolisation. La régiamid code un site
d’interaction avec les cellules. La fonction dedgion i est inconnue.

(b) VacA est sécrétée sous la forme d’un précurse@6ddda qui est rapidement clivé pour former la
protéine mature, de 88 kDa. Elle contient 2 donmfoactionnels, p33 et p55, qui peuvent étre clivés
(c) La forme mature de VacA interagit avec les cefiidpithéliales de maniére non spécifique ou par
interaction avec un récepteur. VacA va alors sttig@riser au niveau de la membrane plasmique, puis
va étre internalisée dans les endosomes ou elléowaer des canaux a anions et induire la
vacuolisation de la cellule. VacA peut égalementlet&cher I'apoptose de ces cellules par la
formation de pores au niveau des mitochondriesygoaant une libération de cytochrome c. Cette
toxine est également capable d’inhiber I'activataria prolifération des lymphocytes T, en se fixan
sur les intégrineB2 et en inhibant I'activation du facteur de traisoon NFAT.

D’aprés (Polk and Peek, 2010).



protéine ne présente pas de similarité avec d'swytretéines bactériennes ou eucaryotes.
Cette protoxine présente plusieurs domaines : égeesce signal « s » dans la région amino-
terminale (N-terminale), une région intermédiaire»« une région centrale nomméad-
regionou « m », et un domaine autotransporteur situé thnggion carboxy-terminale (C-
terminale) (Figure 23a). Ce domaine autotransporteastitue un systéme de sécrétion de
type V (SSTH5). En s’enchassant dans la membraammtil permet la translocation de VacA
vers l'espace extracellulaire. Mais VacA peut égedet rester localiser au niveau de la
membrane de la bactérie. Le domaine autotranspagstiensuite clivé pour libérer la forme
mature de 88 kDa de la toxine. Cette forme peuir subclivage protéolytique pour donner 2
fragments fonctionnels, p33 et p55, de 33 et 55 k&spectivement, en interaction non
covalente (Figure 23b). Le domaine p33 contientaéwience hydrophobe impliquée dans la
formation des pores, tandis que la sous-unité pbfient des domaines d’interaction avec les
cellules. La toxine ainsi sécrétée est capableedexer a différents composants présents a la
surface des cellules, tels que PTPR{biein receptor-type tyrosine protein phosphatgke-

la fibronectine, TEGFREpidermal growth factor receptyrdivers lipides, la sphingomyéline
et l'intégrine 32 (CD18). Elle s’assemble en une structure oligagquér hydrosoluble et
s'insere dans les membranes lipidiques, au nivesuadeaux lipidiquesigid rafts) afin de
former un canal a anions.

Bien que le geneacA soit présent dans toutes les souchét gylori isolées jusqu’a
présent, il présente une tres forte variabilit€lmle, notamment au niveau des fragments
«S» «i»et«m» Cette variabilité génétiquen impact direct sur l'activité vacuolisante
de VacA, ce qui a permis de classer les souchagrilmmes en fonction cette variabilité.
Ainsi, on distingue les sous-types s1, s2, i1, Rehm2 (Figure 23a). Les souches présentant
une toxine VacA de type sl/ml sécrétent une toxacdve avec une forte activité
vacuolisante et sont associées au développemeltdeds et de cancers gastriques. Par
contre, les toxines VacA de type s2/m2 ne sontfpastionnelles. Entre ces 2 types, on
trouve différentes associations, telles que s1/82M1, ainsi que d’autres sous-types (sla,

slb, mla, mlb etc...), qui possedent une activitGolaante plus ou moins prononcee.
3.5.2.1.2 Fonctions de VacA.

La toxine VacA possede plusieurs propriétés toxdogpliqguées dans la colonisation et

le devenir de I'infection pad. pylori (pour revue : (Cover and Blanke, 2005)).
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Effets sur les cellules épithélialeda propriété la plus étudiée est certainement son
effet sur la maturation des endosomes, qui coradlatvacuolisation des cellules épithéliales
gastriques (Figure 23c, p56). En effet, cette texast internalisée par endocytose et va
s’insérer dans les membranes des endosomes tpodifSormer des pores avec une activité
de canal a ion chlore (¢l En altérant la composition en anions des endesprres pores
provoquent leur gonflement osmotique. Cependangftetin vivo reste encore obscur, mais
une perturbation de la fonction endosomale dansidgueuse gastrique pourrait avoir de
nombreux effets sur I'épithélium. Par ailleurs, Xapourrait altérer le fonctionnement des
mitochondries en formant des pores au niveau desbmames mitochondriales. Ceci
provoquerait une diminution de la concentration TPA cellulaire disponible, avec pour
conséqguence un arrét du cycle cellulaire. De mles,pores provogueraient une libération de
cytochrome c¢ dans le cytoplasme, activant la casgaset induisant, par conséquent,
I'apoptose des cellules épithéliales (Figure 236)p

Ainsi, la toxine VacA pourrait altérer la barriegpithéliale et entrainer le relargage de
nutriments tels que des ions, des acides aminés,sderes, dans la lumiére gastrique,

favorisant ainsi la multiplication de. pylori.

Effets sur les cellules immunitaireRlusieurs études ont attribué a VacA des pragsiét
a la fois pro- et anti-inflammatoires. En effettteetoxine a de multiples effets sur les
différentes cellules du systeme immunitaire. Auveaily des phagocytes, VacA est capable de
bloquer la maturation des phagosomes, empéchasitl'@immination deH. pylor. De méme,
cette toxine est capable de perturipevitro la présentation des antigénes par les lymphocytes
B (Molinari et al, 1998). Ces effets seraient directement liés lketation de la fonction
endosomale par VacA. Au niveau des lymphocytes dcGA/empéche l'activation du facteur
de transcription NFATNuclear factor of activated T ceJlsun régulateur essentiel des genes
impliqués dans la réponse immune, notamment paativation optimale des lymphocytes T.
L’inhibition de NFAT empéche la production d’IL-2ytokine requise pour la viabilité et la
prolifération des lymphocytes T. Une étude trampgornique a montré que VacA altérait
'expression de plus de 100 genes dans des lympégcyction comparable a celle
d'immunosuppresseurs puissants comme la cyclospéyi{Gebertet al, 2003). Elle active
notamment la voie de signalisation des MAP kinasesiveau des lymphocytes T.

Outre ces activités anti-inflammatoires, VacA priéseégalement des propriétés pro-
inflammatoires. En effet, elle est capable de d@&mua production de cytokines pro-

inflammatoires, telles que I'lL-6 et le TNé- par les mastocytes dont elle provoque la
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Figure 24 : Le systéme de sécrétion de type IV d& pylori.

Durant I'infection,H. pylori entre en contact avec la cellule héte. La protéine
de surface CagL interagit et active les récepte@uegrinesa5p1, ce qui
stimule I'élongation du pili. Ces récepteurs stiemilles kinases Src et FAK
qui vont activer des cascades de signalisation ldacellule et induire divers
phénotypes, tels que le réarrangement du cytodtpieleéactivation de ces
kinases permet la phosphorylation de CagA lorstgi'est injectée dans le
cytoplasme de la cellule héte. Cette toxine va poualors interférer avec
de nombreuses voies de signalisation cellulaire.

Adaptée de (Kwolet al, 2007).



1. La spécificité d’expression duclustermiR-371-372-373.

L’expression des miR-372&373 dans les tumeurs sigoed est un événement rare.
Leur expression a été détectée dans des cancetsstiesles, de I'oesophage ainsi que de la
thyroide (Voorhoeveet al, 2006; Leeet al, 2009; Rippeet al, 2010). Les résultats du
séquencage a haut débit nous ont permis de décaueile miR-372, membre dtluster
miR-371-372-373, était le miRNA le plus abondanmgites cellules AGS. Nos travaux ont
permis de confirmer que lguster miR-371-372-373 est exprimé de maniere abondante e
surtout spécifique dans la lignée gastrique AGS. cbnstituent le premier exemple de
I'expression de celusterdans un cancer gastrique.

Parmi I'ensemble des lignées d’origine gastriqueaotres que nous avons testées,
'expression des miR-372&373 n'a pu étre mise emaénce uniquement dans les cellules
gastriques MKN-74 et coliques Caco-2. Cependaekplession de ces miRNAs est trés
faible et probablement non fonctionnelle. En effé&§TS2 est facilement détectable dans les
cellules MKN-74 et de maniére aussi abondante gqus tes cellules Hela, qui n’expriment
pas miR-372&373 (Figure 2, Manuscrit en révisiddgr ailleurs, nous n'avons pas détecté
ces 2 miRNAs dans des extraits d’ARNs de tumeussrigaes ou d’estomac sain. Outre les
cellules hES, l'expression de aduster a également été détectée dans le placenta, les
testicules et I'estomac (Liangt al, 2007). Nos conditions expérimentales ne nouspast
permis de confirmer ces résultats dans des exuld#R®Ns d’estomac sain. Au vu de ces
résultats, on peut se demander si I'expressionlukter miR-371-372-373 dans les cellules
AGS reflete une réalité biologique ou si cette egpion est apparue au cours de la
transformation de ces cellules. Ripgteal ont montré que I'expression aluster miR-371-
372-373 dans certains adénocarcinomes de la tleyrétgit associée a un réarrangement
chromosomique de la région 19q13.4, contenant notamhleclustermiR-371-372-373 et le
C19MC (Rippe et al, 2010). Outre les miR-372&373, ce réarrangemerdvquuait
également I'expression des miRNAs du C19MC. llpest probable gu’un tel réarrangement
ait eu lieu dans les cellules AGS, car nous n'ayuass détecté I'expression des miRNAs du
C19MC, notamment miR-520d, par RT-gPCR et séquengadnaut débit. D’autre part,
'expression des miR-372&373 a également été mise2\edence au niveau de tumeurs
germinales de testicules, notamment de carcinomésyennaires (Voorhoevet al, 2006).
Ces auteurs ont montré que I'expression de miR-373& était suffisante pour la
transformation de cellules primaires. En inactivianvoie de réparation de '’ADN contrblée

par p53, ces miRNAs prédisposaient les cellulem@ tolérance vis-a-vis des mutations
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spécialisée et interagit avec les molécules d’adhésllulaire, les intégrines5p1, présentes
a la surface baso-latérales des cellules épitbéligdwok et al, 2007). Cette interaction est
dirigée par un motif RGD (Arginine-Glycine-Acide pastique) présent dans CagL. La
formation du SST4 est induite par le contact béetéellule. Une fois assemblé, le SST4
permet l'injection dans la cellule hote de la cgiahe CagA, I'effecteur bactérien principal
deH. pylori. Une fois dans le cytoplasme, cette toxine interB&vec de nhombreuses voies de
signalisation cellulaire. Ce point sera développéétails dans le prochain paragraphe.
Cependant, plusieurs effets sur les cellules saiiipendants de CagA, mais dépendants
du SST4. L’effet majeur lié au SST4 est I'activatide la réponse inflammatoire des cellules
épithéliales gastriques. La réponse pro-inflammatanduite parH. pylori implique le
récepteur NOD1 (Vialet al, 2004). Ce récepteur est un PRR cytoplasmiquenneissant le
peptidoglycane (PG) des bactéries Grdrars de l'infection, la bactérie est capable @ater
des fractions solubles du PG dans la cellule hidevSST4. Ces fragments, reconnus par
NOD1, déclenchent la réponse inflammatoire deslleslipar I'activation de la voie du NF-
KB, qui se traduit notamment par la sécrétion d’let8def3-defensin 2 (Vialeet al, 2004,
Boughanet al, 2006). Par ailleurs, d’autres travaux ont momué le SST4 était capable
d’'activer, indépendamment de CagA, d’autres voesignalisations cellulaires, notamment
les voies des Rho GTPases Racl et Cdc42, de ErKEGER et Egr-1 Early growth
response gene) IChurinet al, 2001; Keatet al, 2005). Les mécanismes d’activation sont
actuellement inconnus, mais on peut imaginer liogtlon d’autres effecteurs bactériens
délivrés par le SST4 dans cette activation. De méiaetivation de la voie des intégrines
induite par la fixation de CagL pourrait jouer erdans lI'induction de ces voies.
Cependant, la toxine CagA reste l'effecteur baetémajeur dans la perturbation du

meétabolisme des cellules épithéliales gastriques.
3.5.2.1.3.2 Fonctions cellulaires de la cytotoxine CagA.

A l'origine, la protéine CagA fut décrite comme orarqueur aggravant de la maladie,
car les patients présentant des anticorps contre wxine développaient plus fréquemment
des ulceres peptiques et des adénocarcinomesggastriCovaccet al, 1993). Les souches
cagA” sont associées a des inflammations accrues, uokfémtion cellulaire et des
métaplasies de la muqueuse gastrique. Par condédasrsa découverte, il a été suggéré que
CagA avait un role central dans ces pathologiesisa premier temps, un lien direct entre

CagA et la pathogénése fut établi lors d’expérismeevivo d’infection, notamment chez la
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gerbille de Mongolie (Watanalet al, 1998; Wirthet al, 1998). Le lien causal entre la toxine
CagA et la carcinogénése a ensuite été démontréapgénération de souris transgéniques
exprimant CagA (Ohnishet al, 2008). Ces souris présentaient des hyperplasiates®
adénocarcinomes gastriques. Ainsi, CagA est laesentoprotéine d’origine bactérienne
décrite a ce jour. Par conséquent, les actionalagks de CagA, et notamment sa capacité a
interférer avec de nombreuses voies de signalisatilulaire, ont fait I'objet d'études
intensives. Les expériences d’infection de modeleisnaux et de cellules en culture ont
permis de montrer que CagA présente un large @pertle fonctions intracellulaires.
Actuellement, 20 protéines cellulaires capablesatdiagir avec CagA ont été décrites. Ces
partenaires protéiques sont impliqués dans de rewmbs voies de signalisation, dont

certaines sont directement liées au cancer.
3.5.2.1.3.3 Translocation et phosphorylation de CagA.

L’'une des principales caractéristiques de la toXdagA, qui a permis notamment de
I'identifier comme un effecteur bactérien injecest sa phosphorylation (CagA-P) par des
kinases cellulaires. L'injection de CagA dans lellutes épithéliales est un mécanisme non
aléatoire et étroitement contrélé. CagA possedesastrémités N- et C-terminales un signal
de sécrétion. L’extrémité C-terminale est reconpaela protéine du SST4, CagF qui a le role
de protéine chaperonne et participe ainsi a laskoaation de CagA dans la cellule héte a
travers le SST4 (Couturiet al, 2006; Pattiet al, 2007). Une fois dans le cytoplasme de la
cellule, CagA est phosphorylée par des kinaseslagts au niveau d’'une tyrosine présente
dans un motif Glu-Pro-lle-Tyr-Ala (EPIYA) situé dama partie C-terminale. Le type et le
nombre de motifs EPIYA varient en fonction des $mscdH. pylori, notamment de leur
origine géographique (souches occidentales ou ssuesiatiques) (Hatakeyama, 2008).
D’autre part, ces régions EPIYA contiennent égalegnoe motif de multimérisation (Rest
al., 2006). Les kinases cellulaires responsables de la phoggation de CagA sont des
oncoprotéines bien caractérisées. En particuléefamille des kinases Src (SFKs), qui est
impliquée dans le réarrangement du cytosquelataifférenciation et la prolifération des
cellules, mais également dans la carcinogénese déérite capable de phosphoryler CagA
au cours de l'infection (Selbaddt al, 2002; Steiret al, 2002). Les kinases c-Abl et Arg,
membres de la famille des kinases Abl, pourraigaiement phosphoryler CagA (Popgie
al., 2007; Tammetet al, 2007). La phosphorylation de CagA est un processautement
dynamique. Lors de I'établissement du SST4, I'etéon de CagL avec les intégrines31
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Figure 25 : Les partenaires cellulaires de la cytoixine CagA.

(a) Les partenaires de CagA phosphorylée. Les tyrodimesses Src et Abl
phosphorylent CagA lors de sa translocation darsyteplasme de la cellule
héte. CagA phosphorylée peut influencer 'activatites GTPases, la motilité et

I’élongation cellulaire.

(b) Les partenaires de CagA non phosphorylée. CagAhoaphorylée module
des voies de signalisation impliquées dans la pélaellulaire, les jonctions
intercellulaires, la prolifération, la réponse arfimatoire, I'apoptose et le cycle

cellulaire.
D’aprés (Backeret al, 2010).



cours de l'infection paH. pylori (Fehri et al, 2009; Dinget al, 2010). Cependant, ces

modifications ne dépendaient pas de la toxine CagA.

Par ailleurs, on ne peut pas exclure la présenaeedséquence régulatrice en dehors de
la région promotrice que nous avons clonée. Sorenales de notre vecteur rapporteur
contenant le promoteur putatif pourrait expliquexpression du géne rapporteur dans des
lignées n'exprimant pas leluster miR-371-372-373. La présence d’'une région régakatr
pourra étre recherchée en clonant des régions uke grande taille situées en amont du

cluster.

Enfin, la régulation dwluster au cours de linfection pourrait avoir lieu a uéepe
post-transcriptionnelle, notamment au niveau denpRNA. Houbaviyet al ont montré que
le pri-miRNA du cluster miR-290 subissait un épissage (Houbaeiyal, 2005). La région
épissée était située entre le promoteur putatifldsteret le pre-miR-290. Notre analyse bio-
informatique a permis de confirmer la présenceateeaégion dans leluster miR-371-372-
373 entre la région F1 et le pre-miR-371. La trapson de cette région a été confirmée par
RT-PCR (données non montrées). L'épissage de amten devra cependant étre confirmé
par la technique dB&NAse protection assqRPA). L'épissage du pri-miRNA est peut étre
nécessaire pour que ce dernier soit maturé parmBrdsn effet, des travaux ont montré que
I'épissage du pri-let-7 était requis pour I'expreesdes miRNAs matures (Braclet al,
2004). Afin d'étudier le role de cet épissage deEnsaturation du pri-miRNA et son lien
potentiel avec la répression diusterau cours de l'infection, cette région pourra &mée
en amont d’'un gene rapporteur. L'expression du gapporteur pourra étre ainsi facilement

analysée et I'épissage pourra étre suivi par RT-BORPA.

Ces travaux, bien que préliminaires, représentantpiemiere caractérisation du
promoteur putatif ducluster miR-371-372-373. Son clonage dans un vecteur régno

constitue un outil adéquate afin d’étudier les méraes mis en jeu.

3. Rodle de la toxine CagA dans la répression delustermiR-371-372-373.

La cytotoxine CagA constitue le facteur de virukemeajeur deH. pylori. Sa présence
dans une souche est associée a des risques aecdévelopper des pathologies séveres,
notamment les ulcéres peptigues et les adénocaremogastriqgues. Le rdle de cette
oncoprotéine au cours de l'infection ainsi queisgsractions avec les voies de signalisation
cellulaire sont de mieux en mieux caractériséestillsation de mutants isogéniques de

pylori mutés pour la toxine CagA (mutat€agA) ou pour le SST4 (mutanCagE) (Figure

90



1
Phosphorylation-independent - Phosphorylation-dependent
functions ! functions

Figure 26 : Les fonctions cellulaires de la cytotore CagA.

En interagissant avec de nombreuses protéinedadaihky la cytotoxine CagA (rouge)
interféere avec de nombreuses voies de signalisatoprovoque l'inhibition de
'apoptose, la prolifération, la désorganisatiors §lenctions serrées et adhérentes, la
perte de la polarité cellulaire, le réarrangementytosquelette d’actine, la motilité et
I'élongation cellulaire. Elle participe égalemeriaaéponse inflammatoire.

Les fonctions dépendantes de la phosphorylatioCagA sont présentées a droite,
tandis que les fonctions indépendantes de cettsphlooylation sont illustrées a
gauche.

Adaptée de (Backert and Selbach, 2008).




phosphorylation de ces protéines, et conduit gohgement cellulaire (Figure 26). De plus,
I'inactivation de Src constitue une boucle de ré&rdrdle négative qui permet de réguler le
niveau de CagA-P dans les cellules.

Enfin, une troisieme voie de signalisation est iopde dans I'allongement cellulaire :
en interagissant avec la protéine adaptatrice CrRKRAgA-P active la voie Racl. Ce
phénomene est amplifié par la kinase Abl, activée@agA, qui phosphoryle Crkll (Figure
26) (Suzukiet al, 2005).

Ainsi, CagA-P est capable d’interagir avec un graoohbre de facteurs de signalisation
cellulaire impliqgués notamment dans le phénotygeliri » observée au cours de l'infection.
Cependant, tous les effets cellulaires de la cyioeo CagA ne dépendent pas de sa

phosphorylation.
3.5.2.1.3.5 Fonctions cellulaires indépendantes de la phosphdation de CagA.

Onze partenaires cellulaires de CagA non phospberyht été décrits. A la différence
des partenaires cellulaires de CagA-P, qui songéigllement impliqués dans l'allongement
et la motilité de la cellule infectée, les 11 phoés en interaction avec CagA non
phosphorylée interviennent dans la réponse inflaioinga le cycle cellulaire, les jonctions et
la polarité cellulaire (Figure 25b, p61).

Le premier partenaire identifié de CagA non phosylbe est la protéine adaptatrice
Grb2 Growth factor receptor-bound protein) 2ZMimuro et al, 2002). L’interaction
CagA/Grb2 conduit au recrutement d’autres partesagt aboutit a I'activation de la voie de
signalisation Erk (Figure 26). Cette voie particigeectement a I'allongement cellulaire
observé au cours de l'infection, mais elle stimégalement un certain nombre de facteurs de
transcription tels que NkB, AP-1 et le SRFSerum Responsive FactoCes facteurs de
transcription sont a l'origine de I'expression dembreuses protéines impliquées dans la
prolifération cellulaire, I'apoptose et l'inflamman, telles que I'lL-8, une cytokine pro-
inflammatoire et MCL1 Ibduced myeloid leukemia cell differentiation pmté&), un facteur
anti-apoptotique appartenant a la famblel-2. De méme, CagA non phosphorylée active le
facteur de transcription NFAT, alors que la toxifeccA I'inhibe (Yokoyamaet al, 2005). Il
existe donc un antagonisme fonctionnel entre Cag¥aeA concernant le controle de la voie
de signalisation NFAT.

Un autre effet cellulaire important lieé a CagA namosphorylée est la dissociation des

jonctions cellule-cellule. Les épithéliums sont dbearrieres fonctionnelles protégeant
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notamment les organismes des agressions par lesgeaies. Leur intégrité est strictement

régulée et implique les jonctions serrées et aditéseentre les cellules. Outre leur role dans
I'établissement de cette barriere, ces jonctionguleht également plusieurs fonctions

epithéliales, telles que la polarité baso-latédieces cellules, la prolifération, I'adhésion, et

leur motilité. Lors de I'infectionH. pylori est capable d’altérer ces jonctions, afin de r@mpr

cette barriére et ainsi établir sa niche. En effietgA est capable d’interagir avec différents

composants des jonctions serrées et adhérentag€R§, p62), avec pour conséquence une
dissociation des complexes jonctionnels, une pietees jonctions et une fragilisation de

I'épithélium gastrique.

Les jonctions serrées sont des structures esdestmur le maintien de la polarité des
cellules épithéliales, car elles empéchent la pdgtenolécules a travers les épithéliums et la
diffusion de protéines membranaires et de lipidaseele pble apical et baso-latéral de la
cellule. CagA interagit avec la protéine PAR1b/MARK (Partitioning-defective
1b/microtubule affinity regulating kinas§-2PAR1b est une sérine/thréonine kinase localisée
au niveau baso-latéral des cellules épithélialesloat le role essentiel est de maintenir la
polarité cellulaire. La fixation de CagA a PAR1lodplie son activité kinase, ce qui conduit a
la perte des jonctions serrées et de la polaritélaee, et par conséquent a la désorganisation
de I'épithélium gastrique (Saadat al, 2007). De plus, en phosphorylant les protéines
associées aux microtubules, PAR1b participe arladton du fuseau mitotique au cours de
la division cellulaire. Par conséquent, en inhib&#&R1b, CagA pourrait causer une
instabilité chromosomique et participer ainsi adacinogénéese (Lat al, 2009). D’autre part,
CagA interagit également avec les protéines dagifors serrées ZO-1 ¢haula Occludensil
et JAM @Junctional Adhesion MolecyleCes interactions induisent la relocalisationces
protéines au niveau du site d’attachement de leéhaet par conséquent la dissociation des
jonctions serrées (Amiewt al, 2003).

Les jonctions adhérentes sont constituées d'un wmapprotéique comprenant la
protéine transmembranaire E-cadhérine; Bt laf3-caténine (Figure 26, p62). CagA interagit
avec I'E-cadhérine, déstabilisant ainsi le compl&xeadhéringd-caténine et libérant I8-
caténine dans le cytoplasme (Murata-Kamayal, 2007). Ce co-facteur de transcription est
alors transloqué vers le noyau de la cellule, amipouvoir activer la transcription de génes

impliqués dans la prolifération cellulaire notaminen

En conclusionH. pylori est parfaitement adaptée a I'environnement pdigrement

hostile de I'estomac. Son répertoire de facteursalenisation et de virulence lui permet de
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Host genetic Bacterial virulence Environmental

factors factors factors
* IL-1B-511*T * cagA PAI * Smoking
* |L-1-RN*2*2 * vac As1/m1 * Poor diet
* /L-10 ATA haplotype
* TNF-A-308"A
* [L-8-251*A
« TLR4+896"G

* MBL2 HYD haplotype /
\ Gastric cancer phenotype

V\ * Corpus-predominant gastritis

« Multi-focal atrophic gastritis

; ; « High gastrin + Hypochlorhydria
||+ Low pepsinogen | and

pepsinogen /Il ratio

= Bacterial overgrowth causing
inflammation

« Increased risk of gastric cancer

Figure 27 : Contribution des facteurs environnemerdux, de I'h6te et bactériens a la
pathogénéese deél. pylori.

Ces facteurs s’associent pour créer un environnegasirique caractérisé par une
inflammation chronique, une hypochloridie, une {éohtion de la bactérie et un
stress génotoxique pour la mugueuse gastriquesr@@onnement conduirait a long
terme au développement du cancer gastrique.

D’apres (Amieva and EI-Omar, 2008).



coloniser durablement la muqueuse gastrique ehdf@mer au systeme immunitaire de I'héte.
La sévérité des pathologies associées a l'infeati@pendent de nombreux facteurs liés a
'environnement, a I'h6te et a la bactérie (Fig@®. Les travaux récents ont permis de
montrer que la cytotoxine CagA possede un rélerakdans la pathogénese, et surtout dans
la carcinogénese induite par cette bactérie. Edle capable de perturber des voies de
signalisation trés diverses, dont certaines sorgctiiment liées au cancer. Le rble des
mMiRNAs dans les cancers et dans la défense caegrgpdthogénes améne évidemment la

guestion de leur implication au cours de I'infeotarH. pylori.
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Chapitre 1V : Le r6le des miRNAs au cours de l'infetion par Helicobacter pylori
1. Introduction.

H. pylori est capable de perturber gravement de nombreuses ©e signalisation
cellulaire, touchant de nombreux processus telslayeolifération, 'apoptose, la migration
cellulaire et I'immunité. Ces bouleversements dailes s’accompagnent d’'une profonde
modification de I'expression des génes de la eellaifectée. Ces changements peuvent
aboutir a la transformation tumorale de cette tlit, par conséquent au cancer gastrique.
Connaissant le réle essentiel des miRNAs dansgalaton de I'expression génique et leur
implication dans la défense contre les pathogemss gue dans la carcinogéneése, il est donc
probable qu’ils jouent un rbéle au cours de l'infect par H. pylori ainsi que dans le
développement des pathologies associées. Au caursesl derniéres années, un nombre
croissant de publications a montré la dérégulatiemnombreux miRNAs dans les cancers
gastriques (pour revue : (Wat al, 2010)). Ces miRNAs sont impliqués dans la réguiadle
nombreux processus physiologiques tels que laf@ration, I'apoptose ou la régulation
transcriptionnelle. Sachant que. pylori constitue le facteur de risque majeur pour le
développement d’'un cancer gastrique, on peut daire T’hypothése que cette bactérie
pourrait jouer un réle dans la dérégulation desMAR dans les cellules gastriques. Ce role
pourrait étre direct par I'intermédiaire de sa mxiCagA qui est considérée comme une
oncoprotéine, ou indirect via I'inflammation chrqoe que cette bactérie induit tout au long
de la vie de I'individu. En effet, CagA est capablmteragir avec de nhombreuses protéines
cellulaires et il n'est pas exclu une interactian a@ktte toxine avec les composantsRNA
silencing tels que les protéines AGO ou l'enzyme Dicer. Démma, plusieurs miRNAs
impliqués dans la régulation de l'inflammation tejse miR-155 et miR-146, possedent
egalement des propriétés oncogéniques.

Au début de nos travaux, aucune étude n’avaité@ddamodulation de miRNAs au cours
de l'infection parH. pylori. Cependant, un certain nombre de voies de sigiairscellulaire
impliquées dans la régulation de miRNAs étaienécéfes au cours de linfection pit
pylori. Ces observations nous ont amené a émettre wnrcedmbre d’hyptoheses qui ont

fait 'objet d’une revue.
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2. Revue publiée :

Helicobacter pyloriand gastric cancer : possible role of miRNAs

in this intimate relationship.
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REVIEW

Helicobacter pylori and gastric cancer: possible role of microRNAs in
this intimate relationship

C. Belair, F. Darfeuille and C. Staedel
INSERM U869, Université Victor Segalen Bordeaux 2, 146 rue Léo Saignat, 33076 Bordeaux, Cedex, France

Abstract

Chronic infection by Helicobacter pylori is a major risk factor for gastric adenocarcinoma and mucosa-associated lymphoid tissue lym-
phoma. H. pylori possesses a set of virulence factors, including the CagA effector, which interferes with intracellular signalling pathways
and mediates phenotypic alterations, strongly evoking neoplasic transformation. MicroRNAs (miRNAs) are post-transcriptional regula-
tors of gene expression involved in development, cell proliferation and immune responses. miRNAs are frequently altered in cancers,
revealing their functions as oncogenes or tumour suppressors. However, the role, if any, that miRNAs play in the host cell responses
to H. pylori remains unknown. This review considers the possible involvement of some miRNAs, including miR-146, miR-155, miR-21,
miR-27a, miR-106-93-25 and miR-221-222 clusters and the miR-200 family in H. pylori-induced infection and gastric cancers. Further

exploration of miRNA-mediated gene silencing, taking into account the relationship between host targets and bacterial effectors, will

most certainly bring new insights into the control of gene expression in human gastric cells chronically infected by H. pylori.
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Gastric cancer is the second leading cause of cancer-related
death worldwide [I]. The major risk factor associated with
gastric adenocarcinoma is infection by Helicobacter pylori, a
Gram-negative microaerophilic bacterium that colonizes the
gastric mucosa of approximatively 50% of the human popula-
tion. It induces a chronic gastric inflammation, which evolves
in approximatively 10% of cases towards more severe forms
of gastric diseases, such as peptic ulcer, gastric carcinoma
and mucosa-associated lymphoid tissue (MALT) lymphoma.
Chronic inflammation represents a major pathological back-
ground for human malignancies. H. pylori possesses a set of
virulence factors for colonizing the gastric mucosa and estab-
lishing a chronic infection. Notably, the most virulent strains
harbour the cag pathogenicity island (cag PAI), which
encodes a type |V secretion system (T4SS) and the protein
CagA. Once translocated into the host cell cytoplasm, CagA
is phosphorylated by Src kinases and can subsequently inter-
fere with intracellular signalling pathways, leading to cell
proliferation, cytoskeletal rearrangement, cell-cell adhesion

loss, extracellular matrix remodelling and f-catenin pathway

©2009 The Authors

activation [2]. All of these CagA-mediated phenotypic altera-
tions strongly suggest a role of this bacterial effector in cell
transformation. Other virulence factors associated with
H. pylori pathogenesis are adhesins (BabA, HopZ, HopH), the
vacuolating cytotoxin VacA, tumour necrosis factor (TNF)-
o-inducing protein [3], and the T4SS, which interacts with
integrins and injects the CagA protein and components of
the peptidoglycan into the host cells [4,5].

Discovered approximately 10 years ago, microRNAs
(miRNAs) are currently considered as crucial post-tran-
scriptional regulators of gene expression. Their roles
in development, cell proliferation and differentiation are
widely recognized, as is their importance in the regulation
of immune responses [6]. Furthermore, miRNAs are fre-
quently altered in cancer cells and reveal their functions as
either oncogenes or tumour suppressors [7,8]. The emerg-
ing role of miRNAs in diverse and fundamental cellular
mechanisms suggests that proper control of these regula-
tory elements is essential for the maintenance of a

nonpathological state.
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Do miRNAs play any role in the host cell responses to
H. pylori infection? To date, only one miRNA has been
reported to be up-regulated in H. pylori-infected cells [9].
However, the abundant literature on changes in gene expres-
sion in cells and tissues infected by this pathogen, the grow-
ing amount of data on miRNAs implicated in cancer,
including gastric cancer and lymphomas, and in infection,
make it worthwhile to study the possible involvement of
other miRNAs in the response of the gastric mucosa to
H. pylori infection. This could provide additional insights into
the mechanisms by which this pathogen causes chronic
inflammation and gastric pathologies. This review summarizes
the currently available knowledge concerning the role of
miRNAs in infection and carcinogenesis and raises the ques-
tion of the possible involvement of some miRNA in H. pylori-
induced infection and gastric cancer.

Human miRNA Biogenesis

MiRNAs are small noncoding RNAs that regulate gene
expression by post-transcriptional silencing, most usually
after binding to the 3’ untranslated region (UTR) of mRNAs.
MiRNAs are generated from sequential processing of longer
primary transcripts by Drosha and Dicer RNAses (Fig. 1).
Active mature miRNAs are single-stranded RNA, 20-25
nucleotides long, integrated in a RNA-induced silencing com-
plex and associated with the 3° UTR of specific target
mRNAs to suppress their translation. RNA silencing could
involve P-bodies, where the miRNA-targeted mRNAs would
be relocalized [10,11].

Bioinformatic analyses lead to an estimation that as many
as 30% of human genes are targets of miRNA [12]. Cur-
rently, there are 678 mature human miRNA sequences listed
in the miRNA registry (http://www.microrna.sanger.ac.uk),
with approximately 1000 predicted miRNAs, each potentially
targeting approximately 200 genes.

miRNAs in the Host Response to
Pathogens

Innate immunity and miRNAs

Cells recognize invading pathogens and/or their secreted
effectors through ‘pathogen-recognition molecules’, known
as Toll-like receptors (TLR) and Nod-like receptors (NLR),
located on the cell membrane and in the cytoplasm, respec-
tively. Pathogen-recognition molecules subsequently activate

a set of adaptor proteins and transcription factors mediating

miRNA/miRNA* )&
Ar

duplex

=
AR ‘ Translational repression
B
mRNA w‘“‘“‘”
&

mRNA Sequestration/Degradation

FIG. I.Most microRNAs (miRNAs) are transcribed by RNA poly-
merase Il (with a few exceptions that are transcribed by RNApol Ill)
as primary transcripts (pri-miRNAs) from independent genes or gene
clusters, or sequences included in mRNA introns. These long
pri-miRNAs are processed into approximately 70-nucleotide long
precursor hairpins (pre-miRNAs) by the nuclear microprocessor
complex (MiPC) composed notably of the RNase lll-type Drosha en-
doribonuclease, in association with the double-stranded RNA-binding
protein DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region gene 8). Inter-
estingly, some are generated in a microprocessor-independent fash-
ion as spliced-out introns (mirtrons) [54]. Exportin5 then transports
pre-miRNAs to the cytoplasm where they are cleaved into 20-25-bp
miRNA duplexes by another RNase lll-type endonuclease, Dicer,
complexed in particular to TRBP (TAR RNA-binding protein) and
the PKR activator PACT. One strand is selected to function as
mature miRNA and is incorporated into the miRNA-induced silenc-
ing complex (RISC), which contains members of the argonaute pro-
tein family, whereas the other strand is degraded. The miRNA-RISC
complex associates with the 3’ untranslated region (3 UTR) of
targeted mRNAs. The target mRNA is then silenced by translational
inhibition or RNA degradation. This RNA silencing could implicate
the P-bodies where the miRNA-mRNA duplexes could be re-local-
ized [10,11].

©2009 The Authors
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host innate immunity such as the nuclear factor-xB (NF-xB)
and the activator protein | (AP-1) pathways. NF-xB has been
identified as a potential molecular bridge between inflamma-
tion and cancer because improper NF-xB activation transac-
tivates several target genes harbouring inflammatory (e.g.
cyclooxygenease 2, inducible nitric oxide synthase, TNF-x),
anti-apoptotic (e.g. clAP| and 2, XIAP, Bcl-2, Bcl-3, Bcl-xL),
cell cycle regulatory (e.g. cyclin DI) and proangiogenic (e.g.
vascular endothelial growth factor, angiopoietin) functions,
and/or down-regulates apoptosis-inducing genes (e.g. p53,
Bax, Bad), thus contributing to tumourigenesis [13].

The involvement of miRNAs in the innate and adaptative
immune responses is now established. MiR-155 and
miR-146a are involved in innate immunity by regulating the
acute inflammatory response in monocyte/macrophages after
pathogen recognition by TLR. MiR-146a, induced by NF-«xB
via TLR2, 4, 5 signalling, targets the TLR-signalling adaptators
IRAKI and TRAF6, placing this miRNA into a negative-feed-
back loop, regulating TLR signalling in response to bacterial
products [14]. MiR-155 is induced during both bacterial and
viral infection in myeloid cells through the TLR pathway, as
well as by pro-inflammatory cytokines. It down-regulates
FADD, RIP and IKK, other components of the TLR signalling
mechanism [I5]. Conversely, miR-125b is decreased in paral-
lel to miR-155 up-regulation. MiR-125b represses TNF-o syn-
thesis, ensuring the suppression of this pro-inflammatory
cytokine under noninfectious conditions, whereas its
decrease allows for TNF-x production to occur after TLR
stimulation [16]. MiR-155 is up-regulated in activated B and
T cells and in the germinal B cell centre [I7]. This miRNA is
best known for its involvement in the development of B-cell
malignancies; it has been found at high levels in human B cell
lymphomas [18,19], and enforced miR-155 overexpression in
mouse B cells is sufficient to trigger murine B cell lymphoma
[20]. It is encoded in the BIC locus, which represents a com-
mon viral integration site in chickens. Because of its involve-
ment in both the innate immune response and its oncogenic
potential, miR-155 could comprise an additional bridge
between inflammation and cancer [21].

Exploitation of Host-cell miRNAs Pathways
by Pathogens

Microbes have evolved strategies to circumvent the host
immune response with the aim of establishing a sustainable
infection. This includes the development of effectors that are
able to interfere with the miRNA pathway. Viruses provide
several examples of proteins hijacking miRNAs, thus favour-

ing virus replication: the tomato bushy stunt virus pl19 [22],

©2009 The Authors

the mammalian Nodamura virus B2 [23], or the primate
foamy virus | Tas proteins [24]. Pathogens can also take
advantage of host cell miRNAs; for example, the liver-specific
miR-122 enhances hepatitis C virus replication rate [25]...
The parasite Plasmodium falciparum better survives in Anophe-
les gambia when miRNA maturation is impaired [26].
Bacterial suppressors of the miRNA network have been
recently identified in plants [27]. It was reported that Pseudo-
monas syringae, a Gram-negative bacterium, injected bacterial
effectors through a type Ill secretion system to supress
PAMP-responsive miRNAs. This repression took place at
multiple levels: transcription, miRNA biogenesis, stability and
activity. This is the first example of a bacterium hijacking the
miRNA system, leading to the possibility that human patho-
genic bacteria, including H. pylori, have also evolved to sup-

press miRNA silencing to ensure persistent infection.

miRNAs and Gastric Cancers

MiR-21-induced expression upon H. pylori infection

MiR-21 is consistently up-regulated in solid human cancers,
including the stomach, as compared with matching noncan-
cerous tissue [19]. Direct targets of miR-2| have been iden-
tified, with all of them being tumour suppressors: the PTEN
phosphatase [28], the actin-binding protein tropomyosin |
[29] and the reversion-inducing-cystein-rich protein with
Kazal motifs [30]. Thus, this single miRNA provides a
significant survival advantage to cells upon deregulation.

In a recent study, Zhang et al. [9] found that miR-2] was
over-expressed in gastric cancer tissue samples and cell lines,
as well as in chronically H. pylori-infected gastric epithelium
tissue, as opposed to noninfected tissue. MiR-21 was also
up-regulated in cultured gastric epithelial cells upon co-cul-
ture with H. pylori. This is the first evidence of miRNA mod-
ulation upon H. pylori infection. Zhang et al. [9] showed that
over-expression of miR-21 promoted cell proliferation and
migration and inhibited apoptosis in this cell line. AP-1 and
the signal transducer and activator of transcription 3
(STAT3) are able to induce miR-21 [31,32]. NF-xB activation
and interleukin (IL)-6 secretion in the gastric mucosa, which
activate AP-1 and STATS3, respectively, could explain miR-21

up-regulation during H. pylori infection.

Specific over-expression of miR-106b, -93, -25 in

gastric cancers

In patients suffering from H. pylori-induced gastritis, a rela-
tionship was found among cagA-positive strains, epithelial
proliferation and inflammatory reaction, mostly located at

the antral lesser curvature, an area where most carcinoma
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arise. The intricate balance of pro- and anti-inflammatory
cytokines in chronic inflammation may mediate the outcome
of H. pylori infection by affecting cell proliferation and apop-
tosis. Among the anti-inflammatory cytokines, transforming
growth factor (TGF) f is involved in mucosal immunity and
morphogenetic  programming, comprising a cross-talk
between the epithelial and stromal compartments that guides
gastrointestinal cells toward proliferation, differentiation and
apoptosis, thus controlling the physiological turnover of epi-
thelial cells [33].

The downstream effectors of TGFf-dependent cell cycle
arrest and apoptosis are the cyclin-dependent kinase inhibi-
tor pZIC'P”WAFI and the pro-apoptotic factor Bim, respec-
tively. TGFf induced a marked down-regulation of the E2FI|
protein and Mcm7 mRNA as cells physiologically underwent
GI/S cell cycle arrest. Furthermore, gastric tumours of
diffuse type are characterized by E2F| up-regulation and
TGF-f resistance. In a microarray analysis of miRNAs asso-
ciated with gastric mucosa inflammation, preneoplastic
lesions or carcinomas, Petrocca et al. [35] identified several
miRNAs that are associated with chronic inflammation,
including up-regulated miRNAs (miR-1, miR-155) and down-
regulated miRNAs (miR-205, -303, -202, -20 and 26b), as
well as others that were up-regulated in human gastric
adenocarcinomas, namely miR-106b, miR-93 and miR-25.
Petrocca et al. [35] provide evidence that miR-106b, miR-93
and miR-25 alter the physiological response of gastric can-
cer cells to TGF-f, affecting both the cell cycle and apop-
tosis [35,36]. E2FI| is a transcriptional factor required for
the GI/S transition. In resting cells, it is sequestered by the
unphosphorylated retinoblastoma protein pRb. Although
E2F| self-activates its own promoter through a positive-
feedback loop, it also transactivates a cluster of intronic
miRNAs, miR-106b, miR-93 and miR-25, hosted in the
Mcm7 gene, inducing their accumulation in gastric primary
tumours and gastric epithelial cell lines [35,36]. Conversely,
miR-106b and miR-93 decrease E2F| expression, establish-
ing a negative-feedback loop preventing E2FI self-activation.
MiR-106b, miR-93 and miR-25 also silence p21<P'/WAF! iy
addition to E2FI, leading to a decreased response of gastric
cells to TGFf (i.e. cells continue to grow despite a high
level of the cytokine).

Prolonged exposure to TGFf leads to apoptosis. MiR-25,
but not miR-106b or miR-93, negatively influences Bim in
gastric cell lines through a post-transcriptional regulatory
mechanism. Anti-apoptotic and pro-apoptotic responses
associated with miR-106b, -93 and -25 emerge in the late
phase of TGFf stimulation, when cell cycle arrest is revoked
and apoptosis becomes the dominant process characterizing

the response of a gastric cell to TGFf. This is relevant in a

gastric cancer model because impairment of the TGFf-medi-
ated tumour suppressor pathway is a critical step in the
development of gastric tumours.

A paralogue to the miR-106b-25 cluster is the miR-17-92
cluster at chromosome 13q31, encoding miR-17, miR-18a,
miR-19a, miR-20a, miR-19b-1 and miR-92-1. The miR-17-92
cluster also harbours an oncogenic potential; indeed, miR-17-
92 transcripts are elevated in B cell lymphomas [37] as well
as in lung, colon and pancreas carcinomas [19], and ectopic
expression of miR-17-92 causes lymphoproliferative disease
and autoimmunity [38]. miRNAs encoded by that cluster are
up-regulated in gastric tumour samples compared to the nor-
mal counterpart [39].

In addition to the miR-106b-25 cluster, the miR-221-222
cluster also has highly increased gastric tumour samples and,
interestingly, the expression patterns of the two clusters
correlate with each other [39]. Although p21<P'"WAF! was
confirmed as miR-106b and miR-93 targets, there was
evidence that mir-25, mir-221 and mir-222 silenced |>57kip2
and p27kipl, which are other cyclin-dependent-kinase inhibi-
tors of the cip/kip family. Thus, these two clusters appear to
be functionally co-regulated to facilitate GI/S transition in

gastric tumour cells.

Putative Role of miRNAs in H. pylori
Infection and Gastric Cancer

MiR-146, miR-155 and immunity

In H. pylori infection, the gastric epithelial cells provide the
first line of defence against this noninvasive pathogen. In
these cells, the innate immune response is characterized by
the activation of the NF-xB pathway in a NLR Nodl-
dependent manner in response to H. pylori peptidoglycan,
which is injected into the host cell cytoplasm via the T4SS
[5]. This activation leads to IL-8 secretion. Other pathogen-
recognition molecules, such as TLR2, TLR4 and TLRS,
which sense specific Gram-negative bacterial components,
including lipoproteins, lipopolysaccharide and flagellin,
respectively, appear to play a minor role in the recognition
of H. pylori by gastric epithelial cells [40]. However,
miR-146a and miR-155 are not expressed in gastric epithe-
lial cells during infection, raising the question of which
miRNAs (if any) are involved in feedback regulation of
NF-xB in those cells.

Myeloid cells (monocyte/macrophage and dendritic cells)
constitute the second line of defense, sensing H. pylori com-
ponents via TLR2, TLR4 or Nodl signalling, and secrete
pro-inflammatory cytokines such as IL-6, IL-1/ and TNF-a

in order to establish T and B lymphocyte-mediated adapta-
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tive immunity [40]. MiR-146a and miR-155 are likely to be
induced in myeloid and/or lymphocytes in response to the
bacterium. Notably, the oncogenic miR-155 [16] and miR-
17-92 [37] may deserve special attention in gastric MALT
lymphoma, resulting from H. pylori-induced uncontrolled B
cell proliferation.

Oncogenic miRNAs and H. pylori
Because specific miRNAs have been found up-regulated in
gastric carcinomas, the question of their deregulation in gas-
tric epithelium during H. pylori infection is obvious. As men-
tioned above, Zhang et al. [9] demonstrated a link between
H. pylori infection and miR-21. That study should now be
extended to other miRNAs implicated in gastric cancer, such
as the miR-106b-25 and miR-221-222 clusters. A clue could
be TGF-f, which is significantly and specifically increased by
H. pylori in cultured gastric epithelial cells and monocytes.
This effect was attributed to a soluble protein of the bacteria
[34], which may, in this way, modulate the immune response,
contribute to the persistence of H. pylori infection, and dys-
regulate the physiological turnover of gastric epithelial cells.

MiR-27a was also identified as an oncogenic miRNA in a
gastric adenocarcinoma cell line, in which it targets the
tumour suppressor prohibitin, an evolutionary conserved and
ubiquitous protein interacting with pRb and its family mem-
bers [41]. Another miR-27a target, the zinc finger ZBTBI0, a
transcriptional repressor of specificity protein (Sp) transcrip-
tion factors, has been identified in breast carcinoma cells [42].
Sp factors are over-expressed in tumours, notably in gastric
tumours, and contribute to the proliferative and angiogenic
phenotype associated with cancer cells. Inhibition of miR-27a
resulted in increased expression of ZBTBIO mRNA,
decreased expression of Sp factors, and cell cycle arrest. This
latter response was associated with the induction of Myt-I,
another miR-27a target, which blocks G2/M transition
through inactivation of the cdc2 cyclin-dependent kinase.
Thus, the oncogenic activity of miR-27a is a result, at least in
part, to the suppression of ZBTBI10 and Myt-I. This mecha-
nism may be relevant to H. pylori-induced, CagA-dependent
progression to G2/M in gastric epithelial cells [43].

It is expected that multiple miRNAs may contribute to
tumour development and that some miRNAs may have

cooperative or redundant functions.

MiR-200 family and the epithelial-to-mesenchymal transition
(EMT)

H. pylori induces an invasive phenotype in epithelial cells that
resembles an EMT. Indeed, CagA, once injected into the host
cell, changes the epithelial cell morphology by disrupting

cell—cell junctions and inducing loss of apical-basolateral

©2009 The Authors

polarity [2]. By its interaction with several junction proteins,
including ZO-1, JAM and E-cadherin, CagA disturbs the
assembly and function of both tight and adherent junctions
[2]. Its interaction with E-cadherin leads to the release of
f-catenin complexed to E-cadherin and the subsequent
activation of the Wnt/ff-catenin signalling pathway [51,52].
Deregulation of f-catenin plays a crucial role in gastrointesti-
nal cancers. Numerous targets of this transcription factor
have been described, including genes implicated in prolifera-
tion, tumour invasion and metastasis. Regarding the miRNAs,
a correlation between miR-375 repression and f-catenin-
activating mutation in hepatocellular adenoma and carcinoma
has been described [53]. However, the mechanism of this
repression remains to be elucidated. In addition, a direct
connection between E-cadherin and gastric carcinogenesis
has been demonstrated through the finding that genetic
mutations in CDH/, the gene encoding E-cadherin, are
associated with hereditary diffuse gastric cancer [44]. The
miR-200 family, which includes miR-200a, b, ¢, miR-14] and
miR-429, inhibits EMT and invasion in cancer cells [45—48].
All of these members are implicated in a negative regulation
loop, in which they repress the E-cadherin transcriptional
repressors ZEB| and ZEB2/SIP| (Zinc-finger E-box Binding
homeobox | and 2), themselves down-regulating the miR-
200 family transcription. The expression of these miRNAs is
lost in invasive cancer cells harbouring a mesenchymal
phenotype. Moreover, ZEB2/SIP| also represses cyclin DI
transcription [49]. This cyclin, which promotes GI/S
transition, is induced via AP-1 and the cAMP-response
element in gastric epithelial cells during H. pylori infection
and under CagA dependence [50]. Therefore, a role of the
miR-200 family and ZEB repressors is likely in the EMT-like
phenotype observed in H. pylori-infected cells.

Conclusions

The miRNA family has recently emerged to challenge the
accepted paradigm of gene regulation by the combinatorial
action of transcriptional factors activating or repressing spe-
cific genes. It has been proposed that they can act as devel-
opmental switches and fail-safe regulators of transcriptional
programmes. Regulatory loops can be established between
genes coding for classical transcriptional factors and genes
coding for miRNAs. It should be noted that, for a compre-
hensive understanding of the role of a given miRNA, the
direct relationship between a miRNA and the expression of
a particular target may be more important in some situations
than in others, depending on the cellular context. Conse-

quently, the therapeutic potential of miRNAs may be strictly
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associated with the occurrence of specific miRNA-dependent
function alterations. Further exploration of miRNA-mediated
gene silencing, taking into account the host miRNA/host tar-
get/bacterial effector relationship, most certainly will bring
new insights into how these small regulatory RNAs modulate
gene expression in human cells that chronically harbour
H. pylori.
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3. Conclusion.

Depuis la publication de cette revue, plusieuryawa concernant l'implication de
mMiRNAs dans la réponse des cellules infectéedHpaaylori ont été publiés. Certains de ces
résultats ont confirmé plusieurs des hypothéesesildes. Ainsi, Fassi-Fehetal. ont montré
une induction de miR-155 lors de [linfectiom vitro par H. pylori d’'une lignée de
lymphocytes T (Fassi Fehet al, 2010). Cette induction ne dépendait pas de Idet
pathogénicitécag mais de la toxine VacA et du facteur de transicnip Foxp3. D’autres
études ont montré des changements significatifsl'alg@ression des miRNAs dans la
muqueuse gastrigue de patients infectés (Matsuskitmal, 2010). Plusieurs miRNAs
impliqués dans les cancers ou dans la réponse iitairenétaient ainsi réprimés ou
surexprimés chez ces patients. Ainsi, miR-223, nARdpécifique des granulocytes et
impliqué dans leur maturation (Baltimogeal, 2008), était induit pres de 6 fois. De méme, la
famille des miR-200, acteurs essentiels de la itransépithélio-mésenchymateuse (pour
revue : (Gregoryet al, 2008)), étaient réprimés dans la muqueuse gastrigfectée. La
répression de ces miRNAs est directement liéendideation des cellules tumorales, car leurs
cibles décrites sont les répresseurs transcriptisrae I'E-cadhérine ZEB1/Zinc finger E-
box-binding homeobdx Cependant, ces travaux ayant été realisés a darla muqueuse
gastrique, ni les cellules impliquées, ni les mé&rars moléculaires mis en jeu n’ont pu étre
identifiés. Enfin, une étude récente réalisée thaepuris a montré que 2 miRNAs spécifiques
du tissu musculaire, miR-1 et miR-133, étaientim@s au cours de l'infection chronique
provoquée parH. pylori (Saito et al, 2010). Cette répression était accompagnée de
laugmentation des cibles de ces 2 miRNAs, HDAGtone deacetylase) £t SRF, 2

protéines impliquées dans de nombreux cancers.

Malgré le nombre croissant de publications conasriie régulation des miRNAs au
cours de l'infection paH. pylori, les mécanismes moléculaires impliqués dans gegatéons
restent largement inconnus. De méme, le role diestetirs bactériens, notamment de la
toxine CagA, dans ces régulations ainsi que lagme@ss potentielle de BSR chez cette bactérie

restent également inconnus.
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Chapitre | : Manuscrit en révision : Helicobacter pyloriinterferes with an embryonic

stem cell miRNAclusterto block cell cycle progression.
1. Introduction.

Les épithéliums constituent la premiere ligne déemge de I'organisme contre les
agressions extérieures, notamment les pathogenge @ur réle de barriere physique, les
cellules épithéliales ont un r6le critique dansitiation et la régulation des immunités innée
et adaptative. Pour ceci, elles possedent touteyameme de récepteurs tels que les TLRs, les
NLRs et les RLRs, afin de détecter les PAMPs. Ellest développer diverses réponses,
notamment la sécrétion de peptides antimicrobi¢rdeecytokines proinflammatoires. Ces
cellules expriment également un vaste répertoir@rd¢eines impliquées dans la réponse
immune telles que les complexes majeurs d’histoetiifité (CMH), des chimiokines, des
cytokines et des prostaglandines, qui vont permelitr développement d'une réponse
immunitaire adaptative. Cette réponse immunitapi¢héliale doit étre strictement controlée
pour éviter de causer des Iésions au niveau duses.

Les miRNAs participent activement a la physiologies cellules épithéliales,
notamment dans la régulation de différents mécassitels que la différenciation et la
prolifération de ces cellules, mais également damsaintien de l'intégrité de la barriere en
régulant les protéines impliquées dans les jonstioallulaires (pour revue : (Liet al,
2009)). Plusieurs publications évoquées dans flagepafchapitre 11) ont montré I'implication
des miRNAs dans la défense innée de ces cellulgisectes pathogénes, notamment en tant
gue miRNAs antiviraux. Cependant, le role des miRNMans la défense antibactérienne des
cellules épithéliales reste peu étudié. De mémeprésence de BSR potentiel chez les

bactéries pathogénes pour 'lHomme est encore inmonn

L'objectif de ces travaux était donc d’étudier &erdes miRNAs dans la réponse des
cellules épithéliales gastriques au cours de btibe parH. pylori. Les travaux a partir de
'estomac de patients ou de souris infectées neagtdent d’identifier 'origine cellulaire des
MiRNAs régulés, la muqueuse gastrique étant conepabén grand nombre de types
cellulaires différents. La culture de cellules Bgliales gastriques primaires n’étant pas
possible a ce jour, nous avons donc choisi d'etilisn modéle d’infectionin vitro
couramment utilisé : la lignée épithéliale gasteguGS (Barranccet al, 1983). Dans un
premier temps, nous avons déterminé le répert@rmdRNAS exprimeés par cette lignée par

pyroséquencage a haut débit. De maniere surpreriam@RNA le plus abondant dans les
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cellules AGS, miR-372, est un miRNA spécifique dmdlules souches embryonnaires
impliqué dans la régulation du cycle cellulaire. B&RNA, organisé ewlusteravec 2 autres
mMiRNAs, est fortement réprimé au cours de l'infegficonduisant a une modulation du cycle
cellulaire des cellules infectées.

D’autre part, une analyse comparative de I'expogsdie miR-372&373 nous a permis
de mettre en évidence une spécificité d’expressioniveau des cellules AGS.

Enfin, aprés avoir déterminé le répertoire de miRN&primés par la lignée AGS, nous
avons réalisé également un séquencage a hautsdelaes cellules AGS en co-culture avec
H. pylori afin d’étudier I'expression différentielle des fNRs au cours de I'infection.

Ces 2 derniers points ne sont pas présentés datislé¢ en révision et feront I'objet
d'un paragraphe a la suite de Il'article. Les infations supplémentaires de cet article sont

fournies en annexe.
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2. Manuscrit en révision :

Helicobacter pyloriinterferes with an embryonic stem cell miRNA
cluster to block cell cycle progression.
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ABSTRACT

MicroRNAs, post-transcriptionnal regulators of eukaryotic gene expression, are implicated
in host defense against pathogens. Viruses and bacteria have evolved strategies to suppress
microRNA functions with the aim to establish a sustainable infection. In this work, we report
that Helicobacter pylori, a bacterium responsible for severe human gastric inflammatory
diseases, down-regulates an embryonic stem cell microRNA cluster in a gastric epithelial cell
line. By using a deep sequencing approach, we reveal that hsa-miR-372 is the most abundant
miRNA expressed in this cell line where, together with hsa-miR-373, it promotes cell
proliferation by silencing the LArge Tumor Suppressor 2 (LATS2) gene expression. Shortly
after H. pylori infection, miR-372&373 synthesis is inhibited, leading to the post-
transcriptional release of LATS2 expression and thus, to a cell cycle arrest at the G1/S
transition. This down-regulation of a specific cell cycle-regulating microRNA is dependent
on the bacterial effector CagA. These data constitute a novel example of host-pathogen
interplay involving microRNAs and unveil the couple LATS2/miR-372&373 as an
unexpected mechanism in infection-induced cell cycle arrest in proliferating gastric cells
which may be relevant of inhibition of gastric epithelium renewal, a major host defense

mechanism against bacterial infections.

Keywords: microRNAs/ cell cycle/ gastric cancer/ Helicobacter pylori
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INTRODUCTION

MicroRNAs (miRNAs) are small endogenous non-coding RNAs, which have recently
emerged, with small interfering RNAs (siRNAs), as key components of the RNA silencing
machinery in eukaryotes. Most of them are involved in the tight control of development and
cell cycle progression (1,2), and are frequently de-regulated in severe pathologies, notably in
cancers (3,4). However, the importance of RNA silencing has been primarily demonstrated in
plant defense mechanisms against viruses, where it protects the host by processing long
double stranded (ds) RNAs into siRNAs which, like miRNAs, are loaded onto Argonaute-
RNA induced silencing complexes (AGO-RISC) (5) to down-regulate gene expression and
therefore inhibit virus replication. Recently, it appears clearly that miRNAs are also
implicated in host defense against diverse pathogens, including viruses, bacteria and
parasites. For example, the human hsa-miR-32 counteracts the accumulation of primate
foamy virus type 1 (PFV-1) in human cells, targeting directly the PFV-1 genome and
inhibiting its translation (6). Similarly, the Arabidopsis thaliana miR-393, a pathogen-
associated molecule pattern (PAMP)-responsive miRNA, contributes to the resistance of the
plant against a virulent Pseudomonas syringae (P. syringae) bacterial strain (7). In response,
pathogens have evolved strategies to counteract RNA silencing. Numbers of pathogen-
derived RNA silencing suppressors have been described in eukaryotes, like the p19 protein
of the tomato bushy stunt virus, which selectively sequesters short dsRNA (8), the Tas
protein of PFV-1, which blocks the miRNA-directed silencing (6) or the AvrPto, AvrPtoB and
HopT1 proteins of P. syringae, which suppress miR-393a/b biogenesis and activity (9).

In mammals, the miRNA pathway is a key actor of innate immunity, and viruses are
able to exploit the non-antigenic potential of miRNAs to favor their replication (10). Two
miRNAs, miR-146a and miR-155 are major regulators of innate immune responses in
monocytes/macrophages (11-13). Both are strongly induced through Toll-like receptor (TLR)

engagement after PAMP recognition and NF-«kB activation. In turn, they target the TLR
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signaling cascades and thus moderate the life-threatening overproduction of inflammatory
cytokines through a negative feed-back loop.

However, the epithelial barrier constitutes the first line of defense against pathogens.
In contrast to results obtained in immune cells, miR-155 and miR-146 were not found up-
regulated in mouse lungs, among the numbers of miRNAs rapidly induced after bacterial
lipopolysaccharide exposure, suggesting that epithelial cells may express a different set of
miRNAs than immune cells in response to pathogens (14). The importance of miRNAs in
epithelial defense against pathogens was recently highlighted in biliary epithelial cells
infected with the protozoan parasite Cryptosporidium parvum (C. parvum), an infection model

in which let-7i and miR-513 contributed to the epithelial immune response. Indeed, upon C.

parvum infection, these miRNAs were down-regulated, in a MyD88/NF-xB -dependent
manner for let-7i, leading to the up-regulation of TLR4 and B7-H1 expression, respectively
(15-17) .

Helicobacter pylori (H. pylori) is a Gram-negative microaerophilic bacterium that
chronically infects the gastric mucosa of about half of the world population, and constitutes
the primary etiological cause of gastritis, peptic ulcer and gastric cancers (18). The most
virulent strains, associated with a high risk of gastric adenocarcinomas (19), harbor in their
genome a cluster of 31 genes, called the cag pathogenicity island (cagPAI), which encodes a
type IV secretion system (T4SS) and the CagA toxin. This T4SS interacts with host cell
surface and injects the CagA protein into the cytoplasm (20). The translocated CagA
interferes then with intracellular signaling pathways, which subsequently alters cell-to-cell
adhesion, cell polarity and proliferation (21-23). A functional T4SS is also essential for the
induction of innate immune response, characterized by NF-kB activation and IL-8
production in gastric epithelial cells (24).

The extent to which miRNAs contribute to the gastric epithelial cell response to H.

pylori infection has been little explored (25). So far, only two miRNAs, miR-21 and miR-155,

Page 4 of 34



Page 5 of 34 Nucleic Acids Research

have been reported up-regulated in both H. pylori-infected human gastric mucosa and in
vitro cell culture (26,27). As the gastric epithelial cells are the first line of defense against H.

pylori, triggering the immune response, it is relevant to further assess how miRNA are

©CoO~NOUTA,WNPE

10 modulated upon H. pylori infection in these cells. With this aim, we used a common gastric
epithelial cell model, the human AGS cell line (28). First, we employed a deep-sequencing
15 approach to identify the AGS miRNAs profile. Surprisingly, the most abundant one, miR-
17 372, belongs to a miRNAs cluster, miR-371-372-373, specifically expressed in embryonic stem
19 cells. Moreover, this cluster is repressed upon H. pylori infection in a CagA-dependent
22 manner. The repression of miR-372&373 is associated with the up-regulation of their target,
24 the cell cycle regulator LATS2, leading to the inhibition of cell cycle progression in H. pylori-

26 infected cells.
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MATERIAL AND METHODS

Cell culture. All the tissue culture reagents were from Invitrogen (France). AGS gastric
epithelial cell line (ATCC CRL 1739) was maintained in Dulbecco’s modified Eagle medium
(DMEM)/F-12 (Ham’s) medium, the other gastric epithelial cell line MKN-74 (HSRRB FC-
2008-028) in RPMI medium and the cervix cancer cell line (HeLa) in DMEM. All media were
supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 2mM L-glutamine and
1% non-essential amino-acids. Cells were grown at 37°C in a humidified 5% CO,
atmosphere.

Helicobacter pylori culture. H. pylori 26695 strain (CIP 106780, Institut Pasteur, Paris, France)
and its isogenic mutants, as well as P12 (generous gift of T. Meyer, MPI, Berlin, Germany),
SS1 and X47-2AL (generous gift of H. de Reuse, Institut Pasteur, Paris, France) strains were
grown on columbia agar plates supplemented with 7% laked horse blood, the Dent selective
supplement (Oxoid), and 20 pug/ml kanamycine for the isogenic mutants, for 24 h at 37°C, in
anaerobic jars, under microaerobic conditions (10% CO,, 6% O,) generated by CampyGen
bags (Oxoid). After 24 h incubation, the bacteria were expanded onto fresh plates and grown
for 24 additional hours. For infection, bacteria were harvested in complete Ham’s medium
and quantified by optical density at 600 nm, assuming that OD,,=1 corresponded to 10’
bacteria.

Construction of H. pylori isogenic mutants. The isogenic knockout mutants 26695 ecagA
and ecagE were constructed as previously described (58). The genomic DNA of H. pylori
strain 26695 and the vector pUC18K2 were used as template for all PCR amplifications in
order to generate the kanamycine resistance cassette. The primers are listed in Table S4.
Co-culture of AGS cells with H. pylori. Before co-culture, the culture medium was replaced
with fresh one and the bacterial suspension was added to AGS cells at 60-70% confluence at
the indicated multiplicity of infection (MOI). The co-cultures were incubated at 37°C, in a

humidified 5% CO, atmosphere.
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RNA extraction. Total RNA was extracted using Trizol reagent (Invitrogen), according to the
manufacturer’s protocol. RNA concentrations were determined by a NanoDrop
spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Inc.). RNA quality was analyzed on a 2100
(Agilent Technologies).

454 miRNA libraries Libraries for 454 pyrosequencing of cDNA were constructed by Vertis

Biotechnology AG, Germany (http://www.vertis-biotech.com/) as described previously for

eukaryotic microRNA (59). Specifically, total RNA was prepared from AGS cells and treated
with DNase I. Small RNA species were isolated from DNase I treated RNA using the
mirVana miRNA isolation kit (Ambion, Austin, Texas, USA). The small RNAs were
separated on a denaturing 12,5% polyacrylamide (PAA) gel and stained with SYBRgreenlI.
As molecular mass standard a mixture of oligonucleotides was used, also as internal size
marker within the RNA samples. The population of miRNAs with a length of 19-29 bases
was obtained by passive elution of the RNAs from the gel. The miRNAs were then
precipitated with ethanol and dissolved in 20 pl water, and 100 ng of RNA was used for
cDNA synthesis. The RNAs were first poly(A)-tailed using poly(A) polymerase followed by
ligation of a RNA adapter to the 5”-phosphate of the miRNAs. First-strand cDNA synthesis
was then performed using an oligo(dT)-adapter primer and M-MLV-RNase H- reverse
transcriptase. Incubation temperatures were 42°C for 20 min, ramp to 55°C followed by 55°C
for 5 min. The resulting cDNAs were then PCR-amplified to about 30 ng/ul in 16 cycles
using a high fidelity DNA polymerase and barcode sequences (GTGA) were attached to the
5'-ends of the cDNAs.

The combined length of the flanking sequences is 104 bases. Therefore, PCR-products
containing miRNA sequences of 19-29 nt must have a total length of about 120-135 bp. PAGE
analysis of the PCR-amplified cDNAs revealed that the cDNAs were of the expected size.
The 120-135 bp fractions of the cDNAs were obtained by separation of the cDNAs on

preparative 6% PAA-gels. The eluted cDNAs were finally extracted with phenol/chloroform
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and precipitated with ethanol. DNA pellet was dissolved in 30 pul water. Concentration of the

samples was about 10 ng/ul. The resulting cDNA libraries were sequenced on a Roche GS20

454 sequencer at the MPI for Molecular Genetics in Berlin, Germany.

MiRNA sequencing analysis. 454 reads were aligned against the respective set of mature
miRNAs using the R package mirMap454. Briefly, mirMap454 attempts to identify common
5" and 3' adapter sequences in the reads and removes these prior to further analysis. Each
read is aligned against all mature miRNAs in the database semi-globally using dynamic
programming. The simple scoring scheme employed allows terminal gaps in the mature
miRNA sequence at no costs, while indels in general are scored with +3, mismatches with +2
and mismatches to N with +1. Motivated by the error distribution of 454 reads, up to three
terminal mismatches are ignored in scoring the alignment if the remainder of the sequences
aligns without indels or mismatches. For each read the alignment to a mature miRNA with
lowest score is identified. If the score of this alignment is 5 or less, the read is considered to
be mapped to this miRNA. If the read maps to n different miRNAs with equal scores, 1/n
reads are counted as mapped to each of these miRNAs. Results of this analysis are presented
in supplementary Table S1.

Quantitative RT-PCR. TagMan® microRNA assays (Applied Biosystems) were used to
quantify the expression of mature miR-371-3p (AB 002124), miR-372 (AB 000560) and miR-
373 (AB 000561). Real-time RT-qPCR was performed in triplicate on 20 ng total RNA
according to the manufacturer’s instructions. MiR-372 copy number was determined by
absolute RT-qPCR. Sample Ct value was compared to a standard curve determined using
serially diluted synthetic miR-372 (Table S4) and expressed as copies per cell on the basis of
our determination of 1ug RNA/10° AGS cells. LATS2 mRNA and pri-miR-371-372-373 levels
were determined by RT-qPCR wusing PerfeCta® SYBR® Green SuperMix (Quanta
BioSciences). cDNA was synthesized with Superscript II reverse transcriptase (Invitrogen)

using oligo(dT),, primer according to the manufacturer’s protocol. All primers used for gPCR
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are listed in Table S4. MiRNAs levels were normalized to U6 snRNA (RNU6b, AB 001093) or
to SNORD49A (RNU49, AB 001005) in infection experiments, because RNU6b was found
affected by the infection. The levels of LATS2 mRNA or pri-miR-371-372-373 were
normalized to the ribosomal protein PO mRNA. Relative expressions were calculated using
the comparative Ct method.

Northern blots. Total RNA (20 ng) were resolved on a 15% denaturing PAA gel and blotted
onto nylon membranes (Hybond-N, GE Healthcare). Membranes were incubated with 5’-*P-
radiolabelled LNA/DNA probes in 50% formamide, 5X SSPE, 5X Denhardt solution, 0.5%
SDS, 20ug/ml salmon sperm DNA, at 42°C overnight in a hybridization oven. After two
washes for 5 min each in 2X SSC, 0.1% SDS at 42°C, the blots were analyzed and quantified
by phosphorimaging (Molecular imager PharosFX™, Biorad). All sequences of probes are
listed in Table S4.

Western Blot. Cells were harvested in ice cold Ham’s medium and washed with ice cold
PBS. The cell pellets were lysed in ProteoJET™ Mammalian Cell lysis reagent (Fermentas)
supplemented with 5 mM EDTA and 1X ProteoBlock™ Protease inhibitor cocktail
(Fermentas). Proteins were separated by SDS-PAGE and western blot was performed using
Immobilon-P transfer membrane (Millipore), according to standard procedures. Anti-LATS2
(clone ST-3D10, Abnova) and anti-o-tubulin (clone B-5-1-2, Sigma-Aldrich) antibodies were
used at a 1:500 and 1:30000 dilutions, respectively.

Cell transfections. All transfections were performed using Lipofectamine 2000 (Invitrogen)
according to the manufacturer’s protocol. The oligonucleotides sequences are indicated in
Table S4. Double-stranded mimic 372-373 were generated by incubating equimolar amounts
of complementary, heat-denatured single RNA strands in 60 mM KCI, 6 mM Hepes pH 7.5,
0.2 mM MgCl2 buffer, for 20 min at room temperature. AGS cells were transfected twice with
100 nM of miRNA-antisense (as372-373), 100 nM scrambled oligonucleotides (sc372-373) or

25 nM double-stranded mimics. NF-kB activation was monitored using the BD Mercury
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firefly luciferase reporters (Beckton-Dickinson) according to the manufacturer’s instructions.
Briefly, 48 h before infection, cells were transfected with either 1 pug NF-kB-luc or TAL
(luciferase without promoter) vectors, together with 10 ng of pRL-SV40 control vector
(Promega). LATS2 translation efficiency was assessed with the luciferase sensor pGL3-
LATS2. At the second transfection round with as372-373 or sc372-373, the oligonucleotides
were mixed with 100 ng pGL3-LATS2 or pGL3 plasmids, and 10 ng pRL-SV40 control vector
(Promega). Firefly and Renilla luciferases were measured 48 h post-transfection using the
Dual Luciferase Assay (Promega). Firefly luciferase activities were normalized for
transfection efficiency by Renilla luciferase.

Construction of the LATS2 reporter AGS cell line. The LATS2 3'UTR sequence was
obtained by PCR using pGL3-LATS2 as template and the primers indicated in Table S4. The
PCR product was cloned into the pEGFP-C1 vector (Clontech) downstream to egfp gene.
Stable LATS2 reporter AGS cells were obtained after selection with 400 pg/ml geneticin
(Gibco) of AGS cells transfected with the pEGFP-3'UTR-LATS2 vector.

Cell-cycle analysis by flow cytometry. After co-culture with H. pylori, adherent and floating
cells were collected together, washed once in ice-cold PBS and fixed in 70% ice-cold ethanol
for 24 h. Fixed cells were stained in a 0.5mg/ml propidium iodide, 0.1% (w/v) RNAse A,
0.1% (w/v) BSA PBS solution and analyzed for DNA content by flow cytometry (BD
FACSCanto cytometer, BD Biosciences).

BrdU incorporation. AGS cells were transfected twice with as372-373, sc372-373 or mimic
372-373 before co-culture with H. pylori. Cells were pulse-labeled with 10 nM 5-Bromo-2’-
deoxyuridine (BrdU) for 1 h before the end of the co-culture. Cells were harvested and BrdU
incorporation was detected by immunofluorescent staining using the FITC BrdU Flow kit
(BD Pharmingen) and quantified by flow cytometry on an EpicsXL Beckman Coulter flow

cytometer.
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RESULTS
AGS cell line expresses a particular set of miRNAs

The AGS cell line has been widely used in in vitro experiments to recapitulate early
events of H. pylori infection occurring within actively replicating gastric mucosa (29,30). To
address the complete miRNA profile of the AGS cell line, we employed a high-throughput
pyrosequencing approach. A cDNA library of growing AGS cells was generated and
submitted to “454” technology. 44,012 sequences were analyzed, that resulted in 25,348
(57.6%) sequences matching with mature human miRNA sequences of the miRBase 14.0
(Table S1). The other sequences corresponded to various RNA degradation products or
unidentified sequences. Mature miRNAs identified with this method can be classified in
function of their respective number of reads (Fig. 1A), their genomic organization in clusters
(Fig. 1B) or their function previously assigned to them in other studies (Table S2). We
decided to restrict our analysis to the 38 most abundant miRNAs (>100 reads, Fig. 1A).
Consistent with their respective genomic annotations, many of the mature miRNAs
identified were organized in clusters. Thus, the miRNA signature of AGS cells can be
summarized into three major clusters: the miR-371-372-373 cluster, the miR-17-92 cluster and
the miR-23b-27b-24-2 cluster, which represent 18.6%, 12.4% and 12.1% of total number of
reads, respectively (Fig. 1B). Members of the miR-200 and let-7 families were also highly
represented: miR-200b, miR-200c and let-7a being the most expressed of these family
members in AGS cells (Table S1).

The expression of some of these miRNAs was confirmed by quantitative RT-PCR (RT-
qPCR) (Fig. 1C) and northern blot (data not shown). As expected, all miRNA tested that were
present in our miRNA sequencing library were also detected by RT-qPCR. However two
miRNAs reported to be present in AGS cells (31) and absent from our library, were weakly
detected by RT-qPCR (close to the detection threshold) suggesting that our library might lack

some miRNA faintly expressed in this cell line.

11
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MiR-372 and miR-373 regulate LATS2 expression in AGS cells

The peculiarity of the AGS miRNA repertoire, which beside contains ubiquitous
miRNAs such as miR-16, miR-21, miR-17, miR-92, lies in the outstanding abundance of miR-
372, which represents in the range of 10° copies/ng total RNA or 10* copies per cell (see
Material and Methods). Intriguingly, miR-372 is an embryonic stem cell-specific miRNA (32),
also found highly expressed in placenta (33). It belongs to a cluster located on the
chromosomic region 19q13.42, which comprises 4 miRNAs, all of them highly expressed in
AGS cells: miR-371-5p, miR-371-3p, miR-372 and miR-373 (Fig. 1A, black bars). MiR-372 or
miR-373 expression is considered as a rare event in tumors, and was only found in testicular
germ cell tumors (34), esophageal tumors (35) and thyroid adenomas (36).

In testicular and esophageal tumors, in which they are abundant, miR-372&373 have
been reported to act as oncogenes repressing the Large Tumor Supressor homolog 2
(LATS2), a serine-threonine kinase involved in cell cycle regulation (34,35). Performing
immunoblot analysis of LATS2, we did not detect LATS2 in AGS cells, in contrast to the
other gastric cell line MKN-74 and the cervix cancer cell line HeLa (Fig. 2B, upper panel). It
appears that the LATS2 level was inversely correlated to the expression of miR-372&373 in
these cell lines (Fig. 2B, lower panel). These results suggest that LATS2 could be repressed at
the post-transcriptional level by miR-372&373 in AGS cells. To validate this hypothesis, we
transfected into AGS cells a luciferase sensor (pGL3-LATS2) containing the 3’untranslated
region (UTR) of LATS2, which harbors two miR-372 and -373 pairing sites (34) downstream
to the firefly luciferase coding sequence (Fig. 2A). As expected from cells expressing high
miR-372&373 levels, we observed a 60% inhibition of luciferase expression, as compared to

the control pGL3 reporter (Fig. 2C). To confirm a role of miR-372&373 in this repression, we

12
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designed antisense oligonucleotides (as372, as373) and their scrambled controls (sc372,
sc373), in order to block these miRNAs. The levels of miR-372 or 373 by as372/as373 were
each specifically decreased by 90%, as verified by RT-qPCR and northern blot analysis ( Fig.
S1A and B, respectively). We transfected either pGL3-LATS2, or the control pGL3 vector,
together with as372-373 or the control sc372-373, and analyzed the luciferase activity. In
as372-373 treated cells, the firefly luciferase expression was significantly de-repressed and
almost reached the levels of that of the control vector (Fig. 2C), contrarily to the cells treated
with sc372-373, which did not affect the basal miR-372 or -373 levels. Altogether, these
results indicate that LATS2 is indeed a direct target of miR-372&373 in AGS cells.

Inhibition of LATS2 by miR-372&373 conferred a growth advantage to cells (34,35).
To confirm that LATS2 is a functional target of miR-372&373 in AGS cells, we analyzed cell
cycle progression of as372-373-treated cells using the BrdU incorporation method, which
measures the rate of DNA synthesis occurring in the S phase of the cell cycle. As372-373-
treated AGS cells present a significantly delay of about 50% in S phase progression
compared to sc372-373 treated cells (Fig. 2D). This delay results in a decrease in cell
proliferation rate ( Fig. S1C). Altogether, these results indicate that the high expression of
miR-372&373 confers a growth advantage to AGS cells through the inhibition of LATS2

expression.

The miR-371-372-373 cluster is down-regulated in response to H. pylori infection

Both the abundance and function of miR-372&373 in AGS cells prompted us to
analyze its regulation upon H. pylori infection. With this aim, AGS cells were cultured in the
presence of H. pylori 26695 strain at a multiplicity of infection (MOI) of 100 and the miR-371-

372-373 cluster expression was analyzed 24 h later. Mature miR-371-3p, miR-372 and miR-
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373 were all significantly down-regulated (up to 50%) upon infection, as shown by RT-qPCR
and northern blot analysis (Fig. 3A and B, respectively). This repression was not the
consequence of a global effect on the miRNA pathway, as some other miRNAs were
differently modulated upon infection. For example, miR-106b and miR-19b were slightly
repressed, while miR-21 was up-regulated upon infection, in concordance with prior
observations (27). We also found miRNA levels unchanged upon infection, such as miR-93
and miR-320 (Fig. 3A). Down-regulation of miR-372&373 upon infection was also evidenced
by northern blot analysis (Fig. 3B), which in addition revealed that miRNA precursors (pre-
miRNA) were even more strongly repressed than the mature forms (Fig. 3B, upper part of
the blot for miR-373). These findings suggested that the regulation took place at an initial
step of miR-371-372-373 biogenesis. We confirmed this hypothesis by RT-qPCR on the
primary polycistronic miRNA transcript (pri-miRNA) of the cluster (Fig. 3C and 3D). Indeed,
the pri-miRNA was rapidly down-regulated upon H. pylori infection, as soon as 2 h post-
infection at MOI 100 (Fig. 3C), and in a MOI-dependent manner (Fig. 3D). Altogether, these
results show that the miR-371-372-373 cluster, being one of the most abundant miRNAs in

AGS cells, is strongly decreased at the pri-miRNA level upon H. pylori infection.

MiR-371-372-373 cluster is repressed in a CagA-dependent manner

To assess whether the down-regulation of the miR-371-372-373 cluster was related to
a functional H. pylori cagPAl, we compared the effect of wild type (wt) bacteria to those of
isogenic mutants deleted either for the cagA (ACagA) or for the T4SS constituent cagE
(ACagE) genes. As previously described (24,37), these mutants like wt H. pylori induced
vacuolization of AGS cells, an effect due to the vacuolating toxin VacA, but failed to provoke

cell elongation and scattering, the so-called “hummingbird” phenotype, characteristic of

14
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AGS cells infected with wt H. pylori ( Fig. S2A). Moreover, these mutants were impaired in
their pro-inflammatory effects on AGS cells, as measured by NF-«B activation and IL-8
secretion ( Fig. S2B-C). Interestingly, both mutants have a very weak effect on the miR-371-
372-373 cluster (Fig. 4A). Indeed, when AGS cells were co-cultivated with the ACagA or
ACagE mutants, which are, respectively, unable to produce the CagA toxin or to inject it into
the host cell cytoplasm, the pri-miRNA was not repressed, compared to cells infected with
wt H. pylori. These data show that the down-regulation of the miR-371-372-373 cluster upon
H. pylori infection is mediated by the translocation of the CagA toxin into AGS cells.

To evaluate the effects of the down-regulation of miR-372&373, we analyzed the
regulation of their common target, LATS2, in AGS cells upon H. pylori infection. We
observed that LATS2 mRNA (Fig. 4B) and protein levels (Fig. 4C) were inversely correlated
to those of miR-372&373 upon H. pylori infection. Indeed, LATS2 protein was drastically up-
regulated in infected AGS cells and, likewise, its mRNA level was also raised up to 2 fold
upon infection. Moreover, similarly to the pri-miR-371-372-373 repression, LATS2
accumulation was dependent on the CagA toxin, as no changes in LATS2 expression were
observed either at the mRNA and protein levels in AGS cells infected with the ACagA or
ACagE mutants, conversely to wt H. pylori (Fig. 4B-C).

To confirm that LATS2 synthesis was de-repressed at the post-transcriptional
level after miR-372&373 down-regulation in AGS cells infected with wt H. pylori, we
generated a stable LATS2 reporter AGS cell line expressing a fluorescent sensor
containing the 3'UTR of LATS2 downstream of the enhanced green fluorescent
protein (EGFP). This reporter system allowed us a direct observation of LATS2 post-

transcriptional regulation in living cells. As depicted in Fig. 4D (panel c), green
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fluorescence appeared only upon infection with wt H. pylori, mainly in cells
exhibiting the hummingbird phenotype (Fig. 4D, panel c and d), whereas uninfected
cells (Fig. 4D, panel a) or cells infected with the ACagA or ACagE mutant strains (Fig.
4D, panel e and g) remained non fluorescent. We also used this reporter cell line to
assess whether other strains, naturally expressing CagA (type I) or not (type II), were
able to induce LATS2 expression. Indeed type I strains, like 26695 and P12, were able
to switch on the fluorescence of the reporter cells as the 26695 strain did, whereas
type II strains like SS51 and X47-2AL did not ( Fig. S3B). We were also able to correlate
this translational activation with a concomitant down-regulation of the pri-miR371-
372-373 transcript level ( Fig. S3A). These data confirm that the CagA-dependent
accumulation of LATS2 protein involve a post-transcriptional release of its

production mediated by the down-regulation of miR-372&373.

MiR-372 and miR-373 down-regulation is involved in H. pylori-induced cell cycle arrest in
G1 phase.

To assess whether LATS2 up-regulation was functionally relevant, we analyzed cell
cycle progression of AGS cells upon infection. In agreement with previous observations (29),
AGS cells infected for 24 h with wt H. pylori presented a noticeable alteration of the cell cycle,
characterized by an accumulation of cells in the G1 phase, in the detriment of cells in S and
G2/M phases ( Fig. 54). Accordingly, measuring BrdU incorporation 24 h post-infection, we
observed a 80% reduction of AGS cells in S phase, which reflects a cell cycle arrest at the
G1/S transition (Fig. 5A). As already shown by Murata-Kamiya and colleagues (22), this
reduction was dependent on the CagA toxin, as cells infected with the ACagA or ACagE

mutants did not show such inhibition of cell cycle progression (Fig. 5A and S5). To ascertain
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that the inhibition of G1/S transition was due to the down-regulation of miR-372&373, we
treated AGS cells with synthetic miR-372 and miR-373 prior to infection, in order to dampen
their down-regulation upon infection. In this case, the proportion of infected cells in S phase
remained as high as in untreated and uninfected cells (Fig. 5B), indicating that wt H. pylori
became unable to arrest AGS cell cycle progression. Conversely, blocking miR-372&373 with
as372-373 prior to infection facilitated the infection-induced inhibition of DNA synthesis,
which then reached its maximum.

The effects of these experimental manipulations of miR-372&373 on the efficiency by
which wt H. pylori blocks AGS cell cycle demonstrate that the regulation of these miRNAs
contribute to the arrest at the G1/S transition in infected AGS cells. These results combined
to the above ones reveal an unexpected mechanism involved in the cell cycle arrest upon
infection: the CagA-dependent de-repression of LATS2 by the down-regulation of miR-

372&373.
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DISCUSSION

Recent data have highlighted the importance of miRNA in epithelial defense against
pathogens like Cryptosporidium parvum (16,17) or Toxoplasma gondii (38). Gastric mucosa
homeostasis is controlled by both immune and developmental mechanisms and its
disruption by H. pylori infection can lead to severe inflammatory disorders or cancerous
lesions of the stomach. While the impact of pathogens on the miRNA-mediated regulation of
immune responses is beginning to be precisely understood (39), little is known about
bacteria interfering with miRNAs regulating cell cycle and developmental pathways. In this
study, we report that the bacterial pathogen H. pylori specifically down-regulates an
embryonic-specific miRNA cluster involved in the growth regulation of AGS cells, a non
polarized epithelial cell system commonly used to study H. pylori-host interactions. Through
a deep-sequencing approach, we identified the whole content of miRNAs expressed in this
gastric adenocarcinoma cell line. Among the 38 most expressed miRNAs, we found several
miRNA previously described in gastric cancer, notably the miR-106b-93-25 cluster, the miR-
221-222 cluster, miR-21 and let-7a (27,40,41). But we were surprised to discover that the most
abundant of this repertoire, miR-372, belongs to a specific cluster encoding 3 other miRNAs,
miR-371-5p, miR-371-3p and miR-373 normally expressed in human embryonic stem cells
(32,42). Interestingly these miRNAs were also mentioned in a miRNA profiling study in
normal human tissues (33), in which they were found highly and specifically expressed in

placenta, but also faintly detectable in testis and stomach.

Functional links of miR-371-372-373 cluster with miR-106b-93-25 and miR-221-222 in
gastric cancer

MiR-372&373 were initially discovered as novel oncogenes participating in the
development of human testicular germ cell tumors by targeting the cell cycle inhibitor

LATS2 (34). Interestingly this embryonic stem cell miRNA cluster shares some similarities
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with two miRNA clusters recently found to be overexpressed in gastric carcinomas, namely
the miR-106b-93-25 cluster (41) and the miR-221-222 cluster (40). In gastric cancers, these two
clusters have been described to silence the CIP/KIP family members, p21°*, p27°*" and
p57°%, allowing the cell to overcome the G1/S checkpoint (40,41). Surprisingly, these two
clusters are poorly expressed in AGS cells as compared to other gastric cell lines and their
expression levels are close to those observed in normal gastric mucosa ((40,41) and our
unpublished data). One explanation is that, in this cell line, the oncogenic role of these two
clusters could have been replaced by the miR-371-372-373 cluster over-expression. Indeed,
miR-372&373 belong to the miR-106b family which includes miR-93, miR-17-5p and miR-20a
(43). Members of this family harbor the same seed sequence, stressing that they might share
similar functions. Recently, they have been shown to overcome the p21“*'~induced cell cycle
arrest observed during Ras-induced senescence (43). In testicular germ cell tumors, which
retained functional, wild type p53, miR-372&373 act as oncogenes silencing LATS2 and thus
allowing cell proliferation (34). Indeed, LATS2 is a serine/threonine kinase involved in a
positive feedback loop with p53 (44) that can induce G1/S arrest by inhibiting Cyclin
E/CDK2 kinase activity (45). Interestingly, AGS cells express low wt p53 (46) and high
p21%""**" Jevels in basal growth conditions ((47) and our unpublished results). Thereby, like
in the testicular germ cell tumors, abundant miR-372&373 in AGS cells, that totally silence
LATS2, may participate to their active cell cycle progression despite high levels of p21"/"*".
H. pylori represses the miR-371-372-373 expression via its major virulence factor CagA

We report here that H. pylori specifically inhibits the synthesis of miR-372&373 at the
primary transcript level and that this repression relies on CagA translocation in AGS cells
through a functional T4SS. Very interestingly, these two miRNAs already described to
promote cell proliferation (34) have also been found to be repressed upon differentiation of
embryonic stem cells in specific culture conditions (32). In fact, H. pylori, via its major

virulence factor CagA, can induce an intestinal trans-differentiation program in gastric
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epithelial cells that have undergone a cell cycle arrest (22). In these cells, the proliferation is
blocked at the G1/S transition after 24 h in the presence of cagPAl+ H. pylori and this stop is
dependent on the translocation of CagA into the host cell (22,47). Therefore one could
imagine that the observed repression of miR-372&373 in AGS cells could be a consequence of
a block in cell division. However, at 2 hours post infection, when cell proliferation has not
been stopped yet, the pri-miR-371-372-373 was already down-regulated close to its minimal
level. This latter result suggests that the CagA-dependent repression of this cluster is a
primary event and not a consequence of the cell cycle arrest. Further investigations may
uncover the possible role of cell signaling pathways in this repression such as ERK, the
PI3K/Akt and notably the Src kinase, the activation of which occurs at this very initial stage
of infection (48).
The cell cycle arrest at the G1/S transition in AGS cells is mediated by the up-regulation
of LATS2 protein

In this paper we also reveal a new mechanism involved in the cell cycle arrest in AGS
cells upon H. pylori infection. Indeed we show that this bacterium induces a block in cell
cycle progression at the G1/S transition via the post-transcriptional de-repression of LATS2
synthesis. While several cell cycle regulators have been studied in this context, such as
p217'/**"(29,47,49), or p27*' (50,51), our data indicate that an additional pathway can occur
in AGS cells. Indeed H. pylori is no longer able to block cell proliferation when the level of
LATS? is maintained low by two miRNA mimics. However, because the 3'UTR of p21°""/"*"
has also been proposed to be targeted by miR-372&373 (52), we certainly cannot exclude that
its induction also participate in this cell cycle arrest (22,47). However the block at the G1/S
transition in AGS cells requires the de-repression of LATS2 synthesis via the repression of
miR-372&373. Our results with the EGFP-LATS2 reporter cell line infected with type I
strains, which harbor a functional cagPAI, clearly indicate that H. pylori induce a post-

transcriptional release of LATS2 synthesis in a CagA-dependent manner through the down-
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regulation of the miRNA cluster. These data unveil the couple LATS2/miR-372&373 as an

unexpected mechanism in CagA-induced cell cycle arrest in proliferating gastric cells.
AGS cells exhibit a stem cell miRNA signature

Because cagPAI increases the risk for infected patients to develop severe atrophic
gastritis and distal intestinal-type gastric cancer (53), the perturbations of cell cycle
progression elicited by H. pylori in gastric epithelial cells gave raise to many studies, some of

which having precisely used AGS cells as a model system of an actively replicating gastric

mucosa (29,49,54). The miRNA content in AGS cells is characterized by its relative high
abundance in embryonic stem cell miRNA (Table S2). In fact the growth advantages that
AGS cells gained from the high expression of miR-371-372-373 cluster confer to them
characteristics of gastric stem cell/progenitors rather than gastric mucosa differentiated
epithelium. Epithelium turnover, which results from the balanced progenitor cell generation
and differentiated cell death, is a major host defense mechanism against pathogens and its
alteration is commonly observed upon bacterial infections (55). Iwai and colleagues have
shown that Shigella flexneri blocks cell cycle of intestinal progenitors through the injection of
its bacterial effector IpaB (56). In an animal model, the same group has demonstrated that H.
pylori, through CagA delivery, suppresses apoptosis at superficial gastric pit cells, leading to
delayed gastric epithelium self-renewal. Hence, it is tempting to speculate that H. pylori
could repress this specific embryonic miRNA cluster in gastric progenitors in order to
interfere with the gastric epithelium self-renewal, but in a manner that Mimuro and co-

workers did not observe (57).
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: MiRNAs expression profile in AGS cells.

(A) MiRNAs content of AGS cells was determined by highthroughput “454” pyrosequencing
(see supplementary Table S1). Bars indicate the number of reads for each miRNA out of
25,348 miRNA matching sequences. Only the 42 most abundant miRNAs are plotted in order
of decreasing number of reads. Black bars indicate mature miRNAs belonging to the miR-
371-372-373 cluster.

(B) Pie chart represents the percentage and clustering of the most highly expressed miRNAs
in AGS cells. Percentage represents the number of reads of each miRNA relative to the total
number of reads.

(©) Endogenous expression of some mature miRNAs in AGS cells was measured by RT-
gPCR. Bars indicate the relative expression of each miRNA normalized to U6 snRNA

(RNU6B). Data are mean + SD of three independent experiments.

Figure 2: MiR-372 and miR-373-mediated regulation of LATS2 translation and AGS cell
proliferation.

(A) Schematic representation of the pGL3 vector (control) and the pGL3-LATS2 sensor
containing the 3’untranslated region (UTR) of the LATS2 human gene, which harbors two
predicted miR-372&373 target sequences (34). Also shown is the predicted base-pairing
formed between miR-372 or miR-373 with each of the LATS2 3'UTR binding sites as

predicted in http://pictar.mdc-berlin.de. Seed regions of miR-372 and miR-373 are

underlined.
(B) LATS2 levels and mature miR-372 and miR-373 expression in AGS, MKN-74 and HeLa
cells were determined by immunoblot and northern blot, respectively. a-tubulin and U6

snRNA were used as loading controls.
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(O) The pGL3 and pGL3-LATS2 vectors were transfected into either parental AGS (mock), or
cells treated with 100 nM of as372-373 or the sc372-373 control oligonucleotides. Transfection
efficiency was assessed with the pRL-5V40 vector. Luciferase activities were measured 48 h
post-transfection. Bars indicate the relative firefly luciferase activity normalized to the Renilla
activity and compared to pGL3. Data are mean + SD from three independent experiments. *
and **, P-value < 0.05 and 0.01, respectively.

(D) The DNA synthesis rate was measured by BrdU incorporation (10 nM for 1 h) in
untreated (mock) AGS cells or cells treated for 48 h with 100 nM as372-373 or sc372-373. Bars
represent the relative BrdU incorporation compared to that of untreated cells. Data are mean

+ SD of three independent experiments. **, P-value < 0.01.

Figure 3: H. pylori-induced down-regulation of mature miR-371, miR-372 and miR-373
levels in AGS cells.

(A) Endogenous expression of mature miR-371-3p, miR-372 and miR-373 (black bars), or
miR-19b, miR-106b, miR-21 and miR-93 (grey bars), was determined by RT-qPCR in AGS
cells 24 h post-infection at MOI 100. Bars indicate the relative miRNA expression normalized
to SNORD49A (RNU49) and compared to uninfected AGS cells. Data represent mean + SD of
three independent experiments. ** and ***, P-value < 0.01 and 0.001, respectively.

(B) Northern Blot analysis of mature miR-372, miR-373 and pre-miR-373 expression in
uninfected (lane 2) or H. pylori-infected AGS cells (lane 3) in the same conditions as in (A);
lane 1: M, size marker (nucleotides). A representative blot is shown.

(C, D) Expression of the primary miR-371-372-373 cluster transcript at different time after
infection (MOI 100) (C), and as a function of the MOI at 6 h post-infection (D). Bars indicate
the relative pri-miRNA expression determined by RT-qPCR, normalized to the ribosomal
protein PO mRNA and compared to uninfected AGS cells. A representative experiment is

shown.
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Figure 4: CagA-dependent repression of pri-miR-371-372-373 and up-regulation of LATS2
expression.

(A, B) Expression of the primary miR-371-372-373 cluster transcript (A) or LATS2 mRNA (B)
was determined by RT-qPCR in uninfected AGS cells or cells infected for 24 h at MOI 100
with either H. pylori 26695 or its ACagA or ACagE isogenic mutants. Bars indicate the relative
pri-miRNA or LATS2 mRNA expression normalized to the ribosomal protein PO mRNA and
compared to uninfected AGS cells. Data are mean + SD of three independent experiments. **
and ***, P-value < 0.01 and 0.001, respectively.

(C) LATS2 immunoblot of AGS cells infected or not with H. pylori or its isogenic mutants as
described above; a-tubulin was used as a loading control.

(D) EGFP fluorescence of LATS2 reporter cells infected or not with wt H. pylori, or the ACagA
or ACagE isogenic mutants. Cells were infected as described above and observed 24 h later
on an inverted microscope (Zeiss) in phase contrast (right panels) or epifluorescence (left

panels).

Figure 5: Role of miR-372 and miR-373 in H. pylori-induced cell cycle arrest in AGS cells.
(A-B) DNA synthesis rate of uninfected AGS cells or cells co-cultured for 24 h with wt H.
pylori or its isogenic mutants ACagA and ACagE (A), and parental AGS cells (mock), or cells
treated either with 100 nM of a mixture (1:1) of anti-miR-372 and miR-373 antisense
oligonucleotides (as372-373), 25 nM miR-372 and miR-373 double-stranded RNA mimics or
100 nM scrambled oligonucleotides (sc372-373), cultured with or without wt H. pylori for 24 h
(B), was measured by BrdU-pulse labeling. Bars represent the relative BrdU incorporation
level compared to that of uninfected (A) or uninfected parental (B) AGS cells. Data are mean

+ SD of 2 independent experiments.
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Figure 28 : Analyse comparative de I'expression d@iR-372&373 dans différentes
lignées gastriques humaines (AGS, MKN7, MKN45, MKNZ and NCI-N87), non
gastriques (HT29, HEK 293, HelLa, HuH-7, IGR-OV1, Cao-2), ainsi que dans
I'estomac, dans une tumeur gastrique et son tissaig adjacent (NAT).

(A) L'expression de miR-372 (barre noire) et miR-3Barfe grise) a été déterminée par RT-gPCR
dans les cellules AGS, MKN7, MKN45, MKN74, NCI-N&T Caco-2 (Don du Dr Christine Varon,
INSERM U853), dans I'estomac humain (AM7996, Ambiotians une tumeur gastrique (AM7264,
Ambion) et son NAT (AM7264, Ambion). Les barres iouent I'expression relative des miRNAs
normalisée par rapport a I'expression du snRNA B®6B). Les données d'une expérience
représentative sont présentées.

(B) Analyse Northern blot de I'expression de miR-372&3lans les cellules AGS, MKN7, MKN45,
MKN74, NCI-N87, HT29, HEK 293, HelLa, HuH-7 and IGR/1. Le snRNA U6 a été utilisé comme
contrble de charge. M: Marqueur radiomarqué (Praneg paires de bases.

Tableau 4 : Analyse des librairies obtenues lors dséquencage.

Nombre de
Nombre Nombre de .
Nombre de . séquences de
Banque de . séquences de
. . mMiRNAs ) Mycoplasma
séquences H. pylori h )
yopneumoniae
AGS1(infectées) 42220 17808 (42,2°%) 2180 581
AGS2(contrbles) 42590 25348 (59,5%) 62 138

% le pourcentage représente la proportion de miRMastifiés dans le nombre totale de
séquences.



3. Analyse comparative de I'expression de miR-372&37@ans différentes lignées.

Le séquencage a haut debit des petits ARNs dadeselAGS nous a permis de mettre
en évidence que miR-372 était le miRNA le plus alaom dans ces cellules. Ce miRNA ainsi
gue miR-373 sont 2 mMiRNAs spécifiques des cellubesiches embryonnaires. Leur
expression a également été détectée dans le @aeende maniere tres faible dans les
testicules et I'estomac (Liareg al, 2007). De méme, malgré leur potentiel oncogénibpue
expression au cours des cancers semble un évenaamgntar ils ont été détectés seulement
dans des cancers des testicules, de I'oesophaigel@tthyroide (Voorhoevet al, 2006; Lee
et al, 2009; Rippeet al, 2010) Par conséquent, nous avons analysé I'expressiaesie
mMiRNAs dans de nombreuses lignées celullairesyrigast et autres, ainsi que dans des
ARNs totaux extraits d’estomac sain et de tumeuwastrijjlues (Ambion), par RT-gPCR
(Figure 28a) et Northern blot (Figure 28b). Outre tellules AGS ou ils sont tres abondants,
nous avons détecté miR-372&373 uniquement dangeéd gastrique MKN-74 et dans la
lignée colique Caco-2 (Figure 28a). Cependant,pfegsion de ces 2 miRNAs dans ces
cellules est relativement faible comparée aux E=HILAGS. Aucune expression de ces
MiRNAs n’a pu étre mise en évidence dans les aliyeges cellulaires testées (Figure 28a-
b). De méme, nous n'avons pas détecté ces 2 miRIdAs I'estomac sain, ni dans la tumeur
gastrique ou dans le tissu sain adjacent a catieuu (Figure 28b). Ces résultats confirment
gue I'expression de ces miRNAs est un évenemeatdans les cancers, notamment dans les

cancers gastriques.

4. Reégulation des miRNAs au cours de l'infection paH. pylori.

Une fois le profil des miRNAs exprimés dans ledutes AGS déterminé, nous avons
étudié leur régulation au cours de l'infection. lcefiules AGS ont été infectées a une MOI de
240 pendant 5 heures. Ensuite, les ARNs de cegleelbnt été extraits et les petits ARNs
(18-25 nt) ont été purifiés et soumis a un pyroségeage a haut débit. L'analyse des librairies
de séquences obtenues a partir des cellules téroaimkes cellules infectées est présentée
dans le tableau 4. 42220 séquences ont été obtehaéignées par Blast sur la Mirbase v14
afin d’identifier les miRNAs. 17808 miRNAs, soit 2% des séquences, ont ainsi été
identifiés. Le reste des séquences correspond &atpeents de dégradation des ARNSs, des
séquences inconnues et également a des ARNs kastéftn effet, 2180 séquences
correspondant & des ARNsHI'pylori ont été ainsi identifiées. Cette contaminationdest a
'adhésion des bactéries aux cellules AGS au adeii§nfection. Nous avons pu vérifier cette
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Figure 29 : Analyse de la qualité des ARNSs extraitdes cellules AGS non infectées et
infectées.

La qualité des ARNs extraits des cellules AGS mdecdtées et infectées a été analysée par migration
sur une puce RNA Nano (Agilent technologies) (Aket gel d'agarose (B). Les ARNr eucaryotes
(28S, 18S) et bactériens (23S, 16S) sont indiqués.
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Figure 30 : Distribution des miRNAs dans les cell@s AGS témoins et infectées pa.
pylori.

L’expression des miRNAs, formulée en nombre de séges, a été mesurée par séquencage a
haut débit dans 2 conditions : les cellules AGSrébes et les cellules infectées parpylori. La
droite représente la courbe de tendance.



contamination lors de I'analyse de la qualité d&NA& purifiés (Figure 29). Cette analyse a
été réalisée par migration des ARNSs totaux deslleslisur des puces Agilent (Figure 29a) et
sur gel d’agarose (Figure 29b). Ces 2 expérieneangitent de visualiser 2 pics principaux
dans les cellules AGS, les ARNr 28S et 18S (Fidifia). Dans les cellules infectées, on
observe I'apparition de 2 pics supplémentairestespondant aux ARNr bactériens 23S et
16S. D’autre part, 581 séquences s’alignant avecAiRNs deMycoplasma hyopneumoniae

ont été identifiées. Les alignements par Blast amintré que ces 581 séquences
correspondaient a des sequences tres conservéeteshmocaryotes telles que les ARNr et
les ARNt. L’absence de contamination aux mycoplasm@ant été préalablement vérifiée, il

est donc probable que ces séquences appartienAeptyfori. (données non montrées).

La présence de ces séquences bactériennes estida daine sous-estimation du
nombre de miRNAs dans la banque ARN des cellulectides. En effet, pour un nombre
équivalent de séquences obtenues pour les 2 ba(fig&) séquences pour la librairie AGS1
(cellules infectées) contre 42590 pour la libraki&S2 (cellules non infectées), tableau 4,
p72), le nombre de miRNAs identifiés est largemiaférieur dans les cellules infectées
comparé aux cellules contréles (17808 miRNAs co6848 miRNAS, respectivement,
tableau 4, p72). Cette sous-estimation rend d#ficanalyse de la régulation des miRNAs au
cours de l'infection. Cependant, en comparant Imlme de séquences de chaque miRNA
dans les cellules infectées a celui observé damscddlules témoins, on observe que de
nombreux miRNAs sont faiblement exprimés (nombraélpuences < 200) et ne seraient pas
réguler au cours de I'infection (Figure 30). Cetbservation nous a permis de déterminer une
courbe de tendance. Ainsi, I'expression de la nitéjoiles miRNASs ne seraient pas affectés au
cours de l'infection paH. pylori (Figure 30). Cependant, un certain nombre de miRhN&Ase
situent pas sur la courbe de tendance (e.g miR+2MR;200b, let-7a, miR-372), suggérant
gue leur expression serait altérée au cours dedlion. Les résultats de ce séquencage nous
ont permis de confirmer la répression du miR-372caurs de l'infection. Par ailleurs,
d’autres miRNAs seraient régulés differemment. Baemple, miR-27b est également
réprimé au cours de l'infection. Par contre, letetaniR-200b sont induits. Pour un certain
nombre d’entre eux, nous avons pu confirmer cadteds par d’autres technigues comme le
northern blot et la RT-gPCR, et leur régulation estcours d’étude dans notre laboratoire.
Les résultats du séquencage n’'ont cependant passpee confirmer I'induction de miR-21
observée par Zhangt al. (Zhanget al, 2008) et nous-mémes par RT-gPCR (Figure 3,
Manuscrit en révision). On peut expliquer cetteepbation par des conditions expérimentales

différentes. En effet, I'induction du miR-21 a éléservée aprés 24 h d’infection, alors que le
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séquencage a haut débit a été réalisé aprés seulénte d’'infection. On peut donc faire
I'hypothése que l'induction du miR-21 serait un gedment tardif au cours de l'infection.

Ainsi, les résultats du séquencage a haut débleswellules infectées montrent que de
nombreux mMiRNAs seraient régulés au cours de Cinda, démontrant que les miRNAs
joueraient un réle important au cours de l'infesti@Cependant, ces résultats devront étre
confirmés, les mécanismes de régulation identiBésle rble des effecteurs bactériens

analysés.
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Chapitre 1l : La régulation du clustermiR-371-372-373.
1. Introduction.

Dans la derniere partie de nos travaux, nous aeotispris d’'identifier les mécanismes
impliqués dans la régulation de I'expression auster miR-371-372-373, notamment au
cours de linfection paH. pylori.

Alors que le role de celusterdans les cancers, ainsi qu’au niveau des celddashes
embryonnaires, est de mieux en mieux caractéris®, nhécanismes impligués dans sa
régulation n’ont toujours pas été identifiés. Efegfles propriétés oncogéniques duster
miR-371-372-373, notamment de miR-372&373, ontadédrement mises en évidence dans
plusieurs cancers (Voorhoeeeal, 2006; Huanget al, 2008; Leeet al, 2009), et nous avons
confirmé leur réle dans la prolifération des cefillAGS. De méme, son rble dans le
développement embryonnaire précoce a été caractékid'origine, miR-372&373 furent
identifiés dans les cellules souches embryonnaiwesaines (hES), ou ils sont abondamment
et spécifiguement exprimés (Seh al, 2004). Leur expression est par la suite rapidémen
réprimée au cours de la différenciation de cesilesl Ceclusterfait partie de la famille des
EEmIRC garly Embryonic microRNA clusterfamille conservée uniquement chez les
mammiféres placentaires (Figure 31) (Houbaatiyal, 2005). Son réle dans les cellules hES a
été peu étudié a cause des contraintes bioéthiquesprésente la manipulation de ces
cellules. Cependant, les fonctions de son homologugin, le cluster miR-290, est
maintenant bien connu dans les cellules souchesyemmires de souris (MES). lckuster
mMiR-290 est constitué de 7 miRNAs (Figure 31), notent les miR-291-3p, miR-294 et
miR-295, qui présentent la méme graine que miR-37&% suggérant que leurs fonctions ont
été conservees au cours de I'évolutionclbsterest tres abondant dans les cellules mES ou |l
représente plus de 70 % des miRNAs exprimés (Maesoal, 2008). lIs jouent un role
essentiel dans 'auto-renouvellement et la plugpoe de ces cellules en régulant leur cycle
cellulaire, notamment la transition G1/S (Judstmal, 2009; Wang and Blelloch, 2009). De
la méme maniére que miR-372&373 chez I'Homme, miR-3p, miR-294 et miR-295 sont
capables de réprimer LATS2, afin de permettre daenhouvellement des cellules mES.
Outre son réle dans la regulation du cycle celtalale cluster miR-290 serait également
impliqué dans le contrdle de la méthylation de IMDbservée au cours de la différenciation
des cellules mES (Benett al, 2008; Sinkkonermt al, 2008). La différenciation des cellules
souches embryonnaires s’accompagne d'un changemiestique au niveau de leur
transcriptome avec une répression de l'expressiea dgenes impliqués dans l'auto-
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Tableau 5 : Séquences des amorces utilisées.

Amorce Séquence Site c!e
restriction

5-Prom371 | AAAAGATCTCACGGTCTCACTCTGICC Bglll Clonage
Revi1-prom371] AAAAAGCT TAGCAATACT CACAGAGGCCAAT Hindlll pror?:)teur
R-LEF1mut | GCCACCCTGCTCCCAGAGATCCTAGCTTGCCTTAGTCAG
F-LEF1mut | TAAGGCAAGCTAGGATCTCTGGGAGCAGGGTGGCTTGGEG
F-LEF2mut | TGGGCTTTAATCCTATCTCTGT TGAGT GGGCTCTCACCCTATA
R-LEF2mut | GAGAGCCCACT CAACAGAGATAGGATTAAAGCCCACCCCTT Mutagénése
F-TATAmut | AGOGGGCTCTCACCCACTAGTAGAACGCAGCT GCAGTGAAC dirigée
R-TATAmut | CTGCAGCTGCGITCTACTAGT GGGT GAGAGCCCACTCAACT Soel
R-Splmut TCATTCCCCCTGGTCACT AGT CCAAGCCACCCTGCTCCCTT be
F-Splmut AGCAGGGT GGCT TGGACTAGT GACCAGGGGGAAT GAGAGGG
1FwprimiR371| ACCATTTTGATTGGGTGAGG
R2-prom371B | TTCTCTTCCTTTCACCATCTAAC PCR
F3-prom371B | GTTAGATGGT GAAAGGAAGAGAA bisulfite
R-primiRBisulf| TACATATCAATTATAACACCAAC
F1-prom371B | GGTAATTTTTGTATTTTTTTGGTAGAG
R1-prom371B | TCATCCACTCAACAAATATTTAAATA

Analyse HRM
F4 TTTGTGGGTTTTAAATGT GGAGTAT
R4 AAAACCTATACCCAAAACAATTTCC
M13Reverse | CAGGAAACAGCTATGAC Séquencage
M13Forward | GTAAAACGACGGCCAG TopoTA




renouvellement, notamment les facteurs de trartgmmipOct4, Sox2 et Nanog. Cette
répression implique des événements épigénétigogamnment un remodelage des histones et
une méthylation de 'ADN. Leluster miR-290 participerait activement & ce phénomene, e
contrélant I'expression du répresseur transcripbnretinoblastoma-like 2(rbl2), des
enzymes impliquées dans la méthylation de ’ADN,DINA méthyltransférases.

Au méme titre que les facteurs de transcriptiondD&ox2 et Nanog, les EEmIRC
jouent donc un role essentiel dans l'auto-renoevedint et la pluripotence des cellules ES.
Cependant, la régulation de leur expression etat#gsurs impliqués restent actuellement
inconnus. Les cellules AGS constituent donc unl @lgichoix pour I'étude daluster miR-
371-372-373.

Nos travaux ont montré que la répressionctlister miR-371-372-373 au cours de
l'infection était un phénomeéne tres rapide, ayant & une étape précoce de la biogénese des
mMiRNAs. En effet, le niveau de pri-miRNA chute degpde 70 % dans les cellules aprés
seulement 2 h d’infection (Figure 3C, manuscrit@rision). A partir de ces résultats, on peut
envisager 2 hypothéses concernant la régulatiorclaster au cours de linfection: une
régulation transcriptionnelle ou une régulation tgoenscriptionnelle, au niveau de la
maturation du pri-miRNA. Afin de répondre a cetteegtion, nous avons identifié et cloné le
promoteur putatif duwcluster miR-371-372-373 en amont d’'un gene rapporteur.sDamn
deuxieme temps, nous avons entrepris de le caismténotamment au point de vue des sites
de fixation de facteurs de transcription associé®ra activité. Cet outil nous permettra de

suivre son activité transcriptionnelle, notammantaurs de I'infection.
2. Matériels et Méthodes.

Les amorces utilisées pour les différentes PCR etutagénése dirigée sont listées dans
le tableau 5. Les amorces utilisées pour le sé@qgenbisulfite et 'analyse HRM ont été

dessinées avec le logiciel MethPrimer (Li and Dah002).

Plasmides Le plasmide pCR2.1-TOPQI] (Invitrogen) de 3,9 kb contient le géne
codant pour la sous-unité de la -galactosidaseffgal) dont I'expression est sous la
dépendance du promoteur Plac. L'actiBt@al d’une bactérie transformée avec ce plasmide
est révelée par la coloration bleue de la coloniprésence d’'un substrat chromogéne d¢& la
gal, le 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactogyoside (X-gal). Un site de clonage

multiple est situé dans ce gene. Le clonage d'émuence au niveau de ce site abolit
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I'expression d’'ung3-gal fonctionnelle dans les bactéries transforn@ex ce plasmide. En
présence de X-gal, ces colonies bactériennes oestelanches.

Les plasmides pGL3-basic (pGL3-b) de 4,8 kb et p@id@noter (pGL3-p) de 5 kb
(Dons du Dr. Cécile Duplaa, INSERM U828, Pessaaq}ieanent le gene codant la luciférase
firefly. Dans le pGL3-b, ce géne est dépourvu dammteur alors que, dans le pGL3-p, la
transcription de ce gene est sous la dépendanpmdchoteur SV40fimian virus 4D

Le plasmide pRL-SV40 (Proméga), utilisé comme tdénae transfection, contient le
géene de la luciféradeenillasous la dépendance du promoteur SV40.

Ces plasmides contiennent également un gene ceargse a I'ampicilline, ainsi qu’'une

origine de réplication bactérienne.

Séquencage de I'ADN génomique apres traitementisuwifie de sodium L’ADN
génomique (ADNg) des différentes lignées cellukiest extrait selon le protocole du kit
DNeasy (Qiagen). La concentration de '’'ADNg esked®&inée par mesure de I'absorbance a
260 nm (NanoDrop Technologies, Inc.)ug@ d’ADNg sont traités au bisulfite de sodium et
purifiés selon le protocole du kit Epit€dtisulfite (Qiagen). L’ADNg traité est dosé et 20§
sont utilisés pour la PCRPolymerase chain reactionlont le mélange réactionnel (0
contient 10 mM KCI, 10 mM (NEJ.SOy, 20 mM Tris-HCI (pH 8,8), 2 mM MgS£ 0,1%
Triton® X-100, 200uM dNTPs, 10 pmoles de chaque amorce (Tableau 5,gt)J deTaq
DNA polymérase (New England Biolabs). Apres ungeétaitiale de dénaturation, 2 minutes
(min) a 94°C, la PCR consiste a 30 cycles : 1®4°&€, 30 s a 54°C, 15 s a 72°C, puis a une
derniere étape 10 min a 72°C. Les produits de P@R ensuite clonés dans le plasmide
pCR®2.1-Top& selon le protocole du kit TOPO TA cloning (Invigen). Les produits de
ligation sont électroporés dans des bactéEesherichia coli (E. coli)XL1-Blue et ces
derniéres sont alors étalées sur milieu Luria-BeiaB) solide supplémenté avec 1Q00/ml
d’ampicilline et 1,6 mg de X-Gal puis incubées umgt a 37°C. Les plasmides sont ensuite
extraits des colonies blanches et les inserts gyaintiennent sont séquences (kit BigDye

Terminator v1.1, Applied Biosystems).

Analyse par HRM (High Resolution Meltb0 ng d’ADNg traité au bisulfite sont
analysés selon le protocole du kit EpifettRM (Qiagen). La PCR est réalisée sur un
thermocycleur Rotor-Gene Q (Qiagen) et consistena étape d’activation de ldaq
polymérase 5 min a 95°C suivie de 45 cycles : 58096°C, 30 s a 55°C et 10 s a 72°C. La
PCR est suivie d’'une analyse HRM de 65°C a 95°@ des incréments de 0,1°C.
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Clonage du promoteur putatif du cluster miR-371-373: Tout d’abord, les
différentes régions du promoteur putatif cluster miR-371-372-373 ont été amplifiées par
PCR a partir de 200 ng d’ADNg extrait des celllA&3S, selon un protocole standard de PCR
(Expand High Fidelit}*"> PCR System, Roche Applied Science). Aprés vétifinade la
taille des fragments obtenus, les produits de PGR purifiés selon le protocole du kit
Qiaquick PCR purification (Qiagen) et leur concatitm est déterminée par mesure de
'absorbance a 260 nm. Ces produits de PCR etdenptle pGL3-b sont alors digérés
pendant 2 h & 37°C par 20 U Bglll (New England Biolabs). Les produits de digestionts
alors purifies par phénol/chloroforme (v/v) et pp#€és avec 2 volumes d’éthanol, en
présence de 0,1 volume d’acétate de sodium 3M,gmenthe nuit a -20°C. Ces produits sont
ensuite digérés par 20 U #ndlll (New England Biolabs) pendant 2 h a 37°C et psitie
la méme maniere. Le plasmide doublement digéré pisest alors déphosphorylé pendant 1
h a 37°C par 0,5 U de CIE&lf Intestinal Alkaline PhosphatasBlew England Biolabs),
purifié par phénol/chloroforme (v/v) et précipit@aunuit a -20°C. Plasmide et inserts sont
alors resuspendus dans 0d'H,O et dosés au Nanodrop. Les inserts sont ligués kan
plasmide pendant 16 h a 16°C, avec un rapport neotdé 3 moles d’insert par mole de
plasmide. Le mélange de ligation contient 100 ng mlasmide pGL3-b digéré et
déphosphorylé, 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCLO mM DTT, 1 mM ATP, 2ug/ml BSA, 5
a 15 ng d’insert, et 400 U de T4 DNA ligase (Newgland Biolabs). 21 de la ligation sont
alors incubés 1 min a 4°C avec dQe bactéries électrocompétenkescoli XL1 Blue puis le
mélange subit un choc électrique de 2500V:gpendant 5 ms. 2501 de SOC sont alors
ajoutés et les bactéries électroporées sont insubdea 37°C sous agitation. 1/10 de cette
culture est étalée sur milieu LB solide supplémenté@mpicilline (10Qug/ml) et incubée une
nuit a 37°C. La présence des inserts est verif@eRCR sur colonies. Les plasmides sont
extraits selon le protocole du kit HP Genelute iRidsMidiprep (SIGMA) et les inserts qu'ils
contiennent sont séquenceés (kit BigDye Terminatot vApplied Biosystems).

Mutagénese dirigée par PCR.e mélange réactionnel de la PCR (&0contient 10 ng
de plasmide parental, 208 dNTPs, 20 mM Tris-HCI (pH 8,8), 2 mM MgS010 mM KCl,
10 mM (NH,),SQs, 0,1 % Tritof X-100, 0,1 mg/ml BSA, 10 pmoles de chacune des
amorces, et 2,5 unités (U) &u TurboDNA polymerase (Agilent Technologies). Apres une
étape initiale de dénaturation, 2 min a 95°C, |&R®nsiste a 30 cycles de 30 s a 95°C, 1
min a 60°C, 1 min/kb a 72°C, puis a une dernieapetlO min a 72°C. Les produits de PCR

sont ensuite incubés pendant 1,5 h avec 20 Wplad (Invitrogen) afin de dégrader le
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Figure 32 : Identification du promoteur putatif du clustermiR-371-372-373.

A. Représentation schématique du locus génomique ramttéecluster miR-371-372-373,
ainsi que la région en amont, comme visualisée lsuUCSC Genome Browser. La
conservation de ces régions chez les mammiféreemiares est également représentée. La
localisation des régions F1 et F2, et des miR-372,et 373 est indiquée.

B. Séquence de la région F1. La région surlignée septé la région conservée chez les
mammiféres placentaires. La boite TATA, ainsi qaiesite Spl sont indiqués en rouge et
bleu, respectivement.



plasmide parental méthylé ubdes produits de PCR sont alors transformés desbdctéries
chimiocompétente€. coli XL1 Blue selon un protocole standard. Les bactégnessi
transformées sont étalées sur milieu LB solide Eupenté avec 10(g/ml d’ampicilline et
incubées une nuit a 37°C. La mutagénese des plasnextraits des colonies obtenues est
vérifiée par digestion enzymatique et séquencageBigDye Terminator v1.1, Applied

Biosystems).

Culture cellulaire et Transfection La veille de la transfection, les cellules sont
ensemencées dans des plaques 24 puits (Nunc) @n rdies 80000, 80000 et 300000
cellules/puits pour les cellules AGS, HelLa et MKHI-Tespectivement. Le lendemain, 150 ng
de plasmide et 5 ng de plasmide contrdle pRL-S\6#@ sansfectés dans ces cellules selon le
protocole de la lipofectamine 2000 (Invitrogen).rdpg 6-7 h d’incubation, le milieu est
changé. Les activités des luciférases fireflyRenilla sont mesurées, 24 h ou 48 h apres la
transfection selon le protocole du kit Dual lucifee (Promega). L’activité de la luciférase
firefly est normalisée par rapport a celle de leiferaseRenilla, controle d’efficacité de

transfection.
3. Reésultats.
3.1 Identification et clonage du promoteur putatif du clustermiR-371-372-373.

Afin d’'identifier le promoteur putatif de cguster, nous avons réalisé une analyse bio-
informatique de la région chromosomique contenaistuster miR-371-372-373. Celuster
est situé sur le chromosome 19 au niveau de lagbdBg41. L’'analyse de la conservation de
séquence chez les mammiferes nous a permis dii@éentne région tres conservée d’environ
300 pb située 700 pb en amont du miR-371 (Figued.32a caractéristique la plus évidente
de cette région est la présence a son extrémitu8’ motif TATATAAG qui correspond a
une boite TATA canonique. Cette boite TATA est pidement conservée chez les
mammiféres. Comme nous I'avons abordé dans linictodn, la transcription de la majorité
des miRNAs est contrélée par ’'ARN polymérase lai(€t al, 2004; Leeet al, 2004). Dans
la premiere partie de ce travail, I'utilisation daiamorce oligo(dT) lors des transcriptions
inverses réalisées sur le pri-miRNA démontre lsgmée d’'une queue poly(A) a I'extrémité
3’ de ce pri-miRNA, le pri-miRNA ne présentant mhesrégion poly(A) dans sa séquence. A
partir de cette observation, on peut donc fairgddthese que la transcription dstermiR-

371-372-373 est contrblée par 'ARN polymérase Llh présence de cette boite TATA
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Figure 33 : Activité transcriptionnelle de la région F1 dans différentes lignées
cellulaires.

Les différentes constructions pGL3-b, pGL3-p, FE2bnt été transfectées dans les lignées AGS (A),
MKN-74 (B) et HelLa (C), puis l'activité luciférasa été dosée 24 h apres transfection. Les
histogrammes représentent I'activité relative deitaférase firefly, normalisée par rapport a cele

la Renillaet comparée au pGL3-b. Les données représentatives expérience sont présentées.



putative constitue un argument supplémentaire weufad’une transcription pol Il dépendante
et suggere que cette région conservée pourraitittersle promoteur basatgre promotey
de cecluster.

Afin de vérifier cette hypothése, nous avons ekipar PCR, a partir de 'ADNg des
cellules AGS, 2 régions, que nous avons ensuiteécen amont d’'un gene rapporteur, la
luciférase firefly, dans le vecteur d’expressionL& dépourvu de promoteur. La premiere
construction, nommée F1, contient la région coréile 300 pb, ainsi que les 80 et 280 pb
situées en 3’ et 5’ de cette région, respectivememtdeuxieme construction, nommée F2,
contient la région située entre la région F1 gireemiR-371. A la différence de la région F1,
cette région n’est pas conservée chez les mammif@es 2 constructions, ainsi que les
vecteurs controles pGL3-b dépourvu de promoteysGi3-p, dans lequel la transcription du
géene codant la luciférase firefly est sous la ddproe du promoteur du SV40, ont été
transfectés dans des cellules AGS et l'activitdadkiciférase firefly mesurée. Les cellules
transfectées avec le vecteur F1 ou avec le vectréle pGL3-p présentaient une activité
luciférase 40 et 60 fois plus élevée, respectivepuamparée aux cellules transfectées avec le
plasmide témoin pGL3-b dépourvu de promoteur (Kig@3a). Ce résultat démontre
clairement que la région F1 contient un élémernistativateur de la transcription du gene
rapporteur. Par ailleurs, aucune activité luciféraggnificative n'a été observée dans les
cellules transfectées avec le vecteur F2 (Figusg.33ar conséquent, cette région ne permet
pas la transcription du gene rapporteur. Les travdiHoubaviy et al. concernant le
promoteur dwclustermiR-290 ont montré que, chez la souris, cetteorégituée entre la boite
TATA et le pre-miR-290-5p était transcrite puis $g@ie du pri-miRNA (Houbavigt al,
2005). Ceclusterétant conservé chez les mammiferes, on peut énéiypothése que, de la
méme maniére que chez la souris, cette régionitagéeschez 'Homme dans le pri-miRNA.
Des résultats de RT-PCR nous ont permis de confique cette région était effectivement
transcrite (données non montrées).

Ces résultats suggerent que la région F1 contfésttigement le promoteur putatif du
clustermiR-371-372-373. La région conservée et préseats th séquence F1 constituerait
donc le promoteur basal diuster.

Nos travaux ont montré que I'expression auster miR-371-372-373 était spécifique
aux cellules AGS. Alors que aduster est fortement exprimé dans les cellules AGS, nous
avons détecté une expression significative delusteruniquement dans 2 autres lignées : la
lignée MKN-74 d’origine gastrique et la lignée C&al'origine intestinale (cf. chapitre ).
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Cependant, cette expression est relativement fatbden fonctionnelle dans le cas des MKN-
74, LATS2 étant facilement détectable par Westéwhdans ces cellules (Figure 2, Manuscrit
en révision). Afin de vérifier si I'activité trangptionnelle de la région F1 était également
spécifique des cellules AGS, 2 autres lignées le¢les ont été transfectées avec le vecteur
F1: la lignée HelLa d'origine cervicale, qui n'expe pas leclustermiR-371-372-373, et la
lignée MKN-74, qui I'exprime faiblement. De maniésarprenante, ces 2 types cellulaires
présentaient une activité luciférase (Figure 33p&f) : I'activité mesurée dans les cellules
Hela était identique a celle mesurée dans lesleslnNGS (Figure 33c, p80), tandis que celle
des cellules MKN-74 était inférieure de 50 % (Feg38b, p80). Par conséquent, la région F1
permet également I'expression du géne rapportas s lignées MKN-74 et Hela.

On peut donc conclure que la région F1, contermprdmoteur basal, ne permet pas
d’expliquer la spécificité d’expression adluster miR-371-372-373 observée au niveau des
cellules AGS. Par conséquent, on peut formuleriglus hypothéses concernant la régulation
de I'expression de cgusterdans ces lignées cellulaires :

- Présence de mutations « gain de fonction » danadeales cellules AGS ou perte de
fonctions dans les autres lignées. Cependant, daes€age diwcluster miR-371-372-373,
ainsi que de la région F1, n'a pas permis de metirévidence la présence de mutations au
niveau de '’ADNg de ces différentes lignées (dosngan montrées).

- Présence d'une séquence génomique régulatricedieols région F1. L'analyse bio-
informatique des séquences a proximité de la réGibme nous a pas permis de mettre en
evidence d'autres régions conservées de manienafisagive parmi les mammiféres
placentaires.

- Implication de phénomenes épigénétiques, notamdela méthylation de 'ADN. En
effet, I'altération de la régulation épigénétique Itexpression des génes est frequemment
observée au cours de pathologie telle que le caatdrnous a paru important d’évaluer ce
mécanisme dans les cellules AGS, MKN-74 et Cacefimant des taux variables du pri-
miR-371-372-373.

3.2 Etude de la méthylation duclustermiR-371-372-373.

Le clustermiR-371-372-373 est spécifiguement exprimé dansdédules hES, puis son
expression disparait rapidement au cours de l&rdiitiation de ces cellules (Seh al,
2004). Son expression a également été détectédedplasenta et de maniere trés faible dans
les testicules et I'estomac (Liangt al, 2007). La différenciation des cellules hES
s’accompagne d’'un bouleversement de I'expressioigge, avec notamment une extinction
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Figure 34 : Identification des flots CpG potentielsiu cluster miR-371-372-373.

(A) La recherche des ilots a été réalisée par leiditethPrimer (Li and Dahiya, 2002). La
courbe représente le pourcentage de GC dans lanrélyi cluster miR-371-372-373 en
fonction de la distance en pb de I'extrémité 5'slibvts CpG sont encadrés en rouge. Le
positionnement de la région F1 et des miR-371,8773 est représenté par un trait noir.
(B) Principe de la conversion des cytosines non méshplar le bisulfite de sodium. La
réaction en 3 étapes comprend une sulphonatioa dgdsine [1] suivie d’'une désamination
[2] de la cytosine, puis de la désulphonation de dileainsi formée [B



des genes impliqués dans la pluripotence et l'eemouvellement de ces cellules. Les
mécanismes épigénétiques jouent un rdle esserdied de processus. L'épigénétique est
'étude des modifications héréditaires et réveesbe I'expression des genes, qui se
produisent sans altération de la séquence printlerd ADN génomique. Ce phénoméne
implique plusieurs mécanismes tels que les motdiifica post-traductionnelles des histones,
le positionnement des nucléosomes sur 'ADNg eméthylation des cytosines de ’ADN
(pour revue : (Bernsteimt al, 2007)). Généralement, ces modifications ont biewant la
différenciation et sont transmises de maniere stal cours des divisions cellulaires. La
méthylation de '’ADN est certainement la modificatila plus étudiée chez les mammiféres.
Elle est contrblée par des enzymes notamment |eI RNDNA methyltransférasgsElle
consiste en une modification covalente des résmgsines au niveau des dinucléotides
CpG. Ces dinucléotides CpG ne sont pas distribedgaahiére aléatoire dans le génome, mais
se concentrent au niveau de régions, nomméesGa® ou au niveau de larges séquences
répétées telles que les centroméres. Ces ilotssbporéférentiellement retrouvés au niveau
des promoteurs des genes ou leur méthylation inmhg@itrépression transcriptionnelle durable.
Ainsi, 60 % des promoteurs humains contiennentairCipG. La majorité de ces flots ne sont
pas méthylés dans les cellules ES et le deviermemours de la différenciation cellulaire.
Ainsi, les promoteurs des genes codant les factdardgranscription impliqués dans le
maintien de la pluripotence des cellules, Oct-Ma&hog, sont rapidement méthylés au cours
de la différenciation des cellules ES. L’altératid® ce processus joue un role essentiel au
cours de la carcinogénése (pour revue : (JoneBaylth, 2007; Sharmat al, 2010)).

Par conséquent, nous avons recherché la préseilots dCpG dans une région
chromosomique de 2,5 kb comprenantlester miR-371-372-373 ainsi que la région F1.
L’analyse bio-informatique (MethPrimer, (Li and Dxyn, 2002) a révélé la présence de 3 ilots
potentiels dans cette région (Figure 34a). Le peeiihdot, CpG1, de taille modeste {30 pb)
est situé en 5’ de la région F1. Les 2 autres,iop52 et 3, de 180 et 300 pb respectivement,
sont situés a l'intérieur dcluster. L'1lot CpG2 est situé entre les pre-miR-371 e2 3andis
gue Ilot CpG3 recouvre les pre-miR-372 et 373ubl@vons alors entrepris d’analyser le
profil de méthylation de ces filots dans les cedubeGS, ainsi que dans d’autres lignées
cellulaires. Nous avons utilisé la technique déemaent de ’ADNg au bisulfite de sodium.
Ce compose induit une conversion des cytosinesmathylées en uracile, par un mécanisme
présenté dans la figure 34b. Lors de la PCR qgui $uracile est reconnue par [daq
polymerase comme une thymine. La présence d’unpgroent méthyle en position 5 de la
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Figure 35 : Analyse de la méthylation des ilots CpG 2 et 3 dans les différentes
lignées.

Les llots CpG1, 2 et 3 ont été amplifiés par PQbadir de '’ADNg traité au bisulfite de sodium de

différentes lignées cellulaires.

(A)

Les produits de PCR ont été clonés et séquencéscéreles représentent les dinucléotides

CpG présents dans les Tlots : noir, méthylé ; hlann méthylé. 5 clones bactériens ont été ségaencé
par lignée cellulaire. Le pourcentage représentd& moyent écartype de méthylation des flots

CpG2 et 3.
(B)

Analyse HRM des Tlots CpG1l et 2 dans différenigaéles. La courbe de dénaturation

thermique représente l'intensité normalisée derflscence en fonction de la température.



cytosine empéche cette conversion. Les ilots amts atté amplifies par PCR a partir de
’ADNg ainsi traité, clonés et séquences.

Dans les cellules AGS, les ilots CpG2 et 3 présente tres faible taux de méthylation,
2,2 % et 6,8 % respectivement (Figure 35a). A Birse, ces ilots sont fortement méthylés
dans les lignées MKN-74 (CpG2 : 97,8 %, CpG3 : 98)%t Caco-2 (CpG2 : 71,1 %, CpG3:
87,7 %). Ces taux de méthylation dans ces lignélislaires correlent parfaitement avec les
niveaux d’expression observés dans ces cellulemutt® part, I'llot CpG1 est méthylé dans
toutes les lignées testées, y compris dans ladeglAGS (données non montrees).

Ces résultats ont été confirmés sur les ilots CptGA par une analyse HRM (Figure
35h). Cette technique associe une PCR, a partiAB&g traité au bisulfite de sodium et en
présence d’'un intercalant fluorescent, et une déatdn thermique des produits de PCR
permettant de déterminer leur Tm. Cette technicgieegtrémement sensible et permet de
distinguer des produits de PCR ne différant quael’seule paire de base. Ainsi, les produits
de PCR d'lot CpG non méthylé seront plus richeshgmine. Par conséquent, leur Tm sera
inférieur a celui des produits de PCR des ilots @péEhylés, riches en cytosines. Concernant
I'flot CpG1, aucune différence significative de Tma été observée entre les différentes
lignées cellulaires (Figure 35b). Les résultatssdguencage ayant montré que cet ilot était
méthylé dans les cellules AGS, on peut donc coadjuril est fort probable que cet flot soit
également méthylé dans toutes les autres lignéasete Concernant I'llot CpG2, on observe
gue les produits de PCR des cellules AGS présentedim nettement inférieur (< 2°C) par
rapport aux autres types cellulaires (Figure 3Bia). comparaison aux résultats obtenus lors
du séquencage, on peut donc conclure égalemenadigaée AGS est la seule lignée testée
ou I'llot CpG2 n’est pas méthylé.

Ces résultats préliminaires constituent un bonraegu pour expliquer les différences
d’expression dclustermiR-371-372-373 observées entre les lignées eg@id. En effet, le
taux de méthylation des flots CpG2 et 3 correlenfgitement avec le niveau d’expression
des miR-372&373 dans les différents types cellaiiiSeules les cellules AGS, ou ces Tlots
ne sont pas meéthylés, présentent une trés forteessipn ducluster miR-371-372-373. Par
contre, Illot CpG1 ne serait pas impliqué dansileeau d’expression de cduster On peut
donc faire I'hypothese que la spécificité d’exprassie ceclusterde miRNAs au niveau des
cellules AGS pourrait étre directement liée auxxtde méthylation de 2 flots CpG situés
entre les pre-miR-371 et 372 et recouvrant lesnpRR-372 et 373.
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Figure 36 : Mutagénese des différents sites poteals de facteurs de transcription.

Les différents plasmides ont été transfectés demsdllules AGS puis l'activité luciférase a
été dosée 24 h apres transfection. Les histogramemésentent I'activité relative de la
luciférase firefly, normalisée par rapport a celéelaRenillaet comparée au vecteur F1. Les
données représentées sont la moyen@eart-type de 3 expériences indépendantes. **<: p
0,001.

Tableau 6 : Liste des sites putatifs d’'interactiorde facteurs de transcription dans la

région F1
Facteurde | g papye | Similarite de Séquence Conservatiof
transcription matrice
LEF1/TCF + 0,962 ctag@AAAgggagce H, Ch
SP1 + 0,923 ctt§GGCg@gacc E
Kruppel-like + 0.929 gggtggga&GGQAgggct H
factor
LEF1/TCF + 0,962 atccta AAAgttgag H
Boite TATA + 0,927 ccctBATAagaacgca E

4+, brin positif ; -, brin négatif.

® La similarit¢ de matrice est définie par le logididatinspector (Carthariust al, 2005). Valeur
minimum, 0 ; valeur maximum, 1.Une similarité > @8 considérée comme « bonne ».

¢Séquence correspondant a une matrice de Matinspeetwbases en lettre capitale correspondent a
la séquenceore référencée dans ce logiciel. Les bases en roygésentent la séquence consensus
du site de fixation du facteur de transcription.

d Conservation des sites : H : Homme, Ch : ChevaE&hériens.



3.3 Caractérisation du promoteur putatif du clustermiR-371-372-373.

Nous avons identifié et cloné le promoteur puthsifal ducluster miR-371-372-373.
Afin d'identifier les acteurs impliqués dans larsaription de celuster, une recherche bio-
informatique des sites potentiels d’'interaction fdeseurs de transcription a été réalisée sur la
région F1 en utilisant le programme Matinspectoer{@natix Software GmbH). Cette
recherche a permis d’identifier un certain nombeesdes potentiels (Tableau 6). Dans une
étude préliminaire, nous nous sommes focaliség sites, une boite TATA et un site riche en
dinucléotides GC, site d’ancrage du facteur destaption Spl (Figure 32b, p79). Ces 2 sites
sont conservés chez les mammiferes placentairapjiciggere une fonction importante. Le
facteur de transcription Spl est une protéine egeide maniére ubiquitaire, qui peut activer
ou réprimer la transcription d’'un grand nombre dmes impliqués dans de nombreux
processus tels que la prolifération cellulairejiféérenciation, 'apoptose, la réponse immune
(pour revue : (Tan and Khachigian, 2009)). Il easpable d’interagir avec de nombreux
facteurs de transcription, des composants de lahimaxte basale de transcription, mais
également avec des facteurs de remodelage dedmatine tels que Idsistones déacétylases
(HDAC).

Afin de déterminer 'implication de ces 2 sites sldiexpression dweluster, nous avons
réalisé une mutagénése dirigée de ces sites damestlur rapporteur F1. Ces vecteurs mutés
ont alors été transfectés dans les cellules AG%@tvité luciférase a été mesurée (Figure
36). La mutation de la boite TATA provoque une i importante (85 %) de I'activité
luciférase dans les cellules transfectées. La pcésale cette boite TATA est donc
indispensable pour I'expression de la luciférase ni®@me, la mutation du site Sp1 induit une
diminution de 50 % de l'activité luciférase dans tellules. Enfin, la double mutation de la
boite TATA et du site Spl provoque une réductioroea plus importante (95%) de l'activité
luciférase par rapport aux simples mutations. Out p®nc conclure que ces 2 sites sont
indispensables a l'expression du gene rapportear. dnséquent, ces 2 sites seraient
impliqués dans I'expression dlustermiR-371-372-373.

Ainsi, nos résultats, bien que préliminaires, memtque les mécanismes épigénétiques
joueraient un réle important dans la régulatior’egression dicluster371-372-373. Toute
dérégulation de ces mécanismes conduirait a I'espye fortuite de ces miRNAs, et aurait
des conséquences dramatiques pour la cellule lpsneant, a cause de leurs propriétés
oncogéniques. Nos travaux sur la régulation duster miR-371-372-373, bien que
préliminaires, constituent la premiere caractéosatu promoteur putatif de cduster.
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1. La spécificité d’expression duclustermiR-371-372-373.

L’expression des miR-372&373 dans les tumeurs sigoed est un événement rare.
Leur expression a été détectée dans des cancetsstiesles, de I'oesophage ainsi que de la
thyroide (Voorhoeveet al, 2006; Leeet al, 2009; Rippeet al, 2010). Les résultats du
séquencage a haut débit nous ont permis de décaueile miR-372, membre dtluster
miR-371-372-373, était le miRNA le plus abondanmgites cellules AGS. Nos travaux ont
permis de confirmer que lguster miR-371-372-373 est exprimé de maniere abondante e
surtout spécifique dans la lignée gastrique AGS. cbnstituent le premier exemple de
I'expression de celusterdans un cancer gastrique.

Parmi I'ensemble des lignées d’origine gastriqueaotres que nous avons testées,
'expression des miR-372&373 n'a pu étre mise emaénce uniquement dans les cellules
gastriques MKN-74 et coliques Caco-2. Cependaekplession de ces miRNAs est trés
faible et probablement non fonctionnelle. En effé&§TS2 est facilement détectable dans les
cellules MKN-74 et de maniére aussi abondante gqus tes cellules Hela, qui n’expriment
pas miR-372&373 (Figure 2, Manuscrit en révisiddgr ailleurs, nous n'avons pas détecté
ces 2 miRNAs dans des extraits d’ARNs de tumeussrigaes ou d’estomac sain. Outre les
cellules hES, l'expression de aduster a également été détectée dans le placenta, les
testicules et I'estomac (Liangt al, 2007). Nos conditions expérimentales ne nouspast
permis de confirmer ces résultats dans des exuld#R®Ns d’estomac sain. Au vu de ces
résultats, on peut se demander si I'expressionlukter miR-371-372-373 dans les cellules
AGS reflete une réalité biologique ou si cette egpion est apparue au cours de la
transformation de ces cellules. Ripgteal ont montré que I'expression aluster miR-371-
372-373 dans certains adénocarcinomes de la tleyrétait associée a un réarrangement
chromosomique de la région 19q13.4, contenant notamhleclustermiR-371-372-373 et le
C19MC (Rippe et al, 2010). Outre les miR-372&373, ce réarrangemerdvquuait
également I'expression des miRNAs du C19MC. llpest probable gu’un tel réarrangement
ait eu lieu dans les cellules AGS, car nous n'ayuass détecté I'expression des miRNAs du
C19MC, notamment miR-520d, par RT-gPCR et séquengadnaut débit. D’autre part,
'expression des miR-372&373 a également été mise2\edence au niveau de tumeurs
germinales de testicules, notamment de carcinomésyennaires (Voorhoevet al, 2006).
Ces auteurs ont montré que I'expression de miR-373& était suffisante pour la
transformation de cellules primaires. En inactivianvoie de réparation de '’ADN contrblée

par p53, ces miRNAs prédisposaient les cellulem@ tolérance vis-a-vis des mutations
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oncogeéniques et, par conséquent, a 'accumulatévedements carcinogenes. L'expression
de ces miRNAs, au niveau des cellules de tumeursigales, ne serait pas simplement une
réminiscence de leur phénotype de cellule ES, maisstituerait plutdt un événement
sélectionné au cours de la carcinogénése. Il st dmbable que I'expression dluster ait
constitué un événement primaire lors de la transftion des cellules AGS.

Par ailleurs, Lianget al. ont détecté miR-373 dans I'estomac (Liatcal, 2007), mais
'expression de ce miRNA était tres faible. Cesvdarax ont été réalisés a partir d’ARNs
extraits de la muqueuse gastrique, qui contienhal@breux types cellulaires différents,
notamment des cellules épithéliales. On peut damettée I'hypothese que I'expression de ce
clusterde miRNAs soit restreinte a un type cellulairetipalier au niveau de I'estomac. Ces
miRNAs étant impliqués dans l'auto-renouvellementieemaintien de la pluripotence des
cellules souches, on peut imaginer quellstermiR-371-372-373 soit exprimé au niveau des
cellules souches de I'épithélium gastrique, legg@niteurs gastriques. Comme nous l'avons
suggéré dans la discussion du manuscrit en réyisi@pression de adusterau niveau des
progéniteurs gastriqgues au cours de l'infectionstitirerait un mécanisme développé phar
pylori, afin d’altérer le renouvellement de I'épithéligastrique.

Nous avons envisagé de vérifier I'expressiorchister miR-371-372-373 au niveau de
la muqueuse gastrique par hybridatiansitu a partir de biopsies de patients (collaboration
Christine Varon, INSERM U853). Cette technique dévmous permettre de vérifier
'expression de ces miRNAs au niveau de I'estontagventuellement d’identifier les types
cellulaires exprimant ces miRNAs. Dans le cas ousnconfirmerions I'expression de ces
mMiRNASs au niveau de la muqueuse gastrique, nous@uaialors envisager une étuderivo
chez la souris ou la gerbile de Mongolie, afin dafecmer la répression deluster miR-290,

I’lhomologue murin delustermiR-371-372-373, au cours de l'infection parpylori.

2. Larégulation du clustermiR-371-372-373.

Identifier les mécanismes gouvernant I'expressionchlister miR-371-372-373 est
essentielle afin de comprendre leur dérégulatiorc@auwrs de linfection paH. pylori. La
répression de celusterau cours de l'infection a lieu précocement, aeaivdu pri-miRNA.
Ce résultat permet d’envisager une régulation a&aaui de la transcription dtiusterou au
niveau de la maturation du pri-miRNA. Afin de rédom a cette question, nous avons
entrepris de caractériser le promoteur dluster miR-371-372-373. Nos résultats
préliminaires ont mis en évidence qu’une régionseovée chez les mammiféres euthériens,

située en amont de la région codant le pri-miRNArngettait I'expression d’'un gene
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rapporteur et correspondrait au promoteur putatitldster L’analyse bio-informatique de
cette région a mise en évidence la présence dgugisées particulierement conservées : une
boite TATA et un site riche en GC. La mutagénésigél de ces sites a confirmé leur rble
essentiel pour I'activité transcriptionnelle deteeggion. Ces sites font partie des séquences
consensus reconnues par la machinerie transcgil@nbasale. La boite TATA est reconnue
par la protéine TBPTATA box binding protejn co-facteur de 'ARN polymérase I, tandis
gue le site riche en GC est reconnu par le faateuranscription Spl. Ce facteur, exprimé de
maniére ubiquitaire, est impligué dans de nombrptocessus tels que la prolifération,
'apoptose, la différenciation et la réponse immuypeur revue : (Tan and Khachigian,
2009)). Il est capable d’interagir avec de nombriagxeurs de transcription tels que c-myc, c-
Jun ou STATL1, mais également avec des protéinetigmées dans le remodelage de la
chromatine tels que p300 et les HDACG4Hstone deacetylasgsL’implication de Spl dans
'expression ducluster miR-371-372-373 pourra étre vérifiée par des aepées de Chip
(Chromatin immunoprecipitation D’autre part, la boite TATA est située en géhéran
environ une trentaine de paires de bases du sidgiation de la transcription (TSS). Nous
avons entrepris d’identifier le TSS dlusteren utilisant les techniques d’extension d’amorce
et 5’-RACE Rapid amplification of cDNA enfs

Plusieurs travaux ont déja relaté le clonage etdeactérisation de promoteur de
MiRNAs présentant une expression spécifique deaiosrttissus (Barroso-delJesas al,
2008; Avnit-Sagiet al, 2009). Barroso-delJeses$ al ont notamment cloné et caractérisé le
promoteur ducluster miR-302. De la méme maniere que drister miR-371-372-373,
I'expression de celusterde miRNAs est spécifique des cellules hES et spmession est
réprimée au cours de la différenciation. En clotemromoteur de celusterdans un vecteur
rapporteur, ces auteurs ont réussi a reproduispéaificité d’expression de aduster au
niveau des cellules hES, ainsi que sa répressiaroans de la différenciation. L'expression
de ceclusterdépendait des facteurs de transcription spécsigies cellules hES, notamment
Oct-4 et Nanog. Nos résultats montrent que la rédgiw promoteur putatif daluster miR-
371-372-373 ne suffit pas a expliquer la spécdiatexpression dwluster au niveau des
cellules AGS. En effet, cette région permet I'essien du géene rapporteur dans des lignées
cellulaires n’exprimant pas (les cellules HelLa)tms faiblement (les cellules MKN-74) le
cluster miR-371-372-373. Nos résultats confirment ceux allblaviy et al obtenus sur le
promoteur diwclustermiR-290, I’'hnomologue murin dalustermiR-371-372-373 (Houbavigt
al., 2005). Ces auteurs n’avaient pas retrouvé laifsptgc d’expression dwcluster miR-290

apres clonage de son promoteur dans un vecteusntepp
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Ainsi, 'ensemble de ces résultats suggere qudabtsurs de transcription spécifiques,
tels que les facteurs des cellules souches OceaApflou Sox-2, ne sont pas requis pour la
transcription basal des EEmIRCs.

A l'origine, ceclustera été identifié comme un marqueur spécifique adlsiles hES
(Suhet al, 2004). Son expression est rapidement réprimésoars de la différenciation de
ces cellules. La différenciation des cellules hEB8®mpagne d’'une modification majeure de
leur transcriptome, avec une répression de I'egprasdes genes impliqués dans le maintien
de la pluripotence de ces cellules et une expmesdies genes de différenciation. Ce
bouleversement met en jeu des phénomeénes épigéestigls que la méthylation de 'ADN
et les modifications des histones, qui vont abautim remodelage de la chromatine. Nous
avons montré que la forte expressionctitstermiR-371-372-373 dans les cellules AGS était
corrélée avec I'absence de méthylation de 2 1l@& @résents au niveau des pre-miR-372 et
373. De méme, la faible expression de ces miRNA® des cellules MKN-74 et Caco-2
coincide avec la méthylation de ces flots CpGstlldmnc fort probable que la répression du
clustermiR-371-372-373 au cours de la différenciation deltules hES soit régulée par des
phénomenes épigénétiques, dont la méthylation ABN. Il serait donc intéressant de
confirmer le réle de la méthylation de ces ilotGCqans I'expression daluster miR-371-
372-373, notamment en traitant les cellules MKN-&#ou Caco-2 avec la 5-Aza-2'-
Desoxycytidine, un inhibiteur des DNMTs. Une étuéeente a montré que le traitement des
cellules MKN-74 avec ce composé augmentait de plisll fois I'expression des miR-
372&373 dans ces cellules (Suzuét al, 2010). Il faudra donc confirmer que cette
augmentation d’expression est associée a la détatitimyde ces 2 ilots CpG dans les cellules
MKN-74 traitées.

Ces résultats préliminaires suggerent que la réjresle I'expression daluster miR-
371-372-373 dans les cellules, notamment au coersaddifférenciation, aurait lieu par
remodelage de la chromatine, avec formation d’bétéomatine au niveau du locus. Ce
remodelage est associé aux modifications épigaredique peut subir TADN génomique
telles que la méthylation de I'ADN ou les modificais post-traductionnelles des histones.
L’implication de ces événements dans la régulatien’expression deluster miR-371-372-
373 au cours de I'infection p#ét. pylori devra étre analysée. Le remodelage de la chromatine
pourra étre analysé au cours de l'infection par degériences de CHIPs, en utilisant
notamment des anticorps spécifigues de certainedificagions d’histones associées a
I'activation ou a la répression de la transcriptiDe plus, le réle de CagA devra étre analyseé.

Plusieurs travaux ont déja montré des modificatijpost-transcriptionnelles des histones au
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cours de l'infection paH. pylori (Fehri et al, 2009; Dinget al, 2010). Cependant, ces

modifications ne dépendaient pas de la toxine CagA.

Par ailleurs, on ne peut pas exclure la présenaeedséquence régulatrice en dehors de
la région promotrice que nous avons cloné. Sonmalesge notre vecteur rapporteur contenant
le promoteur putatif pourrait expliquer I'expressidu géne rapporteur dans des lignées
n'exprimant pas lelustermiR-371-372-373. La présence d’une région régaaourra étre

recherchée en clonant des régions de plus graitidestauées en amont dluster.

Enfin, la régulation dwluster au cours de l'infection pourrait avoir lieu a uéepe
post-transcriptionnelle, notamment au niveau denpRNA. Houbaviyet al ont montré que
le pri-miRNA du cluster miR-290 subissait un épissage (Houbaeiyal, 2005). La région
épissée était située entre le promoteur putatifldsteret le pre-miR-290. Notre analyse bio-
informatique a permis de confirmer la présenceateeaégion dans leluster miR-371-372-
373 entre la région F1 et le pre-miR-371. La trapson de cette région a été confirmée par
RT-PCR (données non montrées). L'épissage de amten devra cependant étre confirmé
par la technique dBNAse protection assgqiRPA). L'épissage du pri-miRNA est peut étre
nécessaire pour que ce dernier soit maturé parhBrdsn effet, des travaux ont montré que
I'épissage du pri-let-7 était requis pour I'expreesdes miRNAs matures (Bracket al,
2004). Afin d'étudier le role de cet épissage deEnsaturation du pri-miRNA et son lien
potentiel avec la répression dlusterau cours de I'infection, cette région pourra &mnée
en amont d’'un gene rapporteur. L’expression du gapporteur pourra étre ainsi facilement

analysée et I'épissage pourra étre suivi par RT-BORPA.

Ces travaux, bien que préliminaires, représentantpiemiere caractérisation du
promoteur putatif ducluster miR-371-372-373. Son clonage dans un vecteur r&gmo

constitue un outil adéquate afin d’étudier les méraes mis en jeu.

3. Rdle de la toxine CagA dans la répression delustermiR-371-372-373.

La cytotoxine CagA constitue le facteur de virukemeajeur deH. pylori. Sa présence
dans une souche est associée a des risques aecdévelopper des pathologies séveres,
notamment les ulcéres peptigues et les adénocaremogastriqgues. Le rdle de cette
oncoprotéine au cours de l'infection ainsi que isésractions avec les voies de signalisation
cellulaire sont de mieux en mieux caractériséestillsation de mutants isogéniques de

pylori mutés pour la toxine CagA (mutak€agA) ou pour le SST4 (mutanCagE) (Figure
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4, manuscrit en révision) et de soucltag PAInégative (souche SS1 et X-47AL) nous a
permis de mettre en évidence que la répressiooluiier miR-371-372-373 au cours de
l'infection parH. pylori dépendait de I'injection de la toxine CagA dansdekules AGS, de
méme que l'augmentation de LATS2 et l'arrét du eycellulaire. Cependant, les cellules
infectées avec les mutantsCagA et ACagE présentaient également une diminution
d’incorporation de BrdU (Figure 5, manuscrit enisén). Cette diminution était cependant
bien moins forte comparée aux cellules infectéex d@s souches sauvages. Cette réduction
pourrait étre provoquée par d’autres facteurs ddernce deH. pylori, dont la toxine VacA.
En effet, plusieurs travaux ont montré que VacAt @apable d’induire un blocage du cycle
cellulaire des cellules infectées au niveau dedasition G1/S (Riccet al, 1996; Peelet al,
1999; Manenteet al, 2008). Cependant, nos résultats obtenus avemigantsACagA et
ACagE, qui sécretent la toxine VacA, permettentaieltire que cette toxine n’intervient pas
dans la répression dlustermiR-371-372-373.

Afin de confirmer le role de la toxine CagA dangdpression deluster, nous avons
envisagé de cloner le génagAdans un vecteur d’expression eucaryote et de riegy de
maniere ectopique dans les cellules AGS. Plusigarsaux ont montré que lI'expression
ectopique de CagA dans les cellules AGS induisag accumulation des cellules dans la
phase GO/G1 du cycle cellulaire (Yokoyaetaal, 2005; Saitcet al, 2010). Ce blocage de la
prolifération était indépendant de la phosphorglatie CagA. On peut donc faire I'hypothése
gue cet arrét du cycle cellulaire serait une conséce de 'induction de LATS2 suite a la
répression des miR-372&373 par CagA. Cependantaagsurs ont montré que l'arrét de
prolifération des cellules AGS provoqué par Cagicilait avec I'induction de p21F/cP?

De la méme maniére que LATS2, P21V est une protéine impliquée dans la régulation
de la transition G1/S. Ces 2 protéines inhibenamobent I'activité du complexe cycline
E/CDK2 (Cyclin-dependent kinase Pel-Deiry et al, 1993; Liet al, 2003). L’activité de ce
complexe est indispensable a la transition G1/8ydle cellulaire. Des résultats préliminaires
nous ont permis de confirmer I'induction dépendatgeCagA de p2A**Y°P! au cours de
l'infection des cellules AGS patl. pylori (données non montrées). Cette induction a lieu au
niveau de ’'ARNmM et de la protéine. Par conséquamtje peut pas exclure que le blocage de
la prolifération observé au cours de linfectionpique l'action conjointe de LATS2 et

p2 {WAF1/Cip1

I'infection devra donc étre confirmé par l'utiligat de siRNAs par exemple. Par ailleurs, nos

. Le rble de ces 2 protéines dans la régulatiorcydile cellulaire au cours de

résultats ont montré que l'arrét du cycle cell@airduit au cours de I'infection dépendait de

la répression des miR-372&373. Le blocage de laesgon de ces miRNAsia la
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Figure 37 : Modeéle hypothétique pour la répressiomu cluster miR-371-372-373 au
cours de linfection.

Dans les cellules non polarisées, CagA interagiéetgule les protéines cellulaires telles
gue Shp2, ce qui conduit & une activation aberrd@tia voie de signalisation Erk. Cette
activation conduit a I'accumulation de p21, indaisan arrét du cycle cellulaire puis la
sénescence de la cellule. Dans les cellules A@G8edtion parH. pylori conduit a la
répression dépendante de CagAatiuster miR-371-372-373. Cette répression aboutit a
I'expression de LATS2 et a un arrét du cycle calhel.

Adaptée de (Saitet al, 2010).



transfection denimicsempéchait I'arrét du cycle cellulaire au courd’oidection (Figure 5,
Manuscrit en révision). Il serait donc intéressagtudier le role de la répression des miR-
372&373 dans linduction de p2t/“". voorhoeveet al. ont montré que les cellules
exprimant miR-372&373 continuaient de proliférenslode linduction de p2{AF/cit
(Voorhoeveet al, 2006). Dans ces cellules, la présence de ces AsRidrmettait de garder
un complexe cycline E/CDK2 actif, malgré la présemte fort taux de p2f™/P% Ces
travaux ont été confirmés récemment (Borgdetffal, 2010). Par conséquent, la répression
des miR-372&373 au cours de l'infection serait dordispensable pour que I'augmentation
de p2VAFCIPL oot fonctionnelle et participe au blocage de talifération des cellules
iVAFl/Cipl

infectées. De plus, des travaux récents ont manteép2
miR-372&373 (Qiet al, 2009). On peut donc émettre I'hypothése que étadu cycle

pourrait étre une cible de

cellulaire observé au cours de l'infection desutet AGS paH. pylori fasse intervenir un
mécanisme de régulation temporel de LATS2 et"$24°"* ol la répression précoce du
cluster miR-371-372-373 serait indispensable afin de pérmd’expression de LATS2 et

YVAF1/Cip1

I'action de p2 . Saitoet al. ont montré récemment que I'expression ectopiquéade

cytotoxine CagA dans des cellules non polariséesynte les cellules AGS, constituait un

stress oncogénique, conduisant a I'accumulatiopd®/cP1

, a I'arrét du cycle cellulaire et
a la sénescence de la cellule. (Satoal, 2010). Ce processus impliguait une activation
aberrante de la voie de signalisation Kik une dérégulation des protéines Shp2 par CagA.
Ces auteurs suggéraient que linduction de “H2U°P! serait la conséquence de la
phosphorylation et I'activation du facteur de tram®ion Spl par la kinase Erk. Nos résultats
préliminaires montrent que le facteur Spl pougaie impliqué dans I'expression des miR-
372&373. Il sera donc intéressant d’étudier le ddela voie Erk et du facteur Spl dans la
répression duwluster miR-371-372-373 observée au cours de linfectiolgyfe 37). La
toxine CagA interférant avec de nombreuses voiesigegalisation cellulaire impliquées
notamment dans la régulation de la prolifératiommme la voie des MAPK, on peut faire
I'hypothése que cette toxine agisse de maniéredaid sur la régulation dtlustermiR-371-

372-373.

Nos travaux sont le premier exemple d’'un effecteagtérien capable d’interférer avec
des miRNAs chez I'Homme. Cependant, nos résult@as sop préliminaires pour pouvoir
gualifier la toxine CagA de BSR. En effet, le mésare d’action de cette toxine sur la
régulation diwclustermiR-371-372-373 reste inconnu. Ce mécanisme pibétra indirect, en
agissant sur les voies de signalisation impligusass I'expression daluster miR-371-372-
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373, ou direct, en bloquant la biogénése des miR&373. Les VSRs et BSRs, capables
d’agir directement sur la voie des miRNAs, utilisgrincipalement 2 mécanismes: la
séquestration des ARNdb via un domaine de liaisonARNdb (dsRBD :dsRNA binding
domair) ou linteraction avec les composants de la vogs niRNAs, notamment les
protéines AGO. Ces interactions se font par I'im&diaire de motifs GW (Azevedet al,
2010; Gineret al, 2010). Ces mécanismes aboutissent a I'inhibitiolRNA silencingUne
recherche bio-informatique ne nous a pas permimetére en évidence la présence de motifs
dsRBD ou GW dans la toxine CagA. De plus, les tamildu séquencage a haut débit
montrent que de nombreux mMiRNAs sont régulés auscde l'infection parH. pylori.
Certains sont réprimés, commeclaster miR-371-372-373, tandis que d’autres sont induits,
tels que les miRNAs de la famille des miR-200 @&y de Jessica Baud, INSERM U869). Il
est donc peu probable que la toxine CagA agisseaen qu’inhibiteur direct duRNA
silencing action qui se traduirait par une diminution gat@ides miRNAs dans les cellules
infectées. Cependant, on ne peut pas exclure dte togine interagisse avec des facteurs

spécifiques impligués dans la maturation des psécuis diclustermiR-371-372-373.
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Partie IV. Conclusions.
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Les capacités #i. pylori a interférer avec les fonctions cellulaires foatogtte bactérie
un modéle d’étude particulierement intéressanta différence d’autres bactéries pathogenes,
la capacité d4. pylori a perturber les voies de signalisation cellulag®e résume
principalement a un effecteur, la cytotoxine Caglie fois injectée dans le cytoplasme de la
cellule héte, cette toxine est capable d’interagiec un tres grand nombre de protéines
cellulaires impliquées dans de nombreux procesgls, que I'élongation et la motilité
cellulaire, la prolifération, et I'apoptose. Ellst&onsidérée comme I'effecteur bactérien ayant
le plus grand nombre de partenaires cellulaires.

Lorsque ce travail a été entrepris, la capacité gylori a interférer avec la voie des
miRNAs, acteurs principaux de la régulation poatgcriptionnelle de I'expression des
géenes, était inconnue. Ces petits ARNs non codsotg impligués dans de nombreux
processus cellulaires et leur dérégulation esteuuebservée au cours de pathologies telles
gue le cancer. Notre objectif était donc d’expldesr modifications d’expression de miRNAs
en réponse a l'infection pat. pylori, susceptibles d’apporter de nouveaux éléments ldans
compréhension des mécanismes mis en place pactiriegpour interagir avec la cellule héte
et qui rendent cette bactérie oncogénique.

En combinant une méthode d’analyse globale, a sawvoséquencage a haut débit de
petits ARNs, et un modele cellulaire courammenisétipour étudier les interactions He
pylori avec des cellules épithéliales gastriques, |&&bkggastriqgue AGS, nous avons identifié
pour la premiéere fois le répertoire de miRNAs exy@s par cette lignée et mis en évidence
'expression inattendue d'uncluster de miRNAs spécifique des cellules souches
embryonnaires, leluster miR-371-372-373. En réprimant au niveau post-trapsonnel
I'expression de LATS2, un géne suppresseur de tuméibiteur du cycle cellulaire, miR-
372&373participent a la perte de contrdle du cycle ceitalde ces cellules.

Par ailleurs, les miRNAs sont également impliquéissdla défense de I'héte contre les
pathogenes. Au cours de I'évolution, les pathogemésiéveloppé des mécanismes de contre
défense, les suppresseursRMA silencingNos résultats montrent que les miRNAs jouent un
réle au cours de l'infection pad. pylori. En effet, I'expression de nombreux miRNAs est
altérée au cours de linfection et les miRNAsdiuster miR-371-372-373 sont les miRNAs
les plus réprimés au cours de l'infection. En petame¢ I'accumulation de LATS2, leur
répression conduit a un arrét du cycle cellula@et événement peut étre empéché ou au
contraire facilité en modulant expérimentalemerst feveaux de miR-372&373 avec des
mimes ou des antisens, respectivement, de ces nERN@ blocage de la prolifération

cellulaire pourrait refléter un mécanisme dévelopaé la bactérie pour ralentir 'auto-
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renouvellement de I'épithélium gastrique et aingvoiriser sa colonisation. De maniére
importante, la répression dcluster miR-371-372-373 dépend de la translocation de la
cytotoxine CagA dans les cellules hotes. Nos trasnt le premier exemple d’'un effecteur
bactérien capable d’interférer avec des miRNAs ¢hrmme.

Nos travaux préliminaires sur les mécanismes imgkgdans la régulation de
'expression duwclustermiR-371-372-373 373 a I'état basal et en réponBmfaction nous
ont permis d’isoler le promoteur putatif deaaster, et de caractériser des ilots CpG dont la
méthylation pourrait participer a la modulation Bexpression ducluster Les travaux
ultérieurs permettront d’identifier les voies dgralisation impliquées dans la régulation de
cecluster

En conclusion, ce travail de thése a permis derenett évidence les miRNAs comme

de nouveaux acteurs dans l'interactioR.ddylori avec les cellules épithéliales gastriques.
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Effect of antisense oligonucleotides treatment on miRNA expression (A, B) and cell
growth rate (C).

AGS cells were treated twice with 100 nM of LNA/DNA antisense (as) or scramble (sc)
oligonucleotides.

(A) Endogenous expression of miR-372, -373 and -200b was determined 48h post-transfection
by RT-qPCR in untreated cells (mock) or cells treated with as372-373 or sc372-373
oligonucleotides (see Table S3 for sequences). Bars indicate relative miRNA expression
normalized to U6 snRNA (RNU6b). Data are mean + SD of 2 independents experiments.

(B) Northern Blot analysis of untreated cells (lane 2) or cells treated with as372 (lane 3), as373
(lane 4), the mix as372-373 (lane 5) or the mix sc372-373 (lane 6). M: DNA (bp) marker lane
(Promega).



(C©) Comparison of AGS growth rate between non treated (mock) or cells treated with
antisense (as372-373, as200b-200c) or scrambled (sc372-373, sc200b-200c) oligonucleotides.
Cells were plated at a density of 10> cells per well in a 6-well plate and counted at day 2 and
day 3 after plating. The results are expressed as the relative increase in cell number between
day 3 and day 2, normalized to that of untreated AGS cells. Data are mean + SD of 3

independent experiments in duplicates.



Figure S2
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H. pylori-induced morphological changes (A) and pro-inflammatory responses (B and C)
in AGS cells.

(A) Morphology of uninfected AGS cells or cells co-cultured for 24h with H. pylori 26695 wild
type (wt) strain or its isogenic mutants H. pylori ACagA and ACagE at MOI 100 was
visualized by phase contrast microscopy. Uninfected AGS cells display an epithelial
morphology. Co-culture with H. pylori 26695 wt strain causes cell elongation, so called
“hummingbird” phenotype, and vacuoles. The “hummingbird” phenotype is CagA-
dependent, as cells co-cultured with H. pylori 26695 mutated for the CagA toxin (H. pylori
ACagA) or unable to inject CagA (H. pylori ACagE) harbor only vacuoles, an effect due to the

VacA toxin secreted into the culture medium.



(B, C) Pro-inflammatory responses of AGS cells co-cultured for 24h with H. pylori 26695 wt
strain or its isogenic mutants ACagA and ACagE at MOI 100 were analyzed by NF-xB
activation (B) and Interleukine-8 (IL-8) secretion (C). As previously described [9], NF-xB
activation and IL-8 secretion were both CagA and TSSIV dependent. NF-xB activation was
monitored using the BD Mercury firefly luciferase reporters (Beckton-Dickinson) containing
NF-xB binding sites upstream of the firefly luciferase. Bars indicate the firefly luciferase
activity normalized to Renilla luciferase, minus TAL activity. Data represent the mean + SD
of 2 independent experiments. Interleukine-8 (IL-8) secreted in the culture medium was
measured 24 h post-infection using ELISA (R&D systems). The results represent the mean +

SD of 4 independent experiments.



Figure S3
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H. pylori strain-specific repression of pri-miR-371-372-373 and up-regulation of the EGFP-
3’'UTR LATS2 reporter gene

AGS cells were infected with H. pylori type I strains (P12) or type II strain (SS1, X47) at a MOI
100 for 24 h.

(A) Expression of the pri-miR-371-372-373 was determined by RT-qPCR in non infected cells
(NI) or cells infected with the different H. pylori strains. Bars indicate relative pri-miRNA
expression normalized to ribosomal protein PO. A representative experiment is shown.

(B) EGFP fluorescence of LATS2 reporter cells infected or not with H. pylori strains. Cells
were observed 24 h post-infection on an inverted microscope (Zeiss) in phase contrast (right

panels) or epifluorescence (left panels).



Figure 54
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CagA-dependent accumulation of H. pylori-infected AGS cells in GO/G1 phase.

Cellular DNA contents of uninfected AGS cells or cells co-cultured for 24h with wt, ACagA
or ACagE H. pylori were stained by iodide propidium and analyzed by flow cytometry.



Table S1: 454 results of the miRNA content in AGS cells (MirBase 14.0).
MiRNA studied in this paper are represented in bold.

MiRNA name Number of reads in AGS cells
hsa-miR-372 2814
hsa-miR-27b 1735.5
hsa-miR-200b 1564
hsa-miR-23a 1202
hsa-miR-92a 1117
hsa-miR-23b 1071
hsa-miR-200c 1007
hsa-miR-17 978.333313
hsa-miR-16 971
hsa-miR-371-5p 919
hsa-miR-20a 896.333313
hsa-miR-371-3p 558
hsa-let-7a 557.5
hsa-miR-15b 533
hsa-miR-103 518.5
hsa-miR-107 489,5
hsa-miR-93 458
hsa-miR-21 447
hsa-let-7f 392.5
hsa-miR-25 391
hsa-miR-27a 388.5
hsa-miR-320d 362.666687
hsa-miR-320c 336.666687
hsa-miR-373 331
hsa-miR-151-5p 265
hsa-miR-106b 255.5
hsa-miR-361-5p 252
hsa-miR-1297 221
hsa-let-7b 215
hsa-miR-24 195
hsa-let-7d 193
hsa-miR-26a 164
hsa-miR-125a-5p 160
hsa-miR-1308 155
hsa-miR-99b 129
hsa-miR-7 123
hsa-let-7g 122
hsa-miR-191 121
hsa-miR-106a 117.3333359
hsa-miR-222 117
hsa-miR-320a 116.6666641
hsa-miR-374b 113
hsa-miR-15a 94
hsa-miR-203 93
hsa-miR-1827 93
hsa-miR-22 84
hsa-let-7e 79.5
hsa-miR-19b 77




hsa-miR-221 66
hsa-miR-182 65
hsa-miR-30b 65
hsa-miR-30d 63
hsa-miR-532-3p 63
hsa-miR-34a 60
hsa-miR-194 59
hsa-miR-151-3p 50
hsa-miR-1307 50
hsa-miR-30c 44
hsa-miR-26b 43
hsa-miR-378 43
hsa-miR-185 40
hsa-miR-29a 38
hsa-miR-423-3p 36
hsa-miR-532-5p 36
hsa-miR-141 34
hsa-miR-1979 33
hsa-miR-148a 27
hsa-miR-190 27
hsa-miR-425 26
hsa-miR-183 25
hsa-miR-455-3p 24
hsa-miR-720 23
hsa-miR-30e 21
hsa-miR-130b 20
hsa-miR-502-3p 20
hsa-miR-590-3p 18
hsa-miR-10a 17
hsa-miR-195 16
hsa-miR-374a 16
hsa-miR-28-5p 15
hsa-let-7i 15
hsa-miR-18a 14
hsa-miR-192 14
hsa-miR-92b 14
hsa-miR-140-3p 13
hsa-miR-429 13
hsa-miR-652 13
hsa-miR-421 13
hsa-miR-365 12
hsa-miR-501-3p 12
hsa-miR-942 12
hsa-miR-28-3p 11
hsa-miR-31 11
hsa-miR-135b 11
hsa-miR-484 11
hsa-miR-497 11
hsa-miR-500 11
hsa-miR-886-5p 11
hsa-miR-98 10
hsa-miR-301a 10




hsa-miR-362-5p

Juny
o

hsa-miR-362-3p

Juny
o

hsa-miR-96

hsa-miR-128

hsa-miR-130a

hsa-miR-1274b

hsa-miR-101

hsa-miR-210

hsa-miR-324-3p

hsa-miR-345

hsa-miR-1275

hsa-miR-1280

hsa-miR-186

hsa-miR-330-3p

hsa-miR-1301

hsa-miR-454

hsa-miR-1975

hsa-miR-215

hsa-miR-200a

hsa-miR-361-3p

hsa-miR-339-5p

hsa-miR-671-5p

DO |O(0O(0O|N|(N|N|N| N[O ||wW|w|O|O|WO|©

hsa-miR-744
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hsa-miR-302b

5.666666508

hsa-miR-132
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hsa-miR-1303

hsa-miR-1268

hsa-miR-19a

hsa-miR-29¢c

hsa-miR-324-5p

hsa-miR-486-5p

hsa-miR-146b-5p

hsa-miR-574-3p

hsa-miR-615-3p
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hsa-miR-877
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hsa-miR-302e

3.666666269

hsa-miR-302f
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hsa-miR-196a

3

hsa-miR-197

hsa-miR-125a-3p

hsa-miR-149

hsa-miR-574-5p

hsa-miR-584

hsa-miR-1226

hsa-miR-1261

hsa-miR-218

hsa-miR-140-5p

hsa-miR-296-3p

hsa-miR-375

hsa-miR-148b

hsa-miR-331-3p

hsa-miR-423-5p
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hsa-miR-486-3p

hsa-miR-501-5p

hsa-miR-502-5p

hsa-miR-505

hsa-miR-573

hsa-miR-548c-5p

hsa-miR-660

hsa-miR-935

hsa-miR-519c-5p

hsa-miR-519b-5p

hsa-miR-32

hsa-miR-181b

hsa-miR-199b-5p

hsa-miR-204

hsa-miR-219-5p

hsa-miR-152

hsa-miR-184

hsa-miR-302a

hsa-miR-330-5p

hsa-miR-331-5p

hsa-miR-339-3p

hsa-miR-335

hsa-miR-193b

hsa-miR-181d

hsa-miR-518b

hsa-miR-455-5p

hsa-miR-550

hsa-miR-624

hsa-miR-628-5p

hsa-miR-641

hsa-miR-642

hsa-miR-643

hsa-miR-767-5p

hsa-miR-1283

hsa-miR-874

hsa-miR-301b

hsa-miR-1180

hsa-miR-1246

hsa-miR-1257

hsa-miR-1259

hsa-miR-1274a

hsa-miR-548i

hsa-miR-664

hsa-miR-2110

hsa-miR-2277

hsa-miR-2278

hsa-let-7¢
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