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NOUVELLE

Criblages a haut débit d’ARN

interférents

Quand les petits ARN interférents
se prennent pour des micro-ARN

Roger Meier!, Magalie Mazelier?, Pierre-Yves Lozach?

Linterférence par ARN

Uinterférence par ARN a été découverte
dans les années 1990, valant a Fire et
Mello le prix Nobel de physiologie et de
médecine en 2006. Le terme d’inter-
férence par ARN désigne la capacité
de petits ARN simple ou double brins
d’induire la diminution de I’expression
d’une protéine en liant spécifiquement
’ARN messager (ARNm) correspondant
[1]. Deux types de petites molécules
d’ARN, dont la taille est comprise entre
21 et 23 nucléotides (nt), sont capables
de provoquer un tel phénomene : les
microARN (miARN) et les petits ARN
interférents (ARNi) [2, 3]. Leur liaison
a "ARNm entraine la dégradation de ce
dernier par la ribonucléase DICER, et,
par conséquent, conduit a une réduction
de la traduction associée. Trés large-
ment répandue chez les eucaryotes, I'in-
terférence par ARN a trés probablement
été retenue lors de I’évolution comme
mécanisme de régulation de I’expression
génique, ou encore, comme défense
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contre I'introduction de génomes étran-
gers, notamment viraux [1].

Criblages a haut débit de petits ARNi
Les progres de 'informatique et de la
robotique ont permis des avancées
majeures dans le séquencage de génomes
de grande taille, et ont abouti, au milieu
des années 2000, a la possibilité de cribler
des librairies d’ARNi contre des génomes
entiers, dont celui de ’lhomme. Ces progrés
ouvrirent de nouvelles perspectives, non
seulement pour I'étude de la génomique
fonctionnelle, mais également pour la
compréhension des interactions molécu-
laires entre cellules hotes et pathogénes.
Ainsi, en éteignant sélectivement chaque
gene du génome humain, plusieurs groupes
ont révélé I'implication de centaines de
protéines cellulaires dans I'infection par
des virus, comme ceux de I'immunodéfi-
cience humaine et de la grippe.

De fagon assez similaire a ce qui s’était
passé lors de I’avénement des puces
a ADN lors de la décennie précédente,
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beaucoup penserent que les criblages
a haut débit d’ARNi allaient répondre
a toutes les questions que posent la
microbiologie et la virologie. Malheu-
reusement, le chevauchement modeste
entre les candidats cellulaires identifiés
dans des criblages indépendants réa-
lisés avec un méme micro-organisme,
combiné a la complexité de I"analyse de
la masse de données générées par ces
approches, ont douché I’enthousiasme
général. Pourtant, si on s’attarde aux
fonctions cellulaires identifiées plu-
tot qu'aux protéines elles-mémes, les
similitudes sont bien plus grandes. La
désillusion est aujourd’hui excessive, de
méme que les attentes suscitées par les
criblages d’ARNi étaient trop grandes a
leurs débuts.

Nous avons récemment criblé deux
librairies indépendantes d’ARNi dirigés
contre I’ensemble du génome humain
dans des cellules infectées par divers
micro-organismes, dont le virus Uuku-
niemi (VUUK) et les bactéries Brucella
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Figure 1. Stratégies de validation des candidats identifiés dans les criblages d’ARNi. A. Extinction spécifique d’un géne par un ARNi. expression du
gene ciblé est éteinte suite a une complémentarité parfaite et totale entre "ARNm et I’ARNi. B. Méthode C911 - Un contrdle ARNi C911 consiste au
remplacement des bases 9 a 11 sur le brin anti-sens de "ARNi par des bases complémentaires alors que la séquence externe de 6-7 nt en position
2-3 & 8 est conservée. A la différence de ’ARNi original, le contrdle ARNi C911 ne peut donc pas s’apparier de fagon optimale sur ’ARNm cible et
provoquer I’extinction du géne correspondant. €n revanche, un tel contréle permet de mettre en évidence de potentiels effets non spécifiques dus
a la séquence externe de I’ARNi. C. Méthode de ’ARNi flanqué. Un contrdle ARNi flanqué consiste a remplacer de maniere aléatoire les bases de
I’ARNi en positions 1-2 et 9 a 21 afin de conserver la séquence externe de 6-7nt en position 2-3 a 8. Ce contréle est donc incapable de s’apparier
a "ARNm cible. €n revanche, il est possible de comparer I"effet de I’ARNi original et celui di spécifiquement a sa séquence externe. Si I’extinction
est spécifique, le phénotype observé pour un ARNi ne devrait plus étre visible avec le contrdle ARNi flanqué. D. ARNm rendu résistant a des ARNi. €n
mutant directement ’ARNm cible dans les cellules, ’ARNi correspondant ne peut plus s’apparier. €n cas de ciblage spécifique, le phénotype observé
pour un ARNi ne devrait pas étre observé dans ces cellules. €. Correction basée sur 'expression des ARNm dans la cellule. Le profil d’expression
des ARNm est déterminé dans le modéle cellulaire pour le criblage d’ARNi, par exemple, par puce a ADN. Seuls les génes transcrits sont pris en
considération dans I'analyse des résultats. F. Méthode CRISPR-Cas9. La modification du génome par la technologie CRISPR-Cas9 rend possible
la génération de lignées cellulaires dépourvues d’un géne candidat, ou d’en réprimer I’expression. Un tel modéle cellulaire permet de valider un

phénotype observé avec ’ARNi correspondant au gene candidat dans une lignée standard.

abortus et Salmonella thyphimurium [4,
5]. Au-dela des centaines de facteurs
cellulaires révélés pour leur implication
potentielle dans ces infections, ces tra-
vaux apportent avant tout des réponses
sur les origines possibles des diver-
gences observées entre criblages d’ARNi
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pour un méme pathogene, ainsi que des
solutions pour limiter ce phénomene.

Mais d’ou proviennent les faux
positifs ?

Pour répondre a cette question, prenons
I’exemple de nos deux criblages d’ARNi

avec le VUUK, un virus transmis par les
tiques et utilisé comme modeéle pour les
bunyavirus depuis plusieurs décennies
[5, 6]. Des analyses initiales avaient
identifié environ 800 candidats cellu-
laires ayant un réle dans Iinfection.
Aprés avoir déterminé par puces a ADN



I’identité de tous les ARNm présents
dans notre modeéle cellulaire (une lignée
Hela), il est apparu qu’un peu plus de
200 de nos candidats ARNi ciblaient en
fait des geénes non exprimés dans ces
cellules. Cette démonstration, que cer-
tains ARNi agissent de fagon non spé-
cifique, renforce le sentiment général
d’un niveau élevé de faux positifs dans
les listes de candidats obtenus par cri-
blage d’ARNi. Aprés avoir retiré ces faux
positifs de notre analyse, la fraction des
candidats commune aux deux criblages
n’excédait pas 10 a 15 %. Contrairement
aux criblages publiés antérieurement
pour d’autres virus, nous avions pour-
tant utilisé la méme lignée cellulaire, la
méme souche virale, et des procédures
expérimentales identiques. Seuls les
fournisseurs de librairies d’ARNi diffé-
raient. Mais alors pourquoi une si faible
concordance ?

Dans nos criblages, nous avons employé
une librairie avec quatre ARNi indé-
pendants par géne (Qiagen), et une
autre constituée d’'un mélange de quatre
ARNi contre chaque géne (Dharmacon).
Il est cependant peu probable que la
conception méme des ARNi ainsi que le
type de librairies choisi et développé
par les différents fournisseurs, soient
les causes principales de cette faible
concordance. €n analysant les résultats
obtenus avec la librairie de Qiagen, nous
avons pu démontrer que certains ARNi
inhibaient le cycle viral du VUUK par
des mécanismes semblables a ceux des
miARN. Autrement dit, seulement 6-7 nt
de la séquence externe (position 2-3 &
8) de ’ARNi servent a cibler PARNm, au
lieu de la totalité des 21-23 nt habituels
(Figure 1A-B). Avec une région d’appa-
riement aussi courte, il est plus facile de
comprendre que la spécificité des ARNi
s’en trouve diminuée. Le nombre d’ARNm
indésirables reconnus par de tels ARNi
est probablement comparable a celui
que les miARN équivalents reconnaissent
eux-mémes, typiquement plusieurs cen-
taines.

Notre démonstration s’appuie essen-
tiellement sur "emploi de miARN syn-
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thétiques dont les séquences externes
de 6-7 nt correspondent a celles que
nous avons prédites pour inhiber I’in-
fection dans nos criblages d’ARNi. Le
facteur de corrélation entre nos pré-
dictions et I'effet des miARN synthé-
tiques mesuré sur I'infection est supé-
rieur a 0,8. Pour résumer simplement,
parmi les 72 773 ARNi de la librairie
de Qiagen, au moins 5 257 inhibent
I’infection par le VUUK en se liant a des
ARNm autres que ceux souhaités. Aprés
I’élimination de tous les ARNi présen-
tant un risque de fonctionner comme
des miARN, la fraction des candidats
commune aux deux librairies d’ARNi
atteignait 25 %. Les criblages que nous
avons réalisés avec des bactéries ont
conduit a des résultats et interpréta-
tions similaires [4].

Conclusions et perspectives

Le nombre important de candidats iden-
tifiés dans les criblages d’ARNi rend
quasiment impossible une valida-
tion systématique par des approches
conventionnelles. Des choix sont en
général faits, et le risque de travailler
sur un faux positif en bout de ligne est
important. Nos études ont permis de
comprendre 'origine de certaines des
causes des faux positifs et offrent des
moyens d’optimiser les futurs criblages,
mais aussi de corriger ceux déja exis-
tants. Nos résultats devraient égale-
ment aider au développement de nou-
velles librairies d’ARNi, notamment avec
des séquences externes plus neutres.

Il est évident qu’il y a d’autres raisons
a la présence de faux positifs, et en
limiter "importance dans les résultats
de criblages d’ARNi demeure un enjeu
majeur [7-9]. Cela passe inéluctable-
ment par le développement de nouvelles
méthodes qui permettent la validation
rapide d’un nombre important de can-
didats, si ce n’est 'intégralité des can-
didats révélés. Certaines existent déja
(C911, CRISPR, etc.) ou sont en cours
d’adaptation aux contraintes du haut
débit [1, 10]. La liste n’est bien entendu
pas exhaustive, et quelques-unes de ces

solutions sont brievement présentées
dans la Figure 1.

Le dévelopement des criblages d’ARNi @
haut débit étant trés récent - moins de
dix ans -, ces technologies ont une marge
réelle d’amélioration et de progression.
Ces criblages sont un outil scientifique
parmi d’autres, et ne peuvent répondre,
seuls, a toutes les questions. Ils doivent
impérativement étre complétés par une
série d’approches complémentaires.
Bien contrélés, ils ont déja démontré
leur intérét en biologie cellulaire et
microbiologie et peuvent encore nous en
apprendre beaucoup sur la cellule et ses
parasites. ¢
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