SESSION 2010

SECOND CONCOURS
ECOLE NORMALE SUPERIEURE

BIOLOGIE-BIOCHIMIE

Durée : 4 heures

L’'usage de documents et de calculatrice est interdi t.

Consignes générales
Le sujet est composé de quatre parties et de 19 pages au total.

Toute réponse sera argumentée, méme brievement. Une réponse correcte mais non
justifiée sera jugée incompléte. Chaque partie comporte des questions pouvant étre
traitées indépendamment.

Si au cours de I'épreuve, un candidat repére ce qui lui semble étre une erreur d'énoncé, il
le signalera sur sa copie et poursuivra I'épreuve en expliquant les raisons des initiatives
gu'il aura été amené a prendre.

Le baréme suivant sera appliqué :
Partie | : 35 points, Partie Il : 30 points, Partie Il : 20 points, Partie IV : 15 points.
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Partie | — Sujet de synthese

Les acides ribonucléiques sont des composants essentiels au fonctionnement des
cellules métazoaires. Vous décrirez de facon concise (5 pages maximum) les trois
grandes classes d'ARN présents dans les cellules des animaux, leur biosynthése ainsi
gue leurs fonctions principales. Vous n'évoquerez pas les microRNA qui font I'objet des

parties II, Il et IV.

Vous illustrerez votre propos a l'aide d'un ou de plusieurs schémas synthétiques.

FIN DE LA PARTIE |
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Introduction générale

Les microRNA (miRNA) sont des petits ARN non codants qui régulent I'expression des
genes au niveau post-transcriptionnel. Leur découverte au début des années 1990 a
révolutionné notre compréhension de la régulation des genes. Les trois sujets suivants
vont vous permettre de découvrir certaines fonctions et propriétés des miRNA.

/ S —— \ Les miRNA sont des molécules
— T~ trés conservées au cours de
/ I'évolution. lls sont présents des

Drosha \ o
:"\—O pri-miRNA | plantes aux vertébrés. Chez les
/ \ animaux, les miRNA matures ont
NOYAU / une longueur de ~22

nucléotides.

i@ pre-miRNA
N / Les miRNA sont générés en

plusieurs étapes. Tout d’abord

\\—/'/ un pri-miRNA est transcrit a
CYTOPLASME partir du gene codant le miRNA.
Cet ARN se replie sponta-
nément pour former une
structure en ARN double-brin
miRNA dite  "hairpin®  (épingle a
J mature cheveux). Ce pri-miRNA replié
/ est pris en charge par I'enzyme
ARNm cible Drosha qui le clive en pre-
\ / miRNA de ~60 nucléotides. Ce
pre-miRNA est ensuite pris en

charge dans le cytoplasme par une seconde enzyme nommée Dicer qui excise le miRNA
mature de ~22 nucléotides par clivage du pre-miRNA. Le miRNA mature ainsi produit est

incorporé dans un complexe moléculaire appelé "silencing complex" ("complexe
d’extinction") qui permet le ciblage du miRNA sur I'ARN messager (ARNm).

Dicer

L'action des miRNA passe par leur appariement avec des séquences complémentaires
situées généralement dans la région 3' non traduite des ARN messagers. La
reconnaissance d'un ARN messager par un miRNA se fait en priorité par la portion 5' du
mMiRNA et plus particulierement par les nucléotides 2 a 8 ("seed region™).

Les miRNA régulent I'expression des geénes par deux mécanismes selon que
I'appariement avec I'ARNm ciblé est parfait ou incomplet. Si la complémentarité entre le
MiRNA et 'ARNm est parfaite, 'ARNm est adressé a une machinerie de dégradation. Si la
complémentarité est imparfaite, c'est la traduction de I'ARNm qui est bloquée. Dans les
deux cas, l'effet du miRNA consiste donc a réprimer I'expression du gene cible.
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Partie |l — Détermination de l'identité cellulaire des
neurones ASEL et ASER chez C. elegans

Caenorhabditis elegans (C. elegans) est un vers nématode introduit comme modéle
expérimental par Sydney BRENNER au début des années 1970. Ce petit nématode
possede des propriétés qui en font un systeme modéle intéressant pour I'étude de la
différenciation cellulaire.

(1) Les animaux sont totalement transparents a tous les stades du développement
rendant possible I'observation de toutes les cellules dans des animaux intacts. Ainsi, C.
elegans fut le premier animal pour lequel la protéine fluorescente verte (GFP) fut utilisée
comme géne rapporteur marquant un type cellulaire donné.

(2) Le cycle de vie trés court — 3 jours a 20C — facilite les manipulations génétiques.
existe deux sexes chez C. elegans : d'une part des hermaphrodites autofécondants et
d'autre part des méles qui peuvent se croiser avec ces hermaphrodites. Tous les animaux
sont diploides.

(3) De nombreuses stratégies de mutagénése permettent d'obtenir des animaux mutants
pour un gene d'intérét.

(4) C. elegans possede un nombre fixe de cellules somatiques, issues de division
cellulaires stéréotypées et reproductibles d'un animal a l'autre.

Parmi les 959 cellules somatiques de C. elegans, 302 sont des neurones. Nous allons ici
nous intéresser a la différenciation de deux de ces neurones : ASEL et ASER. Il s'agit
d'une paire de cellules situées dans la téte de I'animal. ASEL ("ASE Left") est situé du
c6té gauche et ASER ("ASE Right") du cété droit de I'animal (cf. figure 1A).

Alors que ASEL et ASER semblent symétriques du point de vue anatomique, ils different
gquant a I'expression de certains genes (cf. figure 1C). Dans cette partie, nhous allons nous
intéresser aux meécanismes moléculaires et génétiques qui déterminent cette asymétrie
gauche/droite.

Profil d'expression des génes gcy-5, gcy-7 et ceh-36 dans les
neurones ASEL/ASER

Les genes gcy-5 et gecy-7 codent des chimiorécepteurs de la famille des guanylyl
cyclases. Chez les animaux sauvages, ces genes sont exprimés asymétriquement. ASER
exprime exclusivement gcy-7, alors que ASER exprime gcy-5 (cf. figure 1C). Le gene ceh-
36 code un facteur de transcription qui est exprimé de fagcon symétrique (cf. figure 1C).
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Figure 1 - Profils d'expression des génes  gcy-5, gcy-7 et ceh-36. (A) Les
neurones ASEL et ASER sont situés dans la téte, de part et d'autre de la ligne
médiane et projettent un axone et un dendrite vers l'avant de l'animal. (B)
L'expression d'un gene est analysée a l'aide d'un transgéne "rapporteur”. Ce
géne rapporteur artificiel comporte le promoteur du gene étudié (par exemple
ceh-36) placé en amont du géne codant la protéine fluorescente verte (GFP).
La séquence de la GFP est suivie d'une région 3' non traduite pouvant
influencer la stabilité de I'ARNm et permettre sa régulation post-
transcriptionnelle. (C) Les animaux transgéniques exprimant le géne
rapporteur sont observés au microscope et la GFP visualisée en illuminant les
échantillons avec une lumiere bleue. Des cercles blancs indiquent la position
des cellules ASEL et ASER.

CHE-1, un régulateur positif de I'expression de gcy-5, gecy-7 et ceh-36

CHE-1 est un facteur de transcription de la famille des protéines a "domaines a doigts de
zinc". Ces domaines protéiques permettent la reconnaissance de séquences d'ADN
spécifiques présentes dans les promoteurs des genes. CHE-1 est un régulateur positif de
I'expression des genes gcy-5, gecy-7 et ceh-36 dans les neurones ASEL et ASER. En
effet, dans un mutant homozygote perte de fonction che-1(-/-) les rapporteurs GFP de ces
génes sont éteints (cf. figure 2).

sauvage che-1(-/-)

ceh-36::GFP

gcy-7::GFP

gcy-5::GFP

Figure 2 - L'expression de gcy-5, gcy-7 et ceh-36 est contrdlée par che-1.
La position des cellules ASEL et ASER est indiquée par des cercles blancs.
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Q1 - Quelle hypothése alternative simple pourriez-vous proposer pour expliquer I'absence
d'expression des rapporteurs des génes gcy-5, gcy-7 et ceh-36 dans les mutants
che-1(-/-) ?

Q2 - Citez un autre type de protéines (autre que les facteurs de transcription) qui
reconnaissent des motifs de séquences dans I'ADN.

CHE-1 et ses orthologues dans d'autres espéces reconnaissent des séquences d'ADN
qui suivent un motif consensus GAA(G/A)CC. L'analyse des séquences des promoteurs
de gcy-5, gcy-7 et ceh-36 a permis d'identifier des sites correspondants a cette séquence
consensus.

Lozenge atgtggaagccccagaagt

gcy-5 agcaagaagcccccaaatg
gcy-7 tccgtgaaaccttattttt
ceh-36 tggaagaagccttagaacc

Figure 3 - Les promoteurs des genes gcy-5, gcy-7 et ceh-36 chez C. elegans
et Lozenge chez Drosophila melanogaster comportent des séquences
correspondant au motif consensus de liaison pour CHE-1 (indiqué en
caractéres gras).

Il s'agit maintenant de vérifier expérimentalement la liaison de CHE-1 sur ces séquences.
Pour cela on utilise la technique dite du "gel shift". Le "gel shift" est une technique
biochimique qui permet de tester in vitro la liaison d'un facteur de transcription a une
séquence d'ADN double brin. Dans un premier temps, on exprime et purifie le facteur de
transcription a partir de bactéries E. coli. On incube ensuite le facteur de transcription
purifié avec des sondes ADN double brin marguées radioactivement. Enfin, on fait migrer
ces échantillons sur un gel d'électrophorese. Si le facteur de transcription se lie a la
sonde, le complexe ainsi formé a une masse moléculaire beaucoup plus élevée que la
sonde seule et donc une mobilité réduite sur gel.
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A sonde gcy-5 ATTAAGCAAGAAGCCCCCAAATGCGTAT
sonde gcy-5 mutée ATTAAGCAAGCTTCCCCCAAATGCGTAT

sonde gcy-7 CTAATCCGTGAAACCTTATTTTTATATT
B sonde chaudegey-5 + + + + + + + +
CHE-1 - 4+ 2+ + + o+ o+ o+

sonde froide gcy-5

|
|
|
|
|
|
+
|

|

sonde froide gcy-7

- - - - - - - +

sonde froide gcy-5 mutée

Piste: 1 2 3 4 5 6 7 8

Figure 4 - Expérience de gel shift. (A) Séquences des sondes utilisées. (B)
"CHE-1" correspond a la protéine CHE-1 purifiée. Une sonde est dite “froide”
par opposition a une sonde "chaude", c'est-a-dire marquée radioactivement.
La migration s'effectue du haut vers le bas. "+" ou "-" indique si un composant
a été utilisé ou non dans une piste. "2+" indiqgue une quantité double de
protéine. Le triangle rectangle noir indique que l'on utilise des quantités
croissantes de sonde gcy-7 froide dans les pistes 4, 5 et 6. Les quantités de
sonde froide utilisées dans les pistes 6, 7, 8 sont égales.

Q3 - Décrivez les résultats obtenus dans chaque piste. Quelles conclusions pouvez-vous
tirer de cette expérience en comparant les différentes pistes de l'autoradiogramme ?

Analyse structure-fonction de la protéine CHE-1

CHE-1 comporte gquatre domaines a doigts de zinc (ZF - zinc finger). Pour I'expérience
suivante, on a produit cing protéines CHE-1 différentes en bactérie : la premiére
correspond a la séquence sauvage de CHE-1, les quatre autres comportent des
mutations invalidantes dans chacun des domaines en doigt de zinc (mutZFl, mutZF2,

mMutZF3 et mutZF4).
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sondegey-5 + - + - + — 4+ — + - + -

sondeceh-36 - + - + — + — + - + - +
® W <« CHE-1
CHE-1 [1]2] 3] 4
\
MUtZF1  CLTIN
\
mee i (e et
mutZF3 ll“l CHE-1 - - + + - - — — — - - =
mutzF1 - - - - + + - - - - - -
mutZF4 Illi mutzF2 — - - - — - + + - - - -
= mutzF3 — - - - — — — — + + - -
~mutZF4 - - - - — - - - - - + +

Piste: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figure 5 - En haut du gel est indiqué quelle sonde radioactive (gcy-5 ou ceh-
36) est utilisée. La quantité de sonde utilisée est toujours la méme. En bas du
gel est indiqué quel variant de la protéine CHE-1 est utilisé. "+" ou "-" indique
si un composant a été utilisé ou non dans une piste.

Q4 - Quelles conclusions pouvez-vous tirer de cette expérience en comparant les
différentes pistes de l'autoradiogramme ?

Q5 - Comparez l'efficacité de liaison de CHE-1 et de ses variants aux sondes gcy-5 et
ceh-36. Quelles conclusions pouvez-vous en tirer ?

Q6 - A quoi correspondent les bandes présentes a la base du gel dans chacune des
pistes?

Régulation de la différenciation asymeétrique de ASE L et ASER

Nous allons maintenant nous intéresser au réle de trois géenes (cog-1, lim-6 et Isy-6) dans
la détermination de l'identité cellulaire spécifique de ASEL et ASER. Les génes cog-1 et
lim-6 codent deux facteurs de transcription. Les facteurs de transcription peuvent avoir un
effet activateur et/ou répresseur sur les genes qu'ils régulent. Isy-6 est un microRNA (cf.
introduction générale et ci-apres).

Le tableau 1 résume une série d'expériences visant a déterminer dans quelle cellules
(ASEL et/ou ASER) un gene donné est exprimé selon le fond génétique. On dispose pour
ces expériences de souches transgéniques comportant des rapporteurs GFP pour les
genes cog-1, lim-6, gcy-7, gcy-5 et Isy-6. On dispose aussi d'alleles perte de fonction pour
les genes cog-1, lim-6 et Isy-6. Tous ces alléles se comportent de fagon récessive et sont
des alléles nuls. Un mutant homozygote du gene lim-6 sera noté lim-6(-/-) par exemple.

\ Q7 - Donnez la définition des termes suivants : autosome, alléle, récessif, hétérozygote.
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Profil d’expression dans ASEL/ASER du géne
Génotype

cog-1 lim-6 gcy-7 gcy-5 Isy-6

Sauvage o® @0 @0 Oo® @0
lim-6(-/-) o® e @0 @D
cog-1(-/-) @D @D OO
Isy-6(-/-) @D OO0 @D
cog-1(-/-);lim-6(-/-) 0]®) @D

exemple : O® = géne exprimé dans ASER mais pas dans ASEL

Tableau 1 - Un cercle vide symbolise l'absence d'expression. Un cercle
contenant "+" indique que le géne en question est exprimé dans la cellule.
Dans chaque paire, le cercle de gauche correspond a ASEL et le cercle de
droite & ASER.

Q8 - En débutant votre analyse par les genes gcy-5 et gey-7, listez toutes les relations de
régulation entre ces deux génes et cog-1, lim-6 et Isy-6 dans la cellule droite puis gauche
(cf. tableau 1). Puis les relations de régulation entre cog-1, lim-6 et Isy-6. On représente
généralement les relations de régulation positives et négatives de la fagon suivante :

A active B : A—> B

CréprimeD: C —— D

N.B. : Il n'est pas demandé ici de justifier chacune de vos réponses.

Q9 - En vous aidant des résultats obtenus a la question précédente, proposez un schéma
récapitulatif de la cascade de régulation conduisant a I'expression asymeétrique de gcy-5
et gcy-7 dans les cellules ASEL et ASER, en gardant a I'esprit qu'un facteur peut en
réguler plus d’'un. Vous utiliserez un code de couleur pour distinguer les génes exprimeés
des génes réprimés.

N.B. : Il n'est pas demandé ici de justifier votre réponse.

\ Q10 - Quelle particularité avez-vous observée dans la régulation de lim-6 ?

Construction du double mutant cog-1(-/-); lim-6(-/- ).

Afin de tester l'effet d'une perte de fonction combinée des génes cog-1 et lim-6, on choisit
de générer un double mutant pour ces génes. La premiére étape consiste a croiser des
males hétérozygotes pour le géne cog-1 avec des hermaphrodites homozygotes pour la
mutation lim-6. Les génes cog-1 et lim-6 sont situés sur des autosomes différents.

\ Q11 - Ecrivez tous les génotypes issus de ce croisement.
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Mécanisme de régulation de cog-1 par le miRNA Isy-6

La figure suivante est le résultat d'une modélisation informatique du repliement du pre-
miRNA de Isy-6. Les nucléotides indiqués en caractere gras correspondent au miRNA
mature excisé par I'enzyme Dicer.

5 - A U A AAARAA
CAUC AAAUGCGUCU GUA CAAAAUC UGU C

GUAG UUUACGCAGA UAU GUUUUAG ACA U
3’ C G - - AAAUG

Figure 6 - Structure du pre-miRNA de Isy-6.

Sachant que la séquence ciblée par Isy-6 dans le 3' UTR du gene cog-1 est :

5' CCAAATCATCGTCACTTATACAAAAC 3'

Q12 - Proposez un appariement du miRNA Isy-6 sur le 3' UTR de I'ARN messager de
cog-1. Votre alignement devra maximiser le nombre de résidus appariés
consécutivement. Remarquez que la séquence cible est plus longue que le miRNA. Notez
aussi que les bases uracile et guanine peuvent s'apparier.

Q13 - Que pouvez-vous en déduire du mécanisme d'action probable de Isy-6 ?

FIN DE LA PARTIE I
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Partie Ill — Roéle des microRNA au cours du dévelop-
pement embryonnaire du poisson zébre  Danio rerio

Les génomes vertébrés codent plusieurs centaines de miRNA différents et des analyses
bioinformatiques suggerent qu'’ils pourraient cibler plusieurs milliers d’ARN messagers. A
ce jour, la fonction de seulement quelques miRNA est précisément comprise.

La ribonucléase Dicer est essentielle a la formation de tous les miRNA. L’invalidation de
ce géne permet donc d'étudier simultanément la fonction de tous les miRNA. L’étude
suivante décrit les effets de la perte du géne Dicer et donc de tous les miRNA dans le
poisson zébre Danio rerio.

On dispose chez le poisson zébre d'un mutant perte de fonction pour le géne Dicer,
nommé dicerl. Afin d'obtenir des animaux homozygotes pour dicerl, on croise des
parents hétérozygotes.

Q14 - Décrivez les génotypes obtenus lors du croisement de deux animaux hétérozygotes
pour dicerl (dicerl”') ainsi que les proportions relatives de chaque génotype.

A dicer1**

dicer1-

-

B dicert L

dicer1--

Figure 7 - Comparaison des animaux dicerl ** et dicerl . Ces images ont
été prises a 14 jours post-fertilisation. (A) vue dorsale. (B) vue latérale.
Antérieur a droite.

Q15 - Comparez succintement les animaux dicer1*™* et les animaux dicer1” présentés
dans la figure 7.

On analyse ensuite le contenu en miRNA des embryons dicerl™" et dicer1” par Northern
blot. On étudie le mMIRNA mir-26a comme exemple représentatif.
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Age (jours post-fertilisation)

012 3 45 6 7 814

50 — , .
dicer1™-
BT - ————
mir-26a
- <
50— ]
dicer1”-
25— -
Figure 8 - Northern blot pour mir-26a a différents stades du

développement. La sonde utilisée correspond a la séquence du miRNA mir-
26a. La migration se fait du haut vers le bas. N. B. L'alléle dicerl utilisé est
récessif. On peut donc admettre que les animaux dicerl™" et dicerl™" sont
équivalents.

Q16 - Expliquez brievement le principe du Northern blot.

Q17 - Décrivez les différences observées entre les échantillons provenant des animaux
icer1” et dicer1™.
dicerl

Q18 - Les animaux dicer1” développent des défauts de coordination a partir du huitiéme
jour post-fertilization et la majorité d'entre-eux meurent autour du 14éme jour. Confrontez
ces informations aux données de Northern blot que vous avez analysées a la question
précédente.

Q19 - A quoi correspond la bande indiquée par une téte de fleche (cf. fig. 8) dans les
animaux dicerl™ ? Expliquez son apparition au cours du temps.

Etude de I'effet maternel de Dicer

Dans la section précédente nous avons pu observer les effets de la perte du géne Dicer
durant les deux premiéres semaines de D. rerio. Etant issus de parents hétérozygotes, les
animaux dicerl™ étudiés ont perdu la source zygotique de Dicer mais disposent encore
d'une source maternelle de dicerl. Ces animaux sont appelés Zdicerl ("zygotic dicerl").

Une technique de manipulation embryologique permet d’obtenir des embryons invalidés
simultanément pour la composante maternelle et zygotigue de dicerl (embryons
Mzdicerl, "maternal zygotic dicerl").
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36 h post-fertilisation 90 h post-fertilisation

Sauvage

Zdicer1

MZdicer1

Figure 9 - Vues latérales d'embryons de D. rerio a deux stades du
développement.

\ Q20 - Comparez les embryons sauvages, Zdicerl et MZdicerl.

On s'intéresse maintenant aux stades précoces du développement (moins de 10 heures
post-fertilisation).

Sauvage MZdicer1

Figure 10 - Vue latérale d'embryons a moins de 10h  post-fertilisation. Le
schéma de la figure 10A correspond au deuxieme stade du développement
embryonnaire des vertébrés : le stade gastrula. Les mouvements cellulaires
indiqués sont appelés (1) épibolie, (2) internalisation et (3) convergence.

\ Q21 - Quelle étape (1, 2 ou 3) semble retardée dans les embyrons MZdicerl ?

Fonction des miRNA de la famille miR-430 au cours d  u développement

On s'intéresse maintenant a la famille de miRNA miR-430. Cette famille comporte trois
mMiRNA : miR-430a, miR-430b, miR-430c. Ces miRNA sont fortement exprimés dans les
jeunes embryons sauvages et Zdicerl, alors qu'ils sont absents dans les embryons
Mzdicerl du méme age.
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Afin de tester la fonction des miRNA de la famille miR-430, on procéde a des injections de
miRNA dans les embryons MZdicerl (figure 12 et 13).

miR-430a : 5' UAAGUGCUAUUUGUUGGGG 3'
miR-430b : 5' AAAGUGCUAUCAAGUUGGG 3'
miR-430c : 5 UAAGUGCUUCUCUUUGGGG 3'
miR-203 : 5' GUGAAAUGUUUAGGACCACUU 3'

Figure 12 - Séquences des miRNA miR-430a, b, cetm iR-203.

Figure 13 - Vues latérales d'embryons a 36 h post-f  ertilisation.

Q22 - Décrivez brievement les résultats obtenus en fonction des miRNA injectés. Que
déduisez-vous de l'effet de miR-203 ?

Q23 - Quelles autres injections contrbles auriez-vous faites ? Pourquoi ?

On s'intéresse maintenant plus particulierement a miR-430b.

14/19




Figure 14 - Vues latérales d'embryons a 36 h post-f ertilisation.

\ Q24 - Commentez le résultat obtenu avec l'injection de miR-430b (figure 14).

Afin de contrbler la spécificité de l'effet de miR-430b, on fabrique un variant perte de
fonction, miR-430-mis, qui comporte deux nucléotides mutés par rapport & miR-430b.

Q25 - En comparant les difféerents miRNA de la famille et d'apres ce que vous savez sur le
mécanisme moléculaire d'action des miRNA, proposez une séquence possible pour miR-
430b-mis. Expliquez votre raisonnement.

On poursuit I'observation des animaux jusqu'a 90 h post-fertilisation.
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Figure 15 - Vues latérales d'embryons a 36 h et 90h  post-fertilisation.
N.B. I'effet obtenu avec miR-430a et mir-430b est le méme.

Q26 - Quelle conclusion tirez-vous concernant la fonction des miRNA de la famille miR-
430 au dela de 36h post-fertilisation ?

L'étude d'un mutant du gene Dicer chez la souris Mus musculus a montré que la perte de
Dicer conduit & un arrét tres précoce du développement embryonnaire, plus précoce que
pour le poisson zébre.

Q27 - Formulez des hypothéses simples pouvant expliquer cette différence entre Mus
musculus et Danio rerio.

FIN DE LA PARTIE 1lI
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Partie IV — Régulation de la phase latente de HSV-1  par
un MiRNA

Le virus de [I'herpes, Herpes simplex virusl (HSV-1) appartient a la famille des
Herpesviridae. Les virus herpétiques sont des virus a ADN. Cette famille comprend aussi
le virus d'Epstein-Barr, de la varicelle et du zona. Ces virus peuvent persister dans un état
latent durant toute la vie de l'individu avec des périodes symptomatiques plus ou moins
fréquentes. Les mécanismes qui permettent I'établissement et le maintien de I'état latent
de ce virus demeurent mal compris.

Les virus du type HSV-1 s’établissent dans les neurones des ganglions sensoriels. Dans
ces cellules, le seul géne viral exprimé est un ARN non codant nommé LAT. LAT est un
ARN polyadenylé de 8.3 kb (kilobases) comportant un intron de ~2 kb. L’intron peut étre
facilement détecté par Northern blot.

A la différence de l'intron de ~2 kb, la portion exonique de 'ARN LAT n’est pas détectable
dans les mémes conditions. Ceci suggére que la portion exonique de LAT est instable
dans ce contexte cellulaire. Une hypothése est que 'ARN LAT contient en fait des
séquences de pri-miRNA dont la synthése conduit a la dégradation de 'ARN LAT. Afin de
tester cette hypothése, une construction comportant un promoteur adéquat suivi du géne
LAT est transfectée dans des cellules HEK293 (lignée cellulaire dérivée de cellules
épithéliales rénales embyronnaires humaines). Une analyse par séquencage des trés
petits ARN permet d’identifier trois miRNA : miR-H2, miRH3 et miR-H4. L’analyse
bioinformatique permet de replacer ces miRNA sur la carte du génome de HSV-1.

Figure 16 - Organisation schématique du génome de H  SV-1. Le génome
de HSV-1 est constitué d'un fragment linéaire d’ADN double brin long de 152
kb. Il contient une centaine de transcrits provenant de 70 phases ouvertes de
lecture. Il est organisé en plusieurs grandes régions. Le transcrit LAT et le
genes ICPO sont contenus dans les régions IR, et IRs. Une fleche indique le
sens de la transcription pour chaque gene. Les miRNA miR-H2, miR-H3 et
miR-H4 sont dans la méme orientation que LAT. ICPO est un activateur
transcriptionnel de HSV-1. Il promeut la replication virale.

Figure 17 - Séquence ciblée par miR-H2 dans les gén es d'ICPO et ICPOm.
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Q28 - Sachant que miR-H2 est parfaitement complémentaire avec sa séquence cible

dans I'ARN de ICPQ, écrivez la séquence de miR-H2 dans l'orientation 5’-3'.

Mécanisme de régulation d' ICPO par miR-H2

On cherche maintenant a déterminer comment miR-H2 régule le géne ICP0. On simule
I'infection par le virus HSV-1 en exprimant les genes LAT et ICPO dans des cellules
HEK293 a l'aide de vecteurs d’expression comportant un promoteur adéquat. On dispose
en fait de deux types de constructions pour chaque géne : (1) ICPO sauvage et ICPOm
mutant et (2) LAT sauvage ("miR-H2") et un variant de LAT ("miR-H2-3M") dans lequel la
séquence correspondant au miR-H2 est mutée et comporte trois changements dans la
portion 5 du miRNA. Ces trois changements correspondent aux mutations introduites
dans le variant ICPOm (cf. figure 17).

Dans un premier temps on effectue une analyse par Western blot (cf. figure 18). Une
construction permettant I'expression du géne b-Arrestin est systématiquement co-
transfectée. La b-Arrestin est une protéine intervenant dans une voie de signalisation
sans rapport avec le fonctionnement des miRNA.

Figure 18 - Western blot pour ICPO et b-Arrestin. En haut de ce blot est
indiqué quelle version du géne LAT a été transfectée. En bas du blot est
indiqué quelle version du gene ICPO a été transfectée.

Q30 - Expliquez le principe du Western blot.

Q31 - Interprétez les résultats de cette expérience.

Q32 - Pourquoi co-transfecte-t-on le vecteur b-Arrestin ?

Q33 - Au vu des mutations introduites dans ICPOm, écrivez la séquence de miR-H2-3M ?

Q34 - Que pouvez-vous déduire de I'expérience menée avec le vecteur LAT variant
miR-H2-3M sur la forme sauvage de ICPO ?
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On analyse ensuite les mémes types d'échantillons par Northern Blot.

Figure 19 - Northern blot pour ICPO. En haut de ce blot est indiqué quelle
version du gene LAT a été transfectée. En bas du blot est indiqué quelle
version du géne ICPO a été transfectée. On a vérifié par ailleurs que les
différences d'intensité entre les bandes sont simplement dues a des
différences dans les quantités d'échantillon chargées sur le gel.

\ Q35 - Interprétez les résultats de cette expérience.

Q36 - Au vu des deux expériences précédentes (figure 18 et 19), quel est donc le
mécanisme d’action du miR-H2 sur ICPO durant la phase latente de linfection par
HSV-1 ? Ce résultat vous semble-t-il paradoxal. Expliquez brievement pourquoi.

Alors que le nombre de miRNA découverts dans les génomes des virus & ADN est en
forte croissance, aucun miRNA n'a pour l'instant été découvert chez les virus & ARN.

\ Q37 - Quelle pourrait étre la raison de cette absence de miRNA chez les virus a ARN ?

FIN DE LA PARTIE IV

FIN DE L'EPREUVE
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