Un mécanisme de defense antivirale
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SsiRNAs de 24nt: DCL3-
dépendants,
apparemment facultatifs
pour VIGS

De nouveaux SiRNAs de
RNAS Viraux 22nt s’accumulent dans le
le mutant dcl4 ...

... et semblent suffisants
pour medier VIGS
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effet

SiRNAs de 22nt sont
DCL2-dépendants...

...et guident un RISC
antiviral

DCL2 substitue
fonctionnellement
DCLA4...

...DCL2 et DCL4 sont les

deux Dicers antiviraux
majeurs d’Arabidopsis
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10 paralogues AGO chez Arabidopsis

Mutants agol sont hypersusceptibles a
plusieurs viruses

Le suppresseur 2b interagit avec, et
Inhibe la function de clivage d’ AGO1

Le suppresseur PO induit la degradation
d'AGO1

AGO1 est donc un composant possible
du RISC antiviral

AGO1 est un composant majeur du miR-RISC

Les voies miRNA et antivirales convergent au
niveau d’AGO1

Certains suppresseurs viraux devraient donc
interférer avec I’action des miRNA cellulaires
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RNA silencing systémique

Sighaux sequence-
specifiques

Phloéme

Cellule-a-cellule

Acides nucléiques
amplifiés (ARNS)




Activateur phloeme-spécifique
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Qu’en est-il chez les
animaux?



miRNA pathway

RNA virus

degradation

Défense et contre-défense
chez les invertébrés



Et chez les mammiferes?

HIV-1
HCV
N YVF
S EBV

Les siRNAs derivent de longues molécules d’ARN db...

...or celles-ci induisent des réactions de défense non-
specifiques par nature (réponse IFN, par exemple)

Aucun siRNA endogene n’a été identifieé dans des cellules
somatiqgues de mammiferes

Il N’existe qu'un seul Dicer chez les mammiferes
Absence de diversification = perte de fonction antivirale ?

La voie Dicer préepondeérante: biogenese des miRNA
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Petits ARNSs viraux de cellules infectees par EBV

SWi3 Huh-7.5 Hela-T4+
Type - YRV - HCV - HIV-1 -
rRNA 24.54 23.68 54.75 72.15 48.22 64.42 37.00 |41.92
tRNA 6.06 528 8.71 11.08 10.78 649 5.32
MiRNA 55.78 57.33 21.77 4.40 25.22 16.88 44.36 }33.94
Repeat 271 242 527 364 156 1.7/5 162
OtherncRNA 104 220 196 220 344 110 433 SIRNA?
MRNA 446 411 417 349 489 481 411
(Via 21240 020 0 0 0 o013 o0 |ais|
Notannotated 2.87 337 215 197 222 169 226
Notmatched 255 132 123 1.06 3.67 273 0.99 miRNA?

(No.seq.)  (1255)(1364) (1631) (1318) (900) (1540) (2216) (1930

Distribution des petits ARNs (%)



miRNA

BHRF1-1

BHRF1-2

BHRF1-3

BART1

BART2

EBV code pour ses propres miRNAs
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Fonction des miRNA viraux?

Regulation de facteurs viraux et de facteurs cellulaires

SV40: production reduite d’antigéne T
& diminution de la lyse par les cellules
T cytotoxiques

« Hours after infection SV40
é 10 20 30 50 70 WT SVv40 miR mutant
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HSV1: suppression de TGF-B/SMAD 3
= suppression de l'apoptose
= prolifération virale

Gupta et al. (2006), Nature
MiRNA viral transcript précoce

Sullivan et al. (2005), Nature

La voie miRNA cellulaire est piratée par certains virus de mammiferes

C’est I'apanage des virus a ADN (phase nucléaire requise pour Drosha)

L’identité des cellules hotes pourrait étre ainsi modifiée par la
production de miRNA viraux: immunité et oncogénese




Qu’en est il des pathogénes non viraux?

Pseudomonas syringae

Infection de tous les mutants dcl
d’Arabidopsis et leurs
combinaisons respectives

RoOle des mIRNASs cellulaires?

RoOle des siRNAs cellulaires?



Bacteria (log c.f.u. cm9)
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Pst DC3000

Flagella

ot

Flg15Ar

PAMP: Flagellin (Flg)

Flg22 active une réeponse immune
innée chez les plantes, en partie via
'induction de miR393

—_— N \/%AAA
miR393

TIR1
recepteur Auxine

transcript precurseu
de miR393

L’auxine est un regulateur negatif
des defenses de plantes
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>AtmiR393a upstream sequence

CTAAATTTCTTAAGAAACCTTTGAATTAAAAGACCTACTTTATGTGATTTCATGGAGCATGAAGACTTAATCTTCCATAG
TATTCTACTTTCATTTCCTAAACATTGATGATTCATAACGACTAAGTGATTGTAGAGTCCACTACATTTCCTCACACGCA
CATACAACATAAACGCAAAAACGAACGGTGCAAACATTAATTGGCATATCACCTTACCTTACTATTTTCTTGACTGGACA
TCCTTAATTTTGATGAGAAAGACTTCGAAAATTATAATATGATATGAATAAATTTAGTTGTAAATTTTTTGTTAGAAATA
TCTTACAAATTCCTAATTTAGGATATTAACGATGATGCATAATCTTGACTTAAAAAAAAAGAAGAAGCTAAGATTCTATT
TTTTTTTGCTTGCATGTGAAAATTTTGAAGGGAGAAAATGACAATCATGTGATGCCTATAATAAGCCAGAGCATTATTGA
CATGTACAATGCAAATTTGTGCGTGTTATAACAATTCCCTATGCATTATATATAAATGATGACTATATTATACTGATATC
ATGTCTAGACGACAGAGATACGTTGGATCCATGTATATGTTAAGAAAATTTAGGGGTCAATCATATGACCATATCGCTGA
CCTAAATATGTGGAGAAAAGATTTAGGTTTCAAAGTATCATTCAAAAAAAAAATCAAATATCATTTGACGTTCTTTGTGT
ATCAAATGATTGCAAGTATTGGTTTCACACTATCATAAAACAAATTTTAAAATAACAAATTATCATTTGACGTTCTTTGT
GAATCAATGTGGCGTTGAACTAAAATCATATTTGAAGAGTCTATATACGAAGGGTTTGATGCCAAAATAGAAGGGGAACA
TTGATGGACCACACTTCTCCTTGTATTATTAAAATAAGCCAACAAAATTTAGTAAAGACGAAAATAAATAATAGTGTCAC
CCAACTTGTGGGGAATATATATCTAAATTTTGCTGTGATAGAGCGTGTTTTGTTTGAGTAGTTGATTTCTCAAGTAAATC
ACTTGCTTTATAGTAAAAGAGAAAAACATTTAGTCATTTTGACCTACTACGTACCCATCATGAACACTGTGTTGCAATTT
TTAAGAGTCCATTAAGAAAATTACAATTTTGTGCTCATCTATGCATGTGTCAACCGCAAAATCATCATATAATTTTACTA
GCTACAGTCTCATCACCATATAACCACTAATCCGTTTATACTTATTAAGAGCCCATACAAAAATTTGTACAGAAACGTAG
ACGTCTGGTTTACTAGCTCCATAAGTCAATATAAAAATGGAAAACCAAAAGTTGGAAAATAATATAAAAATAAATAAATA
AATTTGAAGGGTCAGAAAGTGGAAACTAAAAGATAAATGAGTAT TATTTAAAATCAAGAGGAACACGATCCATTGACAAA

AACCACATTGCTCTCAACTTTTAGAGTGAGAGAGAGATAGAGAGTTGAACAAATTCTTCA
motif W-box

- 10 elements W-box trouvés en amont de AtmiR393a (1,5kb)
- 3 elements W-box trouvés en amont de AtmiR393b (1,5kb)
- 2/0/1 elements W-box trouvés en amont de AtmiR171a/b/c (1,5kb)

Le promoteur de AtmiR393a est activé par des facteurs de transcription
stress-induits de type WRK
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Des plantes surexprimant miR393 montrent une résistance de base accrue a

P.synringae

MiR393 restreint la croissance de P.synringae (5 fois moins de bactéries)

Pas d’effet dans des plants surexprimant un miRNA artificiel ciblant GFP

LA VOIE miRNA ENDOGENE EST ELLE VRAIMENT CRITIQUE POUR LA
RESISTANCE CONTRE LES BACTERIES PATHOGENES?
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Aucune mutation de plante ne peut la restaurer croissance de DC3000 hrcC

Si les miRNAs sont des élements clés de la défense de base, alors un défaut
genéral de miIRNAs devrait specifiqguement restaurer la croisssance de DC3000 hrcC
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Les mutations henl and dcl1 restaurent spécifiguement la croissance de DC3000
hrcC



hrcC Pto DC3000 (10° cfu/ml-6 dpi)

...et sont associés a des symptomes similaires a ceux de la
bactérie virulente DC3000

Impligue un réle majeur des miRNAs dans la résistance
basale a P.syringae
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Suggere que certains effecteurs bacteriens injectés
suppriment la biogénese/activité des miRNAs de I’hGte



TTS effector

BREAW TTS effector 3X HA

23 effecteurs clonés

GO
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Identification de suppresseurs bactériens de silencing

Le concept de défense / contre-défense se retrouve aussi ici

Importance potentielle dans les infections bactériennes humaines
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miRU settings: 2 mismatches, 1 G:U wobble, O in/del

ID Target site alignment Coordinates
Query (3'-5') GAAGGAACAGAAGGAGGAAG
Atlg76950.1 cuucauugucuuccuccuuc 45 - 64
At1g75330.1  -yycuuegucuuccuccuuc 83 - 102
At3g52500.1 cuucauugucuucuuucuuc 262-281
“ALIgI4040.I  cuuccucguccuccuccuuc 1666 - 1685
At3g52810.1 cuucgaugucuuccuccuuc 603 -622
At4g37050.1  guugcuugucuuccuccuuc 47 - 66
At3g06060.1 cuuccuucucuuccucauuc 61 - 80
Atlgl7220.1 cuucuucuucuuccuccuuc 54-73
At2g18890.1 cuucuucuucuuccuccuuc 8-27
At4g01410.1 cuuucuucuccuccuccuuc 25-44
Af2g18670.1 cuucuuucucuuccucguuc 375 -394
At2g37380.1 cuucguugucuucuucguuc 810 -829
At4g24390.2 cauucuugucuuccuccauc 2378 -2397
At4g39040.1 cuuccuugucauucugcuuc 202 - 221
At5g61360.1 cuucuuugucuugcuccugc 899 -918
UBI At1g75330 At3g52500 No RT
| M | M | M | M

SRCC1 alone potentially targets
tens of Arabidopsis transcripts

Position

5’UTR
CDS

5’ UTR
CDS
CDS

5’UTR

5’UTR
5’UTR
5’UTR
5’UTR
CDS
CDS
3°’UTR
CDS
3’UTR

Score

1
1.5

LS
2
2
2

2.5
2.5
2.5
2.5

W W W W W

At1g75330 relative levels

12

10

Function

regulator of chromosome condensation (RCC1l) family

ornithine carbamoyltransferase, chloroplast /

ornithine transcarbamylase

aspartyl protease

similar to human splicing factor GB:CAA59494
purple acid phosphatase (PAP21)

patatin,
allergen

putative similar to patatin-like latex

short-chain dehydrogenase/reductase (SDR)
translation initiation factor IF-2, chloroplast
protein kinase family protein

harpin-induced family protein / HIN1l family protein
zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein
expressed protein
F-box family protein (FBX14)

expressed protein

expressed protein

[ 1 Infected

. Mock

Col-0 dcl2/dcl3/dcl4



Molecular function

4% 2% 1%

wtransferase activity

m molecular function unknown
other binding

 kinase activity

® hydrolase activity

transporter activity

® DNA or RNA binding

1 protein binding

W other enzyme activity
nucleotide binding
Itranscription factor activity
other molecular functions

" nucleic acid binding

I structural molecule activity

Nb. of putative targets

90 90
79
74
2 3 3 3
3 3 4 5

Biological process

16%

Iu other physiological processes

m other cellular processes

| other metabolic processes

i biological process unknown

m protein metabolism

[itransport

M other biological processes

[7 cell organization and biogenesis
i developmental processes

[ transcription

[ electron transport or energy

[ response to abiotic or biotic stimulus
[ signal transduction

[« ]

Cellular component

2%2%1%

18%

W other membranes
mchloroplast
[ cellular component unknown
W other cellular components
mother intracellular components
Mnucleus
B mitochondria
[ other cytoplasmic components
m plastid

plasma membrane
ER
cell wall
Mextracellular
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ONGOING PROJECTS IN THE LAB

Shigella spp Iin
Human
epithelial cells
+/- TTSS

|

MIRNA profiling
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+TSS: -TSS:
suppression role of specific

of Human miRNA Human
pathway? MIRNAS
in the basal

defense response?

Time-course elicitation of
Human monocytes

-flagellin, dsRNA, LPS..

A 4

MIRNA profiling
1,5, 10,24 h

|

role of specific
Human
MIRNASs
in specific innate
Immune response”?



