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entrer dans la cellule, est spécifiquement modifice en fonction du co-récepteur cellulaire utilise par le virus pour son entree dans
les cellules, comprenant : 1) déterminer les niveaux d'expression de microARN dans une cellule test, exprimant un recepteur, un
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est module lors de I'infection par chacun des virus par rapport au niveau d'expression dans des cellules non infectées; 111) comparer
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lutilisation d'un co-recepteur; v) eventuellement identifier les ARNm cibles des micro-ARN ainsi s¢lectionnés.
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Ildentification du tropisme cellulaire de virus

Domaine de l'invention

La présente invention concerne une méthode de caractérisation du tropisme
cellulaire d'un virus, notamment du Virus d'Immunodéficience Humaine (VIH), et en
particulier de la capacité du virus VIH a utiliser les récepteurs CXCR4 et/ou CCR5 pour

entrer dans les cellules.

Arriere-plan technique

L'entrée du virus VIH dans les cellules implique plusieurs protéines virales dont les
protéines d’enveloppe gp41 et gp120. La premiere eétape du cycle de replication du virus
VIH fait intervenir la fixation du virus aux lymphocytes T4 auxiliaires par interaction de la
protéine gp120 avec la protéine cellulaire CD4. En outre, pour que la fusion des
membranes virale et cellulaire se produise, le virus VIH doit interagir avec un co-récepteur
cellulaire. Les co-récepteurs les plus importants in vivo sont les recepteurs de chimiokines
CXCR4 et CCR5. L'utilisation des differents co-récepteurs est associee a l'évolution du
déficit immunitaire et, par conséquent, de l'infection : au début de l'infection, les virus dits
R5 interagissent avec le co-réecepteur CCR5, puis a un stade plus avancé, certains virus
utilisent le co-récepteur CXCR4 (virus dits X4). A ce stade, la population virale comprend
soit un mélange de virus R5 et X4, soit des virus a double tropisme R5/X4. Dans certains
cas, les virus R5 peuvent induire directement l'apparition d'un SIDA, toutefois c'est
'apparition de virus X4 qui est généralement associee au développement de la maladie.
est donc essentiel de pouvoir detecter précocement l'apparition des virus X4 chez le
patient.

Ainsi, un certain nombre de méthodes ayant pour but de déterminer le tropisme
cellulaire des virus VIH ont été développées.

Par exemple, le test TROFILE (MONOGRAM) est un test phénotypique du virus
VIH proposé par la societé Monogram Biosciences et Pfizer. Tout d’abord, une librairie de
vecteurs contenant les régions codant I'enveloppe des virus VIH d'un patient est réalisee.
Ces vecteurs sont ensuite amplifies et les régions codant I'enveloppe sont clonées dans
un vecteur exprimant un virus VIH déepourvu de protéine d’enveloppe et exprimant le gene
de la luciférase. Enfin, les virus recombinants obtenus a partir de ces vecteurs sont
utilisés pour infecter des cellules exprimant CD4 et CCR5 ou CXCR4. La capacité d’'un
virus a infecter ces cellules est déterminée par mesure de I'émission de lumiere produite
par la luciferase. Ce test présente plusieurs inconvénients, comme signalé en novembre
2007 par le TRT-5 a I'Afssaps et a la HAS (Haute Autorité de la Santé). Il a tout d’abord
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un cout tres elevé. De plus, le délai de réception des résultats est de quatre a cing
semaines, ce qui n'est pas compatible avec une prise de décision rapide en cas de
changement de traitement. En outre, 1| n'est pas impossible qu'un changement de
tropisme viral puisse intervenir chez certains patients dans un tel délai. Par ailleurs, aucun
test Trofile n'est disponible pour les virus de types VIH-2.

I existe donc un réel besoin de tests alternatifs simples, rapides, fiables et peu
couteux permettant de déterminer le tropisme cellulaire des virus VIH. L'objet de la
présente invention est de fournir de tels tests.

Resume de I'invention

La présente invention découle de la mise en évidence inattendue, par les
inventeurs, que lI'expression de miRNA dans une cellule susceptible d’étre infectée par un
virus VIH est modulée en fonction du co-récepteur utilisé par le virus VIH pour entrer dans
la cellule.

Ainsi, la présente invention concerne une meéthode in vitro didentification de
microARN, ou de leurs ARNm cibles, dont I'expression, lors de l'infection de cellules par
un virus utilisant un récepteur cellulaire et au moins un co-récepteur cellulaire pour entrer
dans la cellule, est spécifiquement modifiee en fonction du co-récepteur cellulaire utilisé
par le virus pour son entrée dans les cellules, comprenant :

) déterminer les niveaux dexpression de microARN dans une cellule test,
exprimant un récepteur, un premier co-récepteur et au moins un autre co-recepteur, apres
infection respectivement par un premier virus utilisant le premier co-récepteur et par au
moins un autre virus utilisant un autre co-récepteur ;

i) identifier les microARN dont le niveau d’expression est modulé lors de l'infection
par chacun des virus par rapport au niveau d'expression dans des cellules non infectées ;

i) comparer les microARN ainsi identifiés ;

Iv) sélectionner les microARN dont |la modification du niveau d'expression est
spécifique de l'utilisation d’'un co-récepteur ;

v) eéventuellement identifier les ARNm cibles des micro-ARN ainsi sélectionnés.

L'invention concerne également méthode in vitro d’identification d’'un co-récepteur
cellulaire utilisé par un virus utilisant un récepteur cellulaire et au moins un co-récepteur
cellulaire pour entrer dans une cellule, chez un patient infecté par le virus, comprenant :

) mettre en contact un échantillon du patient susceptible de contenir le virus avec
une cellule test exprimant un récepteur cellulaire du virus et au moins un co-récepteur

cellulaire du virus ;
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i) déterminer le niveau d’expression d’au moins un miRNA et/ou d’au moins un
ARNmM cible d'un miIRNA dans la cellule test ;

i) comparer le niveau d'expression a une valeur prédéterminée ;

Iv) en déduire si le virus utilise ou non un co-recepteur cellulaire exprimé par la
cellule test.

Description de I'invention

Le terme « miRNA » ou « microARN » se réfere a une classe dARN,
généralement de 20 a 25 nucléotides de long, impligués dans la régulation post-
transcriptionelle de certains genes spécifiqgues en déegradant ou bloquant la traduction de
'ARNmM issu de la transcription de ces genes. Par « ARNm cible » d'un miRNA, on entend
un ARNm dont on sait ou dont on a déterminé qu'il est dégradé ou dont la traduction est
bloguée par ledit miIRNA. Les miIRNAS sont notamment décrits dans Griffiths-Jones
((2004) Nucleic Acids Res 32:D109-D111), dans Giriffiths-Jones et al. ((2008) Nucleic
Acids Res 36:D154-D158)et dans la base de donnée sur les miRNA (miRBase,
http://microARN.sanger.ac.uk).

L'expression « virus » telle qu’utilisée ici comprend tous les types de virus. En
particulier le virus peut étre sélectionné dans le groupe des virus dont des variants ou des
especes sont plus ou moins pathogenes, par exemple les rétrovirus en particulier le virus
VIH, les virus de la grippe, les coronavirus, les virus de la rougeole, les herpesvirus (dont
les virus EBV, Simplex et CMV), les papillomavirus. Preférentiellement, le virus est un
rétrovirus sélectionné parmi les retrovirus humains notamment VIH, HTLV-l et XMRV.
Encore plus préférentiellement, le virus est le VIH et en particulier les virus VIH-1 et VIH-
2 (notamment décrits dans |la base de donnée HIV  databases,
http://www.hiv.lanl.gov/content/index). Si le virus selon l'invention est le VIH, les virus
utilisés pour réaliser les infections peuvent, par exemple, étre des virus prototypes comme
les virus VIH-1, NL4.3, VIH-2 ROD ou VIH-1 NLADS8 ou des virus d'un patient. Les virus
VIH selon linvention peuvent utiliser un ou plusieurs co-récepteurs pour entrer dans les
cellules cibles. Préférentiellement, dans les méthodes d’identification de micro-ARN selon
'invention, les virus VIH utilisés n'utilisent qu’'un seul type de co-récepteur pour entrer
dans une cellule.

Le terme «patient» désigne un étre humain infecté par un virus.
Préféerentiellement, le virus est le VIH. Le patient peut alors avoir éventuellement
développé un SIDA (Syndrome d'Immuno-Déficience Acquise). Eventuellement, le patient
est sous traitement anti-rétroviral, par exemple sous traitement HAART (traitement anti-

retroviral hautement actif (« Highly Active Anti-Retroviral Therapy »)).
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Les termes « récepteur » et « recepteur cellulaire » selon l'invention désigne une
structure de surface cellulaire, en g@générale une proteine, intervenant dans la
reconnaissance d'une cellule cible par un virus et aboutissant en générale a la fixation de
ce virus a la cellule cible. Les termes « co-recepteur » et « co-récepteur cellulaire »
regroupe I'ensemble des protéines cellulaires de surface participant a I'entrée du virus a
'exclusion du récepteur cellulaire.

Lorsque le virus est le VIH, les termes « co-récepteur » et « co-récepteur
cellulaire » regroupent plus spécifiguement lI'ensemble des protéines cellulaires de
surface participant a I'entrée du virus en plus de l'interaction entre le virus et le récepteur
cellulaire CD4. L’entrée d'un virus VIH dans une cellule hote implique la fusion entre les
membranes cellulaire et virale. En particulier, le co-récepteur peut étre sélectionné dans
le groupe constituée de CXCR4, CCR5, CCR3, CCR2, CCR1, CCR4, CCR8, CCR9,
CXCR2, STRL33, V28, gpr1, gpr15 et ChemR23. Préférentiellement, le co-récepteur est
CCR5 ou CXCRA4.

CXCR4 est également connu sous les noms de Fusin, LESTR et NPY3R. Le gene
CRCR4 désigne ici preférentiellement la séquence du gene CXCR4 humain dont la
séquence dARNmM peut, par exemple, étre la SEQ ID NO : 1 ou tout variant allélique ou
polymorphique de celle-ci ainsi que les séquences orthologues présentes dans d'autres
especes. Le gene CXCR4 code la proteine CXCR4 pouvant avoir la sequence
représentée par SEQ ID NO : 2 ou n'importe quel variant naturel de celle-ci.

CCR5 est egalement connu sous les noms de CKR-5 et CMKRBS5. Le gene CCR5
désigne ici préférentiellement la séquence du gene CCR5 humain dont la séquence
d’ARNm peut, par exemple, étre la SEQ ID NO: 3 ou tout variant allelique ou
polymorphique de celle-ci ainsi que les séquences orthologues présentes dans d'autres
especes. Le gene CCR5 code la protéine CCR5 pouvant avoir la séquence representée
par SEQ ID NO : 4 ou n‘importe quel variant naturel de celle-ci.

CCRS3 est également connu sous les noms de CC-CKR-3, CKR-3 et CMKBRS. Le
gene CCR3 désigne ici préférentiellement la séquence du gene CCR3 humain dont la
seéquence dARNm peut, par exemple, étre la SEQ ID NO : 5 ou tout variant allélique ou
polymorphique de celle-ci ainsi que les séquences orthologues présentes dans d'autres
especes. Le gene CCRS3 code la proteine CCR3 pouvant avoir la séquence représentée
par SEQ ID NO : 6 ou n‘importe quel variant naturel de celle-ci.

CCR2 est également connu sous les noms de CCR2b et CMKBR2. Le gene CCR2
désigne ici préferentiellement la séquence du gene CCR2 humain dont la séquence
d’ARNm peut, par exemple, étre la SEQ ID NO: 7 ou tout variant alléliue ou
polymorphique de celle-ci ainsi que les séquences orthologues présentes dans d'autres
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especes. Le gene CCR2 code la proteine CCR2 pouvant avoir la séquence représentée
par SEQ ID NO : 8 ou n‘importe quel variant naturel de celle-ci.

CCR1 est également connu sous les noms de CKR1 et CMKBR1. Le gene CCRH
désigne ici préférentiellement la séquence du gene CCR1 humain dont la séquence
d’ARNm peut, par exemple, étre la SEQ ID NO: 9 ou tout variant alleliqgue ou
polymorphique de celle-ci ainsi que les séquences orthologues présentes dans d'autres
especes. Le gene CCR1 code la proteine CCR1 pouvant avoir la séquence représentée
par SEQ ID NO : 10 ou n'importe quel variant naturel de celle-ci.

CCR4 est également connu sous le nom de CKR-4. Le gene CCR4 désigne ici
préférentiellement la sequence du gene CCR4 humain dont la séquence dARNmM peut
par exemple étre la SEQ ID NO : 11 ou tout variant allélique ou polymorphique de celle-ci
ainsi que les séquences orthologues présentes dans d'autres especes. Le gene CCR4
code la proteine CCR4 pouvant étre de sequence représentée par SEQ ID NO : 12 ou
n'importe quel variant naturel de celle-ci.

CCR8 est egalement connu sous les noms de ChemR1, TER1 et CMKBRS8. Le
gene CCR8 désigne ici préférentiellement la séquence du gene CCR8 humain dont la
sequence d’ARNm peut, par exemple, étre la SEQ ID NO : 13 ou tout variant allélique ou
polymorphique de celle-ci ainsi que les séquences orthologues présentes dans d'autres
especes. Le gene CCRS8 code la proteine CCR8 pouvant avoir la séquence représentée
par SEQ ID NO : 14 ou n'importe quel variant naturel de celle-ci.

CCR9 est egalement connu sous le nom de D6. Le gene CCR9 désigne ici
préférentiellement la séquence du gene CCR9 humain dont la séquence dARNm peut,
par exemple, étre la SEQ ID NO : 15 ou tout variant alléliue ou polymorphique de celle-ci
ainsi que les séquences orthologues présentes dans d’autres especes. Le gene CCR9
code la protéine CCR9 pouvant avoir la séquence representée par SEQ ID NO : 16 ou
n'importe quel variant naturel de celle-ci.

CXCR2 est également connu sous le nom de IL-8RB. Le gene CXCR2 désigne ici
préférentiellement la séquence du gene CXCR2 humain dont la séquence d’ARNmM peut,
par exemple, étre la SEQ ID NO : 17 ou tout variant allelique ou polymorphique de celle-ci
ainsi que les séquences orthologues presentes dans d’'autres especes. Le gene CXCR2
code la protéine CXCR2 pouvant avoir la séquence représentée par SEQ ID NO : 18 ou
n'importe quel variant naturel de celle-ci.

STRL33 est également connu sous les noms de Bonzo, CXCR6 et TYMSTR. Le
gene STRL33 designe ici préférentiellement la séquence du gene STRL33 humain dont la
sequence d’ARNm peut, par exemple, étre la SEQ ID NO : 19 ou tout variant allélique ou
polymorphique de celle-ci ainsi que les séquences orthologues présentes dans d'autres
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especes. Le gene STRL33 code la protéine STRL33 pouvant avoir la séguence
représentée par SEQ ID NO : 20 ou n'importe quel variant naturel de celle-ci.

V28 est également connu sous les noms de CMKBRL1, CX3CR1 et GPR13. Le
gene V28 désigne ici préférentiellement la séquence du gene V28 humain dont la
sequence d’ARNm peut, par exemple, étre la SEQ ID NO : 21 ou tout variant allélique ou
polymorphique de celle-ci ainsi que les séquences orthologues présentes dans d'autres
especes. Le gene V28 code la protéine V28 pouvant avoir la séquence representée par
SEQ ID NO : 22 ou n'importe quel variant naturel de celle-ci.

Le gene gpr1 ou GPR1 désigne ici préférentiellement la séquence du gene gpr
humain dont la séquence dARNm peut, par exemple, étre la SEQ ID NO : 23 ou tout
variant allélique ou polymorphique de celle-ci ainsi que les séquences orthologues
présentes dans d'autres especes. Le gene gpr1 code la proteine gpr1 pouvant avoir la
séquence représentée par SEQ ID NO : 24 ou n'importe quel variant naturel de celle-ci.

gpr15 ou GPR15 est également connu sous le nom de BOB. Le gene gpri15
désigne ici préférentiellement la séquence du gene gpr15 humain dont la séquence
d’ARNm peut, par exemple, étre la SEQ ID NO: 25 ou tout variant allelique ou
polymorphique de celle-ci ainsi que les séquences orthologues présentes dans d'autres
especes. Le gene gpr15 code la protéine gpr15 pouvant avoir la séquence représentée
par SEQ ID NO : 26 ou n'importe quel variant naturel de celle-ci.

Ap| est également connu sous les noms de angiotensin-receptor-like, apelin
receptor (APLNR) et AGTRL1. Le gene Apj déesigne ici préférentiellement la séquence du
gene Apj humain dont la séquence dARNm peut, par exemple, étre la SEQ ID NO : 27 ou
tout variant allélique ou polymorphique de celle-ci ainsi que les séquences orthologues
présentes dans d’autres especes. Le gene Apj code la protéine Apj pouvant avoir la
sequence representée par SEQ ID NO : 28 ou n‘importe quel variant naturel de celle-ci.

Le gene ChemR23 est eégalement connu sous les noms de CMKLR1 et DEZ. Le
gene ChemR23 désigne ici preféerentiellement la séquence du gene ChemR23 humain
dont la séquence d’ARNmM peut, par exemple, étre la SEQ ID NO : 29 ou tout variant
alleligue ou polymorphique de celle-ci ainsi que les séquences orthologues présentes
dans d’autres especes. Le gene ChemR23 code la protéine ChemR23 pouvant avoir la
sequence representée par SEQ ID NO : 30 ou n‘importe quel variant naturel de celle-ci.

Selon linvention, on entend par « cellule test » toute cellule susceptible d’'étre
infectée par un virus selon l'invention. Préférentiellement, quand le virus est le VIH, la
cellule test selon l'invention exprime CD4, un premier et au moins un autre co-récepteur
du virus VIH tel que défini ci-dessus. Encore préférentiellement, la cellule test selon
'invention exprime CXCR4 et CCR5. Une cellule test selon linvention peut exprimer



10

15

20

25

30

35

CA 02773068 2012-03-02
WO 2011/027073 PCT/FR2010/051817

7

naturellement ces récepteurs ou étre genétiguement modifiee afin d'exprimer ces
recepteurs. La cellule test selon l'invention peut par exemple étre une cellule dendritique,
une cellule issue des lignees lymphoide (préferentiellement un lymphocyte T) ou myéloide
(préféerentiellement un  macrophage), une cellule épithéliale ou un fibroblaste.
Preferentiellement, la cellule test selon linvention est sélectionnée dans le groupe
comprenant les cellules Jurkat (notamment décrites dans Schneider et al. Int J Cancer
(1997) 19(5) : 621-6), par exemple le clone de cellule Jurkat E6-1 (ATCC No : TIB-152),
les cellules Jurkat-CCR5 (notamment décrites dans Alkhatib et al. (1996) Science 272 :
1955-1958 et AIDS reagent NIBSC, UK). Encore plus préférentiellement, la cellule test
selon I'invention est une cellule Jurkat-CCRS5.

Les techniques permettant d’infecter une cellule test selon l'invention par un virus
VIH sont bien connues de 'lhomme du meétier et sont notamment décrites dans Barreé-
Sinoussi et al. ((1983) Science 220(4599) : 868-71)).

Le niveau d'expression de microARN ou le niveau d'expression dARNm cible
dans les cellules test peut étre mesuré par toutes techniques connues de 'lhomme du
métier. De nombreuses méthodes sont connues qui permettent de quantifier les ARN, par
exemple, les methodes fondées sur des PCR apres transcription inverse (RT-PCR)
utilisant des oligonucléotides specifiques des séquences d’ARN ou des methodes
permettant I'hybridation de ces ARN, des duplicats ou triplicats de ces ARN avec des
sondes sous conditions stringentes. Lorsque le niveau d'expression des ARNm cibles est
mesuré, Il est possible de réaliser une RT-PCR ou des puces cDNA spécifiques avec une
seule sonde permettant la transcription inverse de toutes les ARNm. Les sondes selon
'invention sont préférentiellement deéposées sur des microarrays. Les conditions
stringentes peuvent facilement étre déterminées par 'homme du métier. Par exemple, les
conditions stringentes selon l'invention peuvent comprendre une etape d’hybridation de
10 a 20 heures, préférablement 16h, a une température de 40 a 50°C, préféerablement a
50°C, en présence d'une force ionique équivalente a celle induite par une concentration
de 500mM a 2M de NaCl, préférablement 1M de NaCl. D’autres produits peuvent
egalement étre ajoutés comme des solutions tampon, telles le Tris ou MES, de 'EDTA, du
Tween et du BSA (sérum albumine bovine).

Les niveaux d'expression des microARN ou de leurs ARNm cibles ainsi mesures,
dans une cellule test respectivement infectée par un premier virus utilisant un premier co-
recepteur et par au moins un autre virus utilisant un autre co-récepteurs, peuvent
permettre d'identifier les microARN ou leurs ARNm cibles dont I'expression est modulée
lors de linfection par chacun des virus par rapport a des cellules non infectées.
L'identification des microARN ou de leurs ARNm cibles dont I'expression est modulée lors
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de [linfection par chacun de virus peut étre réalisee en comparant les niveaux
d'expression des miRNA ou de leurs ARNm cibles mesurés apres infection par chacun
des virus avec le niveau d'expression desdits mIRNA ou desdits ARNm cibles dans des
cellules non infectées. Préféerentiellement, pour qu'un microARN ou ses ARNm cibles
solent considerés comme ayant une expression modulée lors de l'infection des cellules
tests par un virus, cette expression est augmentée ou diminuée par rapport a I'expression
dans les cellules tests non infectées d'un log2 du rapport (expression dudit miIRNA dans
des cellules infectées/ expression dudit miRNA dans des cellules non infectées)
supérieure a 0,5 ou inférieur a -0,5 respectivement.

Les microARN ou leurs ARNm cibles identifiés comme ayant une expression
modulée lors de l'infection par chacun des virus peuvent ensuite étre comparés afin de
sélectionner les mMIRNA ou leurs ARNm cibles dont l'expression est modifiee
spécifiguement par l'utilisation d’'un co-récepteur par le virus.

Par «modification du niveau d'expression spécifique de [lutilisation d'un co-
récepteur » selon l'invention on entend une modification, augmentation ou diminution, de
'expression suffisante pour permettre d’identifier le co-récepteur utilisé par le virus.

Par « cellules tests non infectees » ou « cellules non infectées par le virus du
patient », on entend des cellules n‘ayant pas été mises en contact avec un virus quelque
gu’il soit mais egalement les cellules infectées par un virus, notamment un rétrovirus, dont
les co-récepteurs cellulaires sont présentés par les cellules test mais sont distincts du
premier co-récepteur ou du au moins un autre co-récepteur utilisé par le virus pour entrer
dans la cellule test dans les méthodes selon l'invention. Par exemple, ce virus peut étre
un virus VIH pseudotypé par une enveloppe amphotrope type VSV ou le virus PFV-1.

Par exemple, si I'expression d’'un miRNA ou d'un de ses ARNmM cibles est
augmentée lors d’'une infection avec un premier virus VIH utilisant le co-récepteur CXCR4
dans des cellules Jurkat-CCR5 (exprimant CXCR4 et CCR5) par rapport a I'expression du
MIRNA ou d'un de ses ARNm cibles dans des cellules Jurkat-CCR5 non infectees et que
'expression de ce miIRNA ou d'un de ses ARNm cibles n'est pas augmentée lors d'une
infection avec un deuxieme virus VIH utilisant le co-récepteur CCR5 dans des cellules
Jurkat-CCRb5 par rapport a I'expression du miBRNA ou d'un de ses ARNm cibles dans les
cellules Jurkat-CCR5 non infectées, alors 'augmentation de I'expression dudit miIRNA ou
dudit ARNm cible est spécifique de l'utilisation du récepteur CXCR4 par le virus VIH.

La présente invention peut concerner egalement une methode in vitro
d'identification de microARN ou de leurs ARNm cibles dont I'expression, lors de l'infection

de cellules par un virus utilisant un récepteur et au moins un co-récepteur cellulaire pour
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entrer dans la cellule, est spécifiguement modifiée en fonction du co-recepteur cellulaire
utilisé par le virus pour son entréee dans les cellules, comprenant :

) déterminer les niveaux d’expression de microARN dans une cellule test,
exprimant le récepteur, un premier co-récepteur et au moins un autre co-récepteur, apres
infection respectivement par un premier virus utilisant le premier co-récepteur et par au
moins un autre virus utilisant un autre co-récepteur;

i) comparer les niveaux d'expression des micro-ARN ainsi déterminés ;

i) identifier les microARN dont la modification du niveau d'expression est
spécifique de l'utilisation d’'un co-récepteur.

Les niveaux d’expression des microARN ou de leurs ARNm cibles ainsi mesures
dans une cellule test apres infection respectivement par un virus utilisant un premier co-
recepteur et au moins un autre virus utilisant un autre co-récepteur peuvent alors étre
comparés directement entre eux. Cette comparaison permet alors didentifier les
microARN ou leur ARNm cibles dont la modification de lI'expression est specifique de
I'utilisation du premier corécepteur ou du au moins un autre co-récepteur par le virus.

Les meéthodes selon linvention peuvent également comprendre un étape
supplémentaire permettant d'identifier les ARNm cibles des micro-ARN caractéristiques
ainsi identifies dont la modification du niveau d'expression est specifique de l'utilisation
d'un co-récepteur par un virus pour entrer dans une cellule. Les cibles des miRNA

peuvent étre Iidentifites dans des bases de données, notamment miRBase

(http://microrna.sanger.ac.uk/ et notamment décrite dans Griffiths-Jones et al. (2008)
Nucleic Acids Res 36, Griffiths-Jones et al. (2006) Nucleic Acids Res 34, Griffiths-Jones et
al. (2004) Nucleic Acids Research 32) et TargetScan (http://www.targetscan.org/ et
notamment décrite dans Lewis et al. (2005) Cell 120: 15-20, Grimson et al. (2007)
Molecular Cell 27: 91-105, Friedman et al. (2009) Genome Research 19: 92-105).
L'expression « échantillon du patient susceptible de comprendre le virus VIH »
comprend tous les liquides ou tissus biologiques provenant d'un patient et pouvant
contenir des virus comme par exemple, le sang périphérique, les muqueuses génitales,
les tissus lymphoides, le liquide céphalo-rachidien, le placenta ou le lait maternel.
L'échantillon peut étre mis directement en contact avec les cellules test.
Preféerentiellement, les virus sont extraits de I'échantillon avant contact avec les cellules
hotes. Par exemple, les virus des patients peuvent provenir d’isolats primaires issus d'un
echantillon biologique et étre obtenus par toutes méthodes connues de 'lhomme du
métier, par exemple, l'isolement des virus VIH peut s'effectuer par co-culture des
lymphocytes de patients infectées par le VIH avec des lymphocytes de donneurs

seéronegatifs pour le VIH notamment selon la technique décrite par Barre-Sinoussi et al
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((1983) Science 220(4599):868-71). Le sang periphérique d’'un patient infecté par le virus

VIH peut également étre traité de maniere a séparer le plasma des cellules (comme cela
est notamment décrit par Fang et al. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:12110-4).

Afin de mettre en ceuvre la méthode d’identification d'un co-récepteur cellulaire
utilisé par un virus utilisant un récepteur cellulaire et au moins un co-récepteur cellulaire
pour entrer dans une cellule chez un patient, le niveau d'expression d’au moins un miRNA
et/ou d’au moins un ARNm cible de ce miRNA est mesuré. De préférence ce miRNA et/ou
son ARNm cible a été identifie comme ayant une modification du niveau d'expression
spécifique de l'utilisation par le virus d’'un co-récepteur. De préférence ce miRNA et/ou
son ARNm cible aura été identifié par une méthode selon I'invention.

En particulier, la méthode d’identification de virus chez un patient selon l'invention
peut étre utilisée pour identifier des virus utilisant CXCR4 et/ou CCR5. De préférence ce
MiRNA et/ou son ARNm cible aura alors été identifiée comme ayant une modification du
niveau d'expression spécifique de l'utilisation par le virus VIH du récepteur CXCR4 et/ou
CCR5. De préférence ce miRNA et/ou son ARNm cible aura été identifié par la méthode
d’'identification de miRNA selon l'invention.

Preferentiellement, la méthode selon I'invention est mise en ceuvre pour identifier
la présence ou l'absence de virus utilisant le co-récepteur CXCR4 chez un patient. La
méthode selon linvention peut aussi étre réalisée a plusieurs reprises sur des
echantillons issus d'un méme patient préleves a differents moments au cours du temps
afin d'identifier l'apparition de virus utilisant le recepteur CXCR4 et ainsi de suivre
'évolution de |la maladie chez ce patient.

La valeur prédéterminée peut étre une valeur unique comme, par exemple, un
niveau ou une moyenne de niveaux d’expression d'un miRNA donné ou d'un ARNm cible
donné.

Par exemple, afin d'identifier un virus utilisant un co-récepteur donnée, la valeur
prédéterminée peut étre la valeur de I'expression d’'un miRNA donné ou d'un ARNm cible
donné dans une cellule exprimant ce co-récepteur et infectée par un virus de reférence
connu pour utiliser ce co-récepteur pour entrer dans la cellule. Par exemple, afin
d’'identifier des virus utilisant CXCR4 et/ou CCR5 chez un patient, la valeur prédéterminée
peut étre la valeur de I'expression d'un miRNA donné ou d'un ARNm cible donné dans
une cellule exprimant CXCR4 ou CCR5 apres infection avec un virus VIH de réféerence
utilisant CXCR4 ou CCR5 pour entrer dans une cellule.

La comparaison entre la valeur d'expression obtenue et la valeur prédeterminee
permet de déterminer si le virus étudié utilise ou non le méme co-récepteur que le virus

de référence pour entrer dans les cellules. Par exemple, si la valeur obtenue est proche
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de la valeur prédéterminée, Il est possible de déduire qu'un co-récepteur utilisé par le
virus testé est identique a celui utilisé par le virus de référence pour entrer dans les
cellules. Par valeur proche on entend préférentiellement des valeurs ne différant pas de
plus de 50%, 40%, 30%, 20% ou 10% et encore plus préférentiellement de moins de 5%.

La valeur de référence peut également étre, par exemple, la valeur de I'expression
d'un miRNA donné ou d'un ARNm cible donné dans une cellule non infectée et donc en
absence d'infection par le virus du patient. De préférence, il aura alors été préalablement
montré que I'expression dudit miRNA ou dudit ARNm cible est modulée, augmentée ou
diminuée, de facon specifique apres infection de la cellule avec un virus de référence
utilisant un co-récepteur donne par rapport a I'expression dans une cellule non infectée.
L'augmentation ou la diminution de la valeur d'expression dun miIRNA ou dun ARNmM
cible de méme nature que celle prealablement determinée indique alors une utilisation
d’'un méme co-recepteur par les virus. Par expression augmentée ou diminuée de méme
nature, on entend préféerentiellement des valeurs de log2 du rapport (expression dudit
MIRNA et/ou d'un ARNm cible dans des cellules infectées/ expression dudit miRNA et/ou
d'un ARNm cible dans des cellules non infectées) de méme signe (negative ou positive
respectivement). L'étape de comparaison du niveau d’expression a une valeur déterminée
() dans la méthode d’identification d’'un co-récepteur utilisé par un virus d’'un patient
infecté selon l'invention est alors preférentiellement mise en ceuvre en déterminant si le
niveau d'expression d'au moins un miIRNA et/ou au moins un ARNm cible d'un miRNA est
augmenté ou diminué par rapport au niveau d’expression du au moins un miRNA et/ou du
au moins un ARNm cible d'un miRNA dans des cellules tests non infectées.

Par exemple, la mesure de l'expression d'un ou plusieurs microARN ou ARNm
cible, dont I'expression a été montréee comme etant spécifiguement modifiee (augmentée
ou diminuée) par des virus VIH de référence utilisant le co-récepteur CXCR4, dans des
cellules non infectées peut étre comparée a des mesures de I'expression desdits micro-
ARN ou ARNm cibles dans des cellules apres infection par des virus d'un patient. En cas
d'absence de modulations préedéfinies de certains microARN, ce test identifiera que
CXCR4 n’est pas un co-récepteur utilisé par un virus VIH du patient. Inversement, si les
modulations prédéfinies (augmentation ou diminution) sont observées, le test identifiera
que CXCR4 est un co-récepteur utilisé par le virus VIH du patient, il peut étre noté qu’un
tel virus peut étre un virus a double tropisme par exemple, pouvant utiliser CCR5 et
CXCRA4.

Le mIRNA dont I'expression est déterminée peut étre, par exemple, sélectionné
dans le groupe constitué de hsa-miR-574-5p (notamment de SEQ ID NO: 31,
ugagugugugugugugagugugu), hsa-miR-663 (notamment de SEQ ID NO: 32,
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aggcggggcgecgegggaccge), hsa-miR-149*  (notamment de SEQ ID NO: 383,
agggagggacgggggecuguge), hsa-miR-575  (notamment de SEQ ID NO: 34,
gagccaguuggacaggage), hsa-miR-638 (notamment de SEQ D NO: 35
agggaucgcggocgaguggcggecu), hsa-miR-181b (notamment de SEQ ID NO: 36,
aacauucauugcugucggugggu), hsa-let-7g (notamment de SEQ [ID NO: 37,
ugagguaguaguuuguacaguu), hsa-miR-30a (notamment de SEQ ID NO: 38,
uguaaacauccucgacuggaag), hsa-miR-148a (notamment de SEQ ID NO: 39,
ucagugcacuacagaacuuugu) et hsa-miR-9* (notamment de SEQ I[ID NO: 40,
auaaagcuagauaaccgaaagu). Préférentiellement, le mi-RNA dont [I'expression est
déeterminée est hsa-miR-638.

Les miRNA dont I'expression est déterminée peuvent également étre des variants
allélique ou polymorphiqgue des SEQ ID NO: 31 a 40 ainsi que des séguences
orthologues présentes dans d’autres especes dérivant des miRNA de séquence SEQ ID
NO : 31 a 40 et remplissant la méme fonction, en particulier regulant I'expression des
méme ARNm cibles. Par exemple, ces miRNA peuvent dériver des miRNA de séquence
SEQ ID NO : 31 a 40 par une ou plusieurs mutations d'acides nucléiques.

L’ARNmM dont lI'expression est déterminée peut étre, par exemple, sélectionne
dans le groupe constitué des ARNm cibles des miRNA de SEQ ID NO : 31 a 40 ou des
miBNA en dérivant. En particulier, les ARNm cibles peuvent étre identifiés dans des
bases de données comme décrit ci-dessus.

Par exemple, une augmentation de I'expression d’au moins un miRNA sélectionné
dans le groupe comprenant hsa-miR574-5p, hsa-miR-663, hsa-miR-149*, hsa-miR-575,
hsa-miR-638 ou une diminution de l'expression d’au moins un microARN sélectionné
dans le groupe comprenant hsa-miR-181b, hsa-let-7g, hsa-miR-30a, hsa-miR-148a et
hsa-miR-9” indique que CXCR4 est un co-récepteur utilisé par un virus VIH du patient. Au
contraire, une absence d’augmentation de I'expression d’au moins un miRNA selectionné
dans le groupe comprenant hsa-miR574-5p, hsa-miR-663, hsa-miR-149*, hsa-miR-575,
hsa-miR-638 ou une absence de diminution de l'expression d’au moins un microARN
sélectionné dans le groupe comprenant hsa-miR-181b, hsa-let-7g, hsa-miR-30a, hsa-
miR-148a et hsa-miR-9* indique que CXCR4 n’est pas un co-récepteur utilisé par un virus
du patient.
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FIGURE

FIG. 1 : Expression de hsa-miR-638 en reponse a l'infection par des isolats
primaires HIV-1 de tropisme CXCR4, CCR5 ou des virus a double tropisme (dual).
Des cellules Jurkat-CCR5 sont infectées par 4 isolats DUAL (dual 1, dual 2, dual 3, dual
4), 4 isolats CXCR4 (X4 1, X4 2, X4 3, X4 4) et 3 isolats CCR5 (R5 1, R5 2, R5 3). Trois
jours post-infection, les cellules sont lysées et les ARN sont analysés par RT-gPCR
dirigée contre le hsa-miR-638. L'expression de hsa-miR-638 dans les cellules infectées

est normalisée par I'expression de cellules controles Jurkat RS non infectées (NI).

EXEMPLES

MATERIEL ET METHODES

Virus et lighées cellulaires

Les virus utiliseés dans cette etude sont les virus prototypes VIH-1 NL4.3 et VIH-2
ROD utilisant tous les deux le co-récepteur CXCR4, le virus VIH-1 NLADS utilisant le co-
récepteur CCR5 et des virus issus d’isolats primaires utilisant le co-récepteur CXCR4 (3
isolats nommeés X4 1, X4 2, X4 3 et X4 4), utilisant le co-récepteur CCR5 (3 isolats
nommeés R5 1, R5 2 et R5 3) ou pouvant utiliser les deux co-récepteurs CXCR4 et CCR5
(4 isolats nommeés dual 1, dual 2, dual 3 et dual 4) ainsi qu’ un autre rétrovirus, le PFV-1,
n'utilisant ni CD4, ni CXCR4 ni CCR5 pour son entrée.

Les lignées cellulaires Jurkat et Jurkat-CCR5 exprimant CCR5 de maniere stable

sont utilisées.

Infection

- Infection par les virus prototypes

Les cellules Jurkat et Jurkat-CCR5 sont infectées pendant 3 jours par deux doses
infectieuses de VIH-1 NL4.3, VIH-2 ROD afin de tenir compte des modulations liées a la
multiplicité d’infection. Les cellules Jurkat-CCR5 sont infectées pendant 3 jours par VIH-1
NLADS8 ou PFV-1.

- Infection par les virus i1ssus d'isolats primaires

Les cellules Jurkat-CCR5 sont infectées pendant 3 jours par les virus X4 1, X4 2,
X4 3 etX44, R51,R52, R5 3, dual 1, dual 2, dual 3 ou dual 4. Des cellules Jurkat-

CCRb5 non infectées sont utilisées en tant que témoin (NI).
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Analyse de I'expression des microARN

- Analyse par puce micro-ARN

Trois jours apres infection par les virus prototypes, les ARN sont extraits et soumis
a analyse par puces microARN (LC Sciences ou Affymetrix).

- Analyse de I'expression de hsa-miR-638 par RT-PCR

Trois jours apres infection par les virus issus d’isolats primaires, les cellules sont
lysées et 'expression de hsa-miR-368 est analysée par RT-gPCR. L'expression de hsa-
mMiR-368 dans les cellules infectées est normalisée par rapport a I'expression de hsa-miR-
368 dans des cellules controles Jurkat-CCR5 non infectées (NI).

RESULTATS

Exemple 1 : identification des micro-ARN

Les modulations de I'expression des microARN induites par les virus prototypes
VIH-1 NL4.3 et VIH-2 ROD, utilisant tous deux le co-récepteur CXCR4, ont été étudiées.
Afin de limiter les variations inter-individus et de travailler avec un fond génétique
identique (et donc un répertoire de microARN comparable), ces modulations sont
etudiées a la fois au cours de l'infection de la lignée cellulaire Jurkat et de la lignée Jurkat
exprimant CCR5. Trois jours apres linfection, les ARN des cellules Jurkat sont extraits et
soumis a analyse par puces microARN. Le Tableau 1 met en évidence une sous-
population de microARN modulés a la fois par VIH-1 NL4.3 et VIH-2 ROD.

microARN dont I’expression est augmentee lors de
I'infection par NL4.3 et ROD

hsa-miR-574-5p hsa-miR-575
hsa-miR-663 hsa-miR-638
hsa-miR-149*

microARN dont I’expression est diminuée lors de
I'infection par NL4.3 et ROD

hsa-miR-181b hsa-miR-374b
hsa-let-7g hsa-miR-148a
hsa-miR-26b hsa-miR-181d
hsa-let-7¢ hsa-miR-9*
hsa-miR-7 hsa-miR-98
hsa-miR-30a hsa-let-7e
hsa-miR-9

Tableau 1. Modulations significatives (p<0,01) du répertoire de microARN
cellulaires induites lors d'une infection par VIH-1 NL4.3 et VIH-2 ROD de cellules Jurkat et

Jurkat-CCR5 a 1 et 100 TCID50
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L'infection de cellules Jurkat-CCR5 par VIH-1 NLADS8 (de tropisme R5, Tableau 2)

et par le rétrovirus PFV-1 témoin n'utilisant ni CD4, ni CXCR4 ni CCR5 pour son entrée
entraine également des modulations de I'expression de microARN.

microARN dont I’expression est augmentée lors de
I’infection par NLADS8

hsa-miR-19a hsa-miR-30b
hsa-miR-19b hsa-miR-23b
hsa-miR-30e hsa-miR-128
hsa-miR-29a hsa-miR-106a
hsa-miR-29c¢ hsa-miR-15a
hsa-miR-342-3p hsa-miR-17
hsa-miR-30c¢ hsa-miR-222
hsa-miR-92b hsa-miR-30d
hsa-miR-1280 hsa-miR-93
hsa-miR-16 hsa-miR-150
hsa-miR-18b hsa-let-7i
hsa-miR-92a hsa-miR-25
hsa-miR-18a hsa-miR-20b
hsa-miR-106b hsa-let-7g
hsa-miR-23a hsa-miR-191
hsa-miR-20a
I'infection par NLADS8
hsa-let-7d hsa-miR-923
hsa-let-7a hsa-miR-374b
hsa-miR-181b hsa-miR-342-5p
hsa-miR-21 hsa-miR-181d
hsa-miR-155 hsa-miR-638
hsa-miR-26b hsa-let-7b
hsa-miR-1826 hsa-miR-9
hsa-miR-423-5p hsa-miR-575
hsa-miR-7 hsa-miR-1246
hsa-miR-320c¢ hsa-miR-98
hsa-miR-130b hsa-miR-149*
hsa-miR-182 hsa-let-7e
hsa-miR-320b hsa-miR-574-5p
hsa-miR-320d hsa-miR-483-5p
hsa-let-7¢ hsa-miR-375
hsa-miR-1275 hsa-miR-936
hsa-miR-320a

Tableau 2. Modulations significatives (p<0,01) du répertoire de microARN
cellulaires induites lors de l'infection VIH-1 NLADS.
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Par comparaison de ces tableaux, on peut constater que l'expression de neuf
microARN est systématiguement diminuée lors de l'infection, quelque soit le VIH et son
tropisme (Tableau 3). L'expression de ces microARN n’est pas affectee par l'infection par
PFV-1.

microARN dont I’expression est diminuée lors de

I'infection par NL4.3, ROD et NLADS

hsa-miR-181b hsa-miR-374b

hsa-miR-26b hsa-miR-181d
hsa-let-7¢ hsa-miR-98
hsa-miR-7 hsa-let-7e
hsa-miR-9

Tableau 3. Modulations significatives (p<0,01) du répertoire de microARN
cellulaires induites lors de l'infection par NL4.3, ROD et NLADS.

Par alilleurs, I'expression de 5 microARN est augmentée lors de l'infection par
NL4.3 ou ROD mais n'est pas augmentée lors de linfection par NLADS8. Enfin,
'expression de 4 microARN est spécifiqguement diminuée lors de l'infection par NL4.3 ou
ROD mais n’est pas diminuée lors de linfection par NLAD8 (Tableau 4). Aucun
microARN dont I'expression est augmentee ou diminuee specifiqguement lors de l'infection
par NL4.3 ou ROD n’est affecté lors de l'infection par PFV-1.

hom du infection par ﬂ
microARN NL4.3 ou ROD

hsa-miR-574-5p augmentée 33
hsa-miR-663 augmentée 34
hsa-miR-149* augmentée 390
hsa-miR-575 augmentée 36
hsa-miR-638 augmentée 37
hsa-miR-181b diminuée 38
hsa-let-79 diminuée 39
hsa-miR-30a diminuée 40
hsa-miR-148a diminuée 41
hsa-miR-9* diminuée 42

Tableau 4. Modulations significatives (p<0,01) du répertoire de microARN
cellulaires induites spécifiqguement lors de l'infection par NL4.3 et ROD (Augmenteée,
microARN dont I'expression est augmentée lors de l'infection, Diminuée : microARN dont

'expression est diminuée lors de l'infection).

Ces résultats illustrent I'importance des modulations du répertoire de microARN

cellulaires induites par I'entrée du virus. Ces analyses mettent également en evidence la
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possibilite, grace aux methodes selon l'invention, de distinguer l'utilisation d'un certain
type de co-récepteur (ici CXCR4 ou CCRDS) par le VIH sur la base des changements du

répertoire cellulaire de microARN.

Exemple 2 :

Afin de valider les résultats ainsi obtenus, des cellules Jurkat-CCR5 (exprimant a
la fois le récepteur CXCR4 et le récepteur CCR5) sont infectées par des virus issus
d’isolats primaires utilisant le co-récepteur CXCR4 (X4 1, X4 2, X4 3 et X4 4), utilisant le
co-recepteur CCR5 (R5 1, R5 2 et R5 3) ou pouvant utiliser les deux co-récepteurs
CXCR4 et CCR5 (dual 1, dual 2, dual 3 et dual 4).

L'expression de hsa-miR-638 dans les cellules infectées ou non infectées (NI,
témoin) est mesurée apres 3 jours. Comme attendu et comme indiqué dans la figure 1,
'expression de hsa-miR-638 n'est pas modifiee dans les cellules non infectées. Cette
expression n'est pas non plus statistiquement modifiee dans les cellules infectées par des
virus utilisant uniguement CCR5 comme co-récepteur pour entrer dans les cellules (R5 1,
R5 2 et R5 3) (FIG. 1). Par contre, cette expression est significativement augmentée dans
les cellules ayant été infectées par un virus capable d’utiliser le co-récepteur CXCR4 pour
entrer dans les cellules (X4 1, X4 2, X4 3, X4 4, dual 1, dual 2, dual 3 et dual 4) (FIG. 1).

Ces résultats indiquent que seule une infection faisant intervenir le co-récepteur
CXCR4 induit une augmentation de I'expression de hsa-miR-638.

Ces resultats confirment donc les données obtenues dans I'exemple 1 et prouvent,
si besoin était, que le niveau d’expression de ce micro-ARN dans une cellule infectée
permet de déterminer le co-récepteur utilise par le virus pour infecter cette cellule et

permet donc d’identifier le tropisme de ce virus.
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REVENDICATIONS

1. Méthode in vitro d'identification de microARN, ou de leurs ARNm cibles, dont
'expression, lors de l'infection de cellules par un virus utilisant un réecepteur cellulaire et
au moins un co-recepteur cellulaire pour entrer dans la cellule, est spécifiqguement
modifiée en fonction du co-récepteur cellulaire utilisé par le virus pour son entrée dans les
cellules, comprenant :

) déterminer les niveaux dexpression de microARN dans une cellule test,
exprimant un récepteur, un premier co-récepteur et au moins un autre co-récepteur, apres
infection respectivement par un premier virus utilisant le premier co-récepteur et par au
moins un autre virus utilisant un autre co-récepteur ;

i) identifier les microARN dont le niveau d’expression est modulé lors de l'infection
par chacun des virus par rapport au niveau d'expression dans des cellules non infectées ;

i) comparer les microARN ainsi identifiés ;

Iv) sélectionner les microARN dont la modification du niveau d'expression est
spécifique de l'utilisation d’'un co-récepteur ;

v) eventuellement identifier les ARNm cibles des micro-ARN ainsi sélectionnés.

2. Méthode selon la revendication 1, dans laquelle la cellule test exprime un
premier et un deuxieme co-récepteurs et est infectée par un premier virus utilisant le
premier co-recepteur et un deuxieme virus utilisant le deuxieme co-récepteur pour entrer

dans la cellule.

3. Méthode selon la revendication 1 ou 2, dans laquelle les virus sont des

rétrovirus.

4. Méthode selon I'une des revendications 1 a 3, dans laquelle les virus sont des
virus VIH.

5. Méthode selon la revendication 4, dans laquelle le co-récepteur utilisé par un
des virus VIH est sélectionné dans le groupe constitué de CXCR4, CCR5, CCR3, CCR2,
CCR1, CCR4, CCR8, CCR9, CXCR2, STRL33, V28, gpr1, gpr15 et ChemR23.

6. Méthode selon la revendication 5, dans laquelle le co-récepteur utilise par le

premier virus VIH est CXCR4 et le co-récepteur utilisé par le deuxieme virus VIH et
CCRS.
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7. Méthode selon l'une des revendications 4 a 6, dans laquelle les cellules test

sont les cellules Jurkat-CCRS5.

8. Méthode in vitro d’identification d'un co-récepteur cellulaire utilisé par un virus
utilisant un récepteur cellulaire et au moins un co-récepteur cellulaire pour entrer dans
une cellule, chez un patient infecté par le virus, comprenant :

1) mettre en contact un échantillon du patient susceptible de contenir le virus avec
une cellule test exprimant un récepteur cellulaire du virus et au moins un co-récepteur
cellulaire du virus ;

) déterminer le niveau d'expression d’au moins un miRNA et/ou d’au moins un
ARNmM cible d’'un mIRNA dans la cellule test ;

i) comparer le niveau d'expression a une valeur predéterminée ;

Iv) en déduire si le virus utilise ou non un co-récepteur cellulaire exprimé par la

cellule test.

9. Méthode selon la revendication 8, dans laquelle la valeur predéeterminée est le

niveau d'expression du miRNA ou de TARNm dans une cellule test non infectée.

10. Méthode selon la revendication 8 ou 9, dans laquelle le virus est le virus VIH et

dans laquelle la cellule test exprime le récepteur cellulaire CD4.

11. Méthode selon la revendication 10, dans laquelle la cellule test exprime un co-

recepteur cellulaire sélectionné dans le groupe constitué de CXCR4, CCR5, CCRS3,
CCR2, CCR1, CCR4, CCR8, CCR9, CXCR2, STRL33, V28, gpr1, gpr15 et ChemR23.

12. Méthode selon la revendication 10, dans laquelle la cellule test exprime
CXCR4.

13. Méthode selon 'une des revendication 10 a 12, dans laquelle le microARN est
selectionné dans le groupe constitue de hsa-miR574-5p, hsa-miR-663, hsa-miR-149%,
hsa-miR-575, hsa-miR-638, hsa-miR-181b, hsa-let-7g, hsa-miR-30a, hsa-miR-148a et
hsa-miR-9*.

14. Methode selon la revendication 13, dans lagquelle une augmentation de
'expression d’au moins un microARN sélectionné dans le groupe comprenant hsa-
miR574-5p, hsa-miR-663, hsa-miR-149%, hsa-miR-575, hsa-miR-638 ou une diminution



10

CA 02773068 2012-03-02
WO 2011/027073 PCT/FR2010/051817

20

de l'expression d’au moins un microARN selectionné dans le groupe comprenant hsa-
miR-181b, hsa-let-7g, hsa-miR-30a, hsa-miR-148a et hsa-miR-9* indique que CXCR4 est
un co-récepteur utilisé par le virus VIH.

15. Méthode selon l'une des revendications 8 a 14, dans laquelle le niveau
d'expression des microARN ou la quantité de mRNA est mesuré(e) par RT-PCR ou a

'aide d'une micropuce.

16. Méthode selon I'une des revendications 10 a 15, dans laquelle les cellules test

sont sélectionnées dans le groupe constitué des cellules Jurkat et des cellules Jurkat-
CCR5.
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I/]

NI duall dual2 dual3 dual4 X41 X42 X43 X44 R51 RS2 R53
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