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La structure-coiffe
des ARN messagers

Les ARN messagers (ARNm) des cellules eucaryotes subis-
sent d’importantes modifications avant d’étre ultérieurement
traduits en protéines. Ainsi, I'ajout d’une structure-coiffe a
I’extrémité 5’ des ARNm augmente considérablement la sta-
bilité de ces molécules et promeut également une initiation
efficace de la synthese protéique. Les enzymes responsables
de la synthése de cette structure ont maintenant été identi-
fiées chez de nombreux organismes. La caractérisation de
ces protéines de diverses origines nous permet désormais
d’envisager le développement d’inhibiteurs spécifiques ayant
des applications thérapeutiques importantes pour empécher

le développement de certains agents pathogénes.

ans les cellules eucaryotes,

I’extrémité 5’ des ARN

messagers (ARNm) pos-

séde une structure fonda-

mentale impliquée dans le
métabolisme de ces molécules. Cette
structure, appelée structure-coiffe,
est caractérisée par la présence d’un
résidu guanosine méthylé en position
N7 et relié par une liaison caractéris-
tique 5’-5’ sur le premier nucléotide
de PARNm (™GpppN) [1]. Les grou-
pements 2’-hydroxyle des nucléotides
adjacents (""GpppNpN) peuvent éga-
lement étre méthylés, conduisant
ainsi & la formation de structures
désignées coiffe 0 (M"GpppNpN),
coiffe 1 (™Gppp™NpN) ou coiffe 2
(""Gppp™Np™N), selon le nombre
de méthylations (figure 1A).

Formation _
de la structure-coiffe

L’analyse d’acides nucléiques viraux
et des expériences de transcription in
vitro ont initialement permis d’éluci-
der les mécanismes impliqués dans la
synthése de la structure-coiffe [2, 3].
Ces travaux ont révélé que trois activi-
tés enzymatiques sont requises pour
la synthése de cette structure (figure
1B): (1) une ARN 5’-triphosphatase
hydrolyse tout d’abord le phosphate y
situé a I’extrémité triphosphorylée

des molécules d’ARNm; (2) une ARN
guanylyltransférase catalyse ensuite
I'ajout d’un groupement GMP (gua-
nosine monophosphate) a I’extré-
mité diphosphorylée, induisant ainsi
la formation d’une extrémité possé-
dant un résidu guanosine rattaché
par une liaison 5’-5’ au premier
nucléotide de ’ARNm; (3) enfin,
une ARN (guanine-7) méthyltransfé-
rase assure la methylation du résidu
guanosine en position N7. Dans les
cellules eucaryotes, toutes ces étapes
se déroulent dans le noyau des
I’'amorce de la transcription [4]. Une
autre méthylase, I’ARN (nucléoside-
2’-0)-méthyltransférase, présente
dans le cytoplasme, peut par la suite
assurer la méthylation des résidus
adjacents lorsque I’ARNm est situé au
niveau des polyribosomes [5].

Les ARNm de la plupart des virus a
ADN (papovavirus, adénovirus, her-
pesvirus) sont synthétisés par I’ARN
polymérase Il cellulaire puisque
ceux-ci se répliquent dans le noyau
des cellules infectées. De ce fait,
I’extrémité 5’ de ces ARNm viraux est
modifiée par les enzymes cellulaires
pour former la structure-coiffe. Le
virus de la vaccine, qui posséde un
cycle de multiplication exclusivement
cytoplasmique, posséde quant a lui
ses propres enzymes responsables de
la formation de la structure-coiffe.
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Figure 1. La structure-coiffe retrouvée a I'extrémité 5’ des ARNm eucaryotes.
A. Un résidu guanosine méthylé en position N7 est relié par un lien caracté-
ristique 5’-5’ au premier nucléotide de I’ARNm. Les groupements 2’-
hydroxyle des nucléotides adjacents a la structure-coiffe peuvent également
étre méthylés. B. Activités enzymatiques impliquées dans la formation de la
structure-coiffe. A la suite de la polymérisation des deux premiers nucléo-
tides pas I'’ARN polymérase Il (1), une ARN 5’-triphosphatase hydrolyse le
phosphate y situé a I’extrémité triphosphorylée des molécules d’ARNm (2);
une ARN guanylyltransférase catalyse ensuite I'ajout d’un groupement GMP,
conduisant a la formation d’une extrémité possédant un résidu guanosine lié
par une liaison 5°-5’ au premier nucléotide de I’'ARNm (3); enfin, une ARN
(guanine-7) méthyltransférase assure la méthylation du résidu guanosine en
position N7 (4). SAM: S-adénosyl-L-méthionine; SAH: S-adénosyl-L-homo-
cystéine; Pi: phosphate inorganique; Ppi: pyrophosphate.

Enfin, bien que les travaux concer-
nant les mécanismes utilisés par les
virus & ARN pour assurer la synthése
de leurs structures-coiffe soient relati-
vement récents, les données actuelles
semblent toutefois indiquer que ces
virus synthétisent leurs propres pro-
téines possédant toutes les activités
enzymatiques requises pour la syn-
these de la structure-coiffe [6].
Importance
de la structure-coiffe

La présence de la structure-coiffe
constitue un facteur critique pour
Iinitiation de la synthése protéique.
Des essais de traduction in vitro ont
en premier lieu démontré que les
ARNmM non coiffés ne sont pas tra-
duits efficacement par la machinerie
traductionnelle cellulaire [7]. Ces
études ont aussi clairement indiqué
que la présence du groupement ™G a
I'extrémité 5’ des ARNm augmente
I’efficacité de la liaison des ARNm a
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la sous-unité ribosomique 40S lors de
Iinitiation de la traduction [8]. Cer-
taines protéines cellulaires jouent
toutefois un réle critique au niveau
de l'initiation de la traduction en
reconnaissant de maniére spécifique
la structure-coiffe des ARNm. En
effet, la liaison des molécules
d’ARNmM 4 la petite sous-unité riboso-
mique 40S requiert I’action concertée
de nombreux facteurs d’initiation de
la traduction, dont le complexe de
liaison a la structure-coiffe (elF-4F).
La formation de ce complexe est un
processus coopératif qui nécessite ini-
tialement la liaison de la protéine
elF4E a la structure-coiffe des ARNm.
Cette liaison favorise I’adjonction
séquentielle des protéines p220
(anciennement elF4y) et elF4A (ARN
hélicase). La liaison subséquente de
la protéine elF4B a pour effet de sti-
muler I’activité hélicase de elF4A, qui
est responsable du déroulement des
régions appariées de la portion non
traduite des ARNm, favorisant ainsi

I’accés du codon d’initiation AUG a
la machinerie traductionnelle [9].

La structure-coiffe posséde égale-
ment un role stabilisateur important
pour les ARNm. Il a en effet été
démontré, a I'aide d’ARNmM viraux
injectés dans des ovocytes de Xenopus
laevis, que les molécules possédant
une structure "GpppGm ou GpppG
a leur extrémité 5’ sont dégradées
plus lentement que les ARNmM possé-
dant des structures de type pppGm,
pppG ou ppG [10]. De plus, des ana-
lyses cinétiques ont révélé des
niveaux de dégradation similaires
pour des molécules possédant des
structures de type ™'GpppGm et
GpppG. La présence du groupement
guanosine en position 5’ (sans méthy-
lation) est donc apparemment suffi-
sante pour la protection des ARNm
contre les nucléases cellulaires. On a
d’ailleurs remarqué que les ARNm
non coiffés sont dégradés dans la
direction 5°-3’ par les nucléases cellu-
laires [11]. Cette dégradation exonu-
cléolytique engendre essentiellement
des mononucléotides alors que des
produits de dégradation intermé-
diaires (oligonucléotides) ne sont en
géenéral pas retrouvés.

De nombreux genes possédent des
séquences introniques non codantes
qui doivent étre éliminées lors de la
maturation des ARNm. Des travaux
utilisant des analogues de la struc-
ture-coiffe ont clairement démontré
le role essentiel de la structure-coiffe
dans I’épissage des ARNm, relayé par
un complexe hétérodimérique com-
posé des protéines CBP20 (cap binding
protein 20) et CBP80 (cap hinding pro-
tein 80) [12]. Chacune de ces deux
protéines est requise pour la liaison
de la structure-coiffe. Aucune des
sous-unités ne peut se lier a la struc-
ture coiffe, ou a ’ARNm, par elle-
méme. Dans les cellules eucaryotes,
I’élimination des introns se déroule
au niveau d’un complexe nucléopro-
téique (splicéosome) constitué de
5 petites ribonucléoprotéines
nucléaires (SNRNP) (U1, U2, U4/U§,
U5) et de nombreux autres facteurs
d’épissage peu caractérisés. Or, le
complexe CBP20-CBP80 facilite
I’association de Ul au site d’épissage
et participe ainsi a la formation du
complexe nucléoprotéique requis
pour I’épissage des ARNm [13]. L uti-
lisation d’anticorps dirigés spécifique-
ment contre CBP20-CBP80 a par
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ailleurs permis de confirmer I'impor-
tance de ces protéines dans le proces-
sus d’épissage in vivo et in vitro.

Il est intéressant de remarquer que le
complexe formé des protéines
CBP20 et CBP80 est également
requis pour assurer le passage des
ARNmM mars vers le cytoplasme [12].
En effet, il a ét¢ démontré que le
complexe CBP20-CBP80 demeure
associé aux ARNm lors du passage
vers le cytoplasme. Notons cependant
que I'utilisation d’inhibiteurs dirigés
contre CBP20 et CBP80 n’abolit pas
entierement le transport des ARNm
vers le cytoplasme, d’autres facteurs
contribuant probablement a I'effica-
cité de ce processus.

Notons, enfin, qu’a la suite de la syn-
thése des petits ARN nucléaires
(ARNSsn), ceux-ci sont transportés dans
le cytoplasme pour y subir une modifica-
tion additionnelle (™?’Gp-ppN) [14].
Cette nouvelle structure triméthylée,
de concert avec la liaison de certaines
ribonucléoprotéines (sNRNP), constitue
un signal de localisation nucléaire et
favorise le transport des molécules
d’ARN du cytoplasme vers le noyau.
De plus, il a été suggéré que cette
modification additonnelle empéche le
recrutement de ce type d’ARN a la
machinerie traductionnelle [12].

I Etudes biochimiques

Bien que chacune des étapes néces-
saires a la synthese de la structure-
coiffe ait été démontrée il y a déja
plus de 20 ans, I'identification des
genes impliqués dans la synthese de
la structure-coiffe n’est survenue que
beaucoup plus récemment. L’expres-
sion, la purification et la caractérisa-
tion des diverses protéines a permis
de démontrer des différences signifi-
catives quant & I’organisation phy-
sique et fonctionnelle des enzymes
nécessaires a la synthese de la struc-
ture-coiffe des ARNm chez divers
organismes (métazoaires, levures,
virus). Différentes stratégies sont
donc utilisées par ces organismes
pour établir un lien étroit entre les
activités enzymatiques (figure 2). Par
exemple, les sites actifs de ’ARN 5’-
triphosphatase, de I’ARN guanylyl-
transférase et de I’ARN (guanine-7)
méthyltransférase sont positionnés
de fagon modulaire au sein d’un
unique peptide chez les virus a ADN
se répliquant dans le cytoplasme des
cellules infectées (virus de la vaccine,
virus du fibrome de Shope, virus afri-
cain de la fiévre porcine) [6]. Les
meétazoaires (homme, souris, Caeno-
rhabditis elegans) semblent posséder,

quant a eux, une protéine bifonc-
tionnelle possédant les activités ARN
5’-triphosphatase et ARN guanylyl-
transférase. Chez ces métazoaires,
une autre protéine est responsable
de I'activité ARN (guanine-7) méthyl-
transférase [15]. Enfin, la formation
de la structure-coiffe chez les levures
(Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharo-
myces pombe, Candida albicans)
implique des protéines dans les-
quelles les activités ARN 5’-triphos-
phatase, ARN guanylyltransférase et
ARN (guanine-7) méthyltransférase
sont catalysées par des protéines dis-
tinctes [16-18]. Notons toutefois que
ces protéines de levures forment un
complexe hétéromérique permettant
ainsi un couplage étroit entre les dif-
férentes activités enzymatiques.

Contrairement aux protéines euca-
ryotes et a celles des virus a ADN, les
protéines impliquées dans la synthése
de la coiffe des virus & ARN n’ont été
que partiellement identifiées et carac-
térisées (Tableau 1). Cependant, des
études effectuées chez trois groupes
de virus révélent des différences signi-
ficatives quant a I’organisation phy-
sique des protéines. Ainsi, les réovirus
semblent assurer leurs activités ARN
guanylyltransférase et ARN (guanine-
7) méthyltransférase par I'intermé-

Virus de la vaccine

Virus a ADN | Virus du fibrome de Shope

S. cerevisiae
C. albicans
S. pombe

Levures

Humain
Souris
C.elegans

Métazoaires

Réovirus
i Alphavirus
Virus a ARN

Orbivirus

Virus africain de la fievre porcine

ARN 5’-triphosphatase

ARN 5’-triphosphatase ARN guanylyltransférase i ARN méthyltransférase
ARN 5'-triphosphatase ARN guanylyltransférase @ ARN méthyltransférase
ARN guanylyltransférase ARN méthyltransférase ARN 5’-triphosphatase

ARN 5’-triphosphatase

ARN guanylyltransférase

ARN guanylyltransférase

ARN méthyltransférase

ARN méthyltransférase

Figure 2. Organisation fonctionnelle des enzymes impliquées dans la synthése de la structure-coiffe de divers orga-
nismes. Les sites actifs de ’ARN 5’-triphosphatase, de I’ARN guanylyltransférase et de I’ARN (guanine-7) méthyl-
transférase sont positionnés de facon modulaire au sein d’un unique peptide chez les virus a ADN se répliquant dans
le cytoplasme des cellules infectées. Les métazoaires possedent une protéine bifonctionnelle possédant les activités
ARN 5’-triphosphatase et ARN guanylyltransférase et une autre protéine est responsable de I'activité ARN (guanine-
7) méthyltransférase. La formation de la structure-coiffe chez les levures implique plutdt des protéines dans les-
quelles chacune des activités est catalysée de facon distincte. Enfin, différentes stratégies sont utilisées par les virus
memmmms 2 ARN afin d’assurer la synthese de la structure-coiffe.
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diaire d’une seule protéine [19]. Une
situation analogue est également ren-
contrée chez les alphavirus [20].
Dans chacun des cas, I'activité ARN
5’-triphosphatase est catalysée par
une autre protéine qui a toutefois la
capacité d’interagir avec le peptide
possédant les activités ARN triphos-
phatase et ARN guanylyltransférase
[20, 21]. En revanche, chez les orbivi-
rus, une protéine semble posséder
toutes les activités nécessaires a la syn-
thése de la structure-coiffe (ARN 5’-tri-
phosphatase, ARN guanylyltransférase
et ARN (guanine-7) méthyltransfé-
rase) [22]. En somme, différentes
stratégies semblent avoir été dévelop-
pées au cours de I’évolution afin
d’assurer la synthese de la structure-
coiffe des ARNm.

Les protéines possédant une activité
ARN 5’-triphosphatase divergent
quant a leurs structures et aux méca-
nismes utilisés pour assurer leur acti-

vité enzymatique. Deux classes dis-
tinctes de protéines possedant ce
type d’activité ont été décrites: la
famille des ARN 5’-triphosphatases
dépendantes ou indépendantes de la
présence de cations divalents [23].
Ainsi, I'activité ARN 5’-triphospha-
tase des levures, de baculovirus, du
virus de la vaccine, des réovirus et des
alphavirus est dépendante de la pré-
sence de cations divalents (magné-
sium, manganeése, cobalt) alors que
I’activité des protéines de métazoaires
(homme, souris, C. elegans) semble
indépendante de la présence de ces
cations divalents. Par ailleurs, I'ana-
lyse de la structure primaire des
diverses protéines possédant une acti-
vité ARN 5’-triphosphatase révéle la
présence de certains motifs caractéris-
tiques. Ainsi, le domaine responsable
de I'activité ARN 5’-triphosphatase
des protéines de métazoaires est
caractérisé par la présence d’'un motif

Tableau I. Protéines de diverses origines impliquées dans la synthese de la

structure-coiffe.

Origine Protéine GTase RTase MTase
Humain Hce (hCAP) X X X

Hcm (hCMT)
Souris Mce X X
Caenorhabditis elegans Cell X X
Xenopus laevis XCAP X X

XCMT X
Saccharomyces cerevisiae Cegl X

Cetl X

Abd1 X
Candida albicans Cgtl X

CaCetl X

Ccml X
Schizosaccharomyces pombe Pcel X

Pcml X
Virus de la vaccine D1 X X X
Virus du fibrome de Shope D3R X X X
Virus de la fievre porcine africaine  NP868R X X X
Réovirus A2 X X

Al X
Virus bluetongue (orbivirus) VP4 X X X
Rotavirus VP3 X X
Baculovirus LEF-4 X X
Virus PBCV-1 de Chlorella A103R X
Virus de la forét de Semliki Nspl X X

Nsp2 X
Virus de la mosaique du tabac p126 X X
Virus de la mosaique de Brome la X X

Les protéines possédant des activités ARN 5’

-triphosphatase (RTase), ARN guanylytransférase

(GTase) et ARN (guanine-7) méthyltransférase (MTase) sont indiquées.
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consensus (1/V)HcXAGXGR(ST)G
initialement observé chez les
membres de la famille des protéines
tyrosine-phosphatases [24]. Des tra-
vaux de mutagenése ont d’ailleurs
clairement révélé I'importance de ce
motif pour I'activité de ces protéines.
L’analyse des ARN 5’-triphosphatases
de levures et de virus & ADN a égale-
ment révélé la présence de certains
motifs caractéristiques (désignés
motifs A, B et C) distincts de ceux
retrouvés chez les métazoaires [23].
Ces motifs sont caractérisés par la
présence de résidus chargés qui sem-
blent impliqués dans la liaison du
substrat et/ou des cations divalents
nécessaires pour l'activité enzyma-
tique des protéines. Notons toutefois
que des éetudes récentes indiquent
gue de nombreux autres résidus situés
hors de ces motifs consensus sont éga-
lement importants pour I'activité des
protéines de levures [25, 26].

La formation d’intermédiaires
enzyme-guanylate a été identifiée
chez de nombreuses guanylyltransfé-
rases. Dans la majorité des cas, la pro-
téine catalyse le transfert d’'un grou-
pement GMP, a partir d'une
molécule de GTP, a I'extrémité
diphosphorylée des ARNm [27]. Le
groupement GMP est lié a I’ARN
guanylyltransférase par un lien phos-
phoamide au groupement g-amino
d’un résidu lysine [28]. Le site actif
des protéines possédant une activité
ARN guanylyltransférase semble étre
conservé chez toutes les ARN guany-
lyltransférases des eucaryotes et des
virus a ADN. Un motif de type KxDG
(Lys-X-Asp-Gly) est en effet retrouvé
chez tous ces organismes étudiés
jusqu’a maintenant. Une exception
existe toutefois chez les virus
membres de la famille des Reoviridae
qui possedent une version quelque
peu différente de ce motif. Notons
par ailleurs que le motif KxDG est
également observé chez de nom-
breuses protéines possédant une acti-
vité de type polynucléotide ligase
(ADN ligases, ARN ligases, ARNt
ligases) [29]. Tout comme les ARN
guanylyltransférases, ces protéines
catalysent une réaction enzymatique
suite a la formation d’un lien
enzyme-GMP. L’analyse de la struc-
ture tridimensionnelle de certaines
ligases a d’ailleurs révélé I’'adoption
d’une structure tridimensionnelle
tres similaire a celle retrouvée chez
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les ARN guanylyltransférases. L’exis-
tence d’un ancétre commun pour ces
deux familles de protéines (ARN gua-
nylyltransférase et polynucléotide
ligase) a d’ailleurs été suggéré. Outre
le motif KxDG, notons que d’autres
motifs impliqués dans I'activité ARN
guanylyltransférase ont été identifiés.
L’importance de ces motifs addition-
nels (1, I, Hla, 1V, V, VI) a été clai-
rement établie suite & des études de
mutagenése dirigée [30].

Les génes responsables de la synthese
des protéines possédant une activité
ARN (guanine-7) méthyltransférase
de divers organismes n’ont été que
récemment identifiés. Le site actif de
ces protéines, constitué d’un résidu
aspartate ou glutamate, semble étre
conservé chez les métazoaires, les
levures et les virus a ADN. Notons
également que la structure primaire
des ARN (guanine-7) méthyltransfé-
rases cellulaires (S. cerevisiae, S. pombe,
C. elegans, C. albicans, homme) preé-
sente un haut degré de similitude. La
présence de résidus identiques ou
structurellement conservés chez ces
protéines suggerent I’existence d’une
structure et d’'un mécanisme enzyma-
tique apparenté.

Spécificité de I’ARN
polymérase I

Dans les cellules eucaryotes, les
ARNmM synthétisés par I’ARN polymé-
rase Il sont coiffés de fagon co-trans-
criptionnelle tandis que les ARN syn-
thétisés par I’ARN polymérase | et 111
ne possédent pas de structure-coiffe a
leur extrémité 5’. La raison de cette
spécificté n’a été que récemment élu-
cidée et impliqgue le domaine car-
boxy-terminal (CTD) de I’ARN poly-
mérase |l (figure 3). Ce domaine est
constitué d’une série de répétitions
de I’heptapeptide YSPTSPS (Tyr-Ser-
Pro-Thr-Ser-Pro-Ser) qui ont été
conservées au cours de I’évolution et
dont le nombre varie de 26 (S. cerevi-
siae) a 52 (souris). Il a également été
remarqué que le niveau de phospho-
rylation de ce domaine carboxy-ter-
minal varie lors des diverses étapes
de la transcription. Ainsi, lors de la
formation du complexe de pré-initia-
tion, de méme que lors des étapes
précoces de la transcription, le
domaine carboxy-terminal est pré-
sent sous une forme hypophosphory-

s e, appelée ARN polymérase lla. A
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la suite de la synthese des 20 a 30 pre-
miers nucléotides des ARN pré-mes-
sagers, on a remarqué que I’ARN
polymérase s’arréte avant de pour-
suivre I’élongation des molécules
d’ARNmM néosynthétisées. Il a été
démontré que le domaine CTD est
phosphorylé par le facteur de trans-
cription TFIIH lors du passage au
mode d’élongation, produisant ainsi
la forme hyperphosphorylée nom-
mée ARN polymérase llo. Or, cette
réaction survient précisément au
moment méme ou la structure coiffe
est synthétisée. L’étude des protéines
impliquées dans la synthese de la
structure-coiffe chez les cellules euca-
ryotes a permis de démontrer que les
protéines possédant une activité de
type ARN guanylyltransférase et ARN

(guanine-7) méthyltransférase sont
recrutées au complexe transcription-
nel d’élongation par leur capacité
individuelle de liaison au domaine
carboxy-terminal hyperphosphorylé
de I’ARN polymérase 11 [31-33]. Chez
les mammiféres, I’activité ARN 5’ tri-
phosphatase est recrutée a ce com-
plexe en raison de I’association phy-
sique entre I’ARN 5’ triphosphatase
et ’ARN guanylyltransférase présente
au niveau du méme peptide. Cepen-
dant, chez les levures, cette associa-
tion se produit & la suite de I’hétéro-
mérisation de ces deux sous-unités
(ARN 5’ triphosphatase et ARN gua-
nylyltransférase). Notons, enfin, que
I’analyse de cellules humaines a
révélé que la présence d’'un domaine
carboxy-terminal possédant un
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ARN-Méthyltransférase
ARN pol lla

ARN 5’ -Triphosphatase-
ARN-Guanylyltransférase,
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Synthése de la
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Figure 3. Réle du domaine carboxy-terminal de I’ARN polymérase Il dans la
synthése de la structure-coiffe. Lors de la formation du complexe de pré-ini-
tiation, de méme que lors des étapes précoces de la transcription, le
domaine carboxy-terminal (CTD) de I’ARN polymérase Il (ARN pol lla) est
présent sous une forme hypophosphorylée, nommée ARN polymérase lla. A
la suite de la synthése des 20 a 30 premiers nucléotides des ARN pré-mes-
sagers, le domaine carboxy-terminal est phosphorylé par le facteur de trans-
cription TFIIH lors du passage au mode d’élongation, produisant ainsi la
forme hyperphosphorylée désignée ARN polymérase llo. Les protéines pos-
sédant une activité de type ARN guanylyltransférase et ARN (guanine-7)
méthyltransférase sont recrutées dans le complexe transcriptionnel d’élon-
gation par leur capacité de se lier individuellement au domaine carboxy-ter-
minal hyperphosphorylé de I’ARN polymérase Il. Chez les mammiféres,
I'activité ARN 5’ triphosphatase est recrutée dans ce complexe en raison de
I'association physique entre ’ARN 5’ triphosphatase et ’ARN guanylytrans-
férase présente au niveau du méme peptide.
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nombre d’heptapeptides YSPTSPS
restreint (5 plutdt que 52) entraine
une diminution marquée du nombre
de molécules d’ARNm possédant une
structure-coiffe.

L’identification des génes respon-
sables des trois activités enzymatiques
nécessaires a la synthese de la struc-
ture-coiffe chez les mammifeéres et la
levure a permis de mieux com-
prendre le rdle de ces protéines in
vivo. L’étude de la levure S. cerevisiae
a largement contribué a mettre en
évidence I'importance de la structure
coiffe pour la survie cellulaire. Ainsi,
I’analyse du gene CEG1, qui code
pour I’ARN guanylyltransférase de la
levure, a inauguré les études géné-
tiques portant sur les enzymes cellu-
laires requises pour la formation de
la structure-coiffe [17]. Des études de
mutagenése dirigée ont initialement
permis d’identifier le site actif de la
protéine (Cegl) responsable de
I’activité guanylyltransférase in vitro
[34]. Il a ensuite été clairement
démontré que des alléles de ce géne
possédant les mutations correspon-
dantes ne permettent pas le maintien
de la croissance cellulaire [30]. Ces
travaux ont donc constitué les pre-
miéres preuves directes de la néces-
sité de la structure-coiffe in vivo.
L’identification subséquente des
genes de S. cerevisiae responsables des
activités ARN (guanine-7) méthyl-
transférase (ABD1) et ARN 5’-triphos-
phatase (CET1) a également permis
d’établir que les trois activités enzy-
matiques sont essentielles pour la
survie des levures [16, 18]. Il a été
suggéré que la létalité observée en
I’absence de ces activités enzyma-
tiques est le résultat des effets cumu-
latifs sur la stabilité, I’épissage, le
transport et la traduction des ARNm
non coiffés.

Cibles potentielles
contre les agents
pathogenes

En raison du réle primordial de la
coiffe de I'extrémité 5’ des ARNm,
les protéines impliquées dans la for-
mation de cette structure constituent
une cible potentielle pour le dévelop-
pement de molécules thérapeu-
tiques. 1l semble désormais qu’une
inhibition sélective de ces protéines
pourrait aboutir & d’importantes
applications thérapeutiques. La
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caractérisation récente de protéines
de mammiferes et de divers agents
pathogénes permet désormais d’envi-
sager l’utilisation d’inhibiteurs
exploitant spécifiquement les diffé-
rences entre ces protéines (méca-
nismes d’action, structure). En prin-
cipe, chacune des étapes impliquées
dans la synthese de la coiffe repré-
sente une cible potentielle pour le
développement d’une thérapie anti-
virale.

De nombreuses protéines virales
impliquées dans la formation de la
structure-coiffe ont été caractérisées
au cours des dernieres années. Ces
protéines représentent des cibles
potentielles pour le développement
de composés antiviraux. Les rotavirus
représentent particulierement des
cibles de choix, les traitements
actuels étant d’une faible efficacité.
Les protéines responsables de I’acti-
vité ARN 5’-triphosphatase constitue-
ront probablement les cibles de
choix pour le développement
d’agents antiviraux puisque des diffé-
rences importantes quant a la struc-
ture et aux mécanismes d’action sont
observées entre les diverses protéines
virales et les protéines de mammi-
féres. Le développement d’agents
thérapeutiques visant a inhiber spéci-
fiquement les activités ARN guanylyl-
transférase et ARN méthyltransférase
s’avérera probablement plus difficile
puisque les données actuelles indi-
quent que la structure tridimension-
nelle et les mécanismes d’action de
ces protéines semblent conservés
chez les mammiferes et les divers
agents pathogénes étudiés jusqu’a
présent.

Nos connaissances quant aux méca-
nismes mis en jeu par les protéines
impliquées dans la synthese de la
structure-coiffe ont été nettement
améliorées par la mise en évidence
des structures tridimensionnelles de
I’ARN guanylyltransférase du virus
PBCV-1 (virus de I'algue verte Para-
mecium bursaria Chlorella) et de ’ARN
5’-triphosphatase de S. cerevisiae [35,
36]. Ces travaux ont permis de mieux
comprendre I'importance de certains
résidus, préalablement identifiés par
des études de mutagenese dirigée,
dans les réactions catalysées par ces
protéines. Ces approches ont permis
de progresser dans la compréhension
du mode d’action de ces protéines et
permettent d’envisager éventuelle-

ment la synthése de composés visant
a inhiber spécifiquement I’action de
ces protéines. Au cours des derniéeres
anneées, le développement d’agents
thérapeutiques a été grandement
amélioré a la suite de la mise en évi-
dence de la structure tridimension-
nelle de diverses protéines impor-
tantes pour le développement de
certains agents pathogenes. Cepen-
dant, relativement peu de données
structurales sont disponibles quant
aux protéines impliquées dans la syn-
thése de la structure-coiffe d’orga-
nismes pathogénes. La découverte de
ces structures tridimensionnelles
constituera un outil essentiel pour le
développement de nouvelles théra-
peutiques. Idéalement, I’agent antivi-
ral devra posséder un certain
nombre de propriétés. Le composé
devra se lier a la protéine cible avec
une haute affinité, posséder une
haute spécificité (par exemple, avoir
un effet minimal sur des protéines
similaires de I’hdte), posséder un
faible niveau de toxicité, agir sur le
plus grand nombre d’isolats viraux
possibles, pouvoir agir de facon
synergique avec d’autres composés
utilisés pour combattre le virus et
posséder une demie-vie suffisamment
longue pour permettre le maintien
de concentrations suffisantes pour
combattre I'infection virale. Certains
problémes sont toutefois associés au
développement d’inhibiteurs antivi-
raux; l'apparition de mutants résis-
tants aux inhibiteurs et la grande
variabilité génomique au sein d’un
méme groupe de virus sont en effet
fréquemment rencontrées. La décou-
verte des structures cristallogra-
phiques des protéines impliquées
dans la synthese de la structure-coiffe
de divers agents pathogénes s’averera
donc un outil important pour le
développement d’agents thérapeu-
tiques.

L’ARN 5’-triphosphatase de la levure
constitue une cible de choix pour le
développement d’inhibiteurs antifon-
giques puisque: (1) I'activité ARN 5’
triphosphatase est essentielle pour la
survie de la levure; (2) la structure
primaire ainsi que la structure tridi-
mensionnelle de la protéine semble
conservée chez les différentes espéces
de levures (S. cerevisiag, C. albicans, S.
pombe); (3) la structure et les méca-
nismes utilisés par la protéine sont
différents de ceux retrouvés chez les
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mammiferes; (4) et, enfin, les cellules
de mammiféeres ne semblent pas pos-
séder de protéines homologues de
I’ARN 5’-triphosphatase de la levure.
Le traitement d’infections fongiques
opportunistes, telles que celles cau-
sées pas C. albicans chez des patients
immunodéprimés, pourrait donc
éventuellement é&tre envisagé.
Diverses stratégies visant a inhiber
spécifiquement I’activité de I’ARN 5’-
triphosphatase de la levure, tout en
évitant d’agir non seulement sur
I’ARN 5’-triphosphatase cellulaire
mais également sur les autres phos-
phatases présentes chez I’homme,
sont désormais envisageables. Ainsi,
I'inhibition de I'activité intrinseque
de la protéine et/ou I'inhibition de
I'interaction ARN 5’-triphosphatse-
ARN guanylyltransférase comptent
parmi les cibles potentielles envisa-
geables. L’analyse de la structure tri-
dimensionnelle de I’ARN 5’-triphos-
phatase de S. cerevisiae a d’ailleurs
révélé que la protéine est constituée
de huit feuillets B qui contribuent a
former un tunnel caractéristique a
I’intérieur duquel est retrouvé le
phosphate y et le cation (manganese)
essentiel & I’activité de la protéine.
Or, il a récemment été démontré que
les résidus importants pour I'activité
enzymatique de la protéine, préala-
blement identifiés par des travaux de
mutageneése dirigée, sont tous dirigés
vers I'intérieur de ce tunnel et inter-
agissent avec le phosphate ou I’ion
manganese essentiel a I’activité de la
protéine (figure 4) [25, 26]. De plus,
I’analyse de diverses mutations de
I’ARN 5’-triphosphatase de C. albicans
suggere fortement que la protéine de
cet organisme adopte une structure
tridimensionnelle comparable a celle
retrouvée chez S. cerevisiae. Notons
par ailleurs que le domaine d’interac-
tion entre I’ARN 5’-triphosphatase et
I’ARN guanylyltransférase de S. cerevi-
siae a été récemment identifié. Ce
domaine de 21 acides aminés, situé a
la surface de I’ARN 5’-triphosphatase,
est également conservé dans I’ARN
5’-triphosphatase de C. albicans.
L’introduction de mutations dans ce
domaine inhibe d’ailleurs spécifique-
ment la liaison de I’ARN 5’-triphos-
phatase a I’ARN guanylyltransférase
dans des essais d’arrimage in vitro
[37]. De plus, il a été démontré que
la présence de ces mutations inhibe

s |2 survie de S. cerevisiae. En somme, le
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développement de composés pouvant
se loger spécifiquement dans le tun-
nel caractéristique des ARN 5’-triphos-
phatases de levures et/ou le dévelop-
pement de composés pouvant inhiber
la liaison de I’ARN 5’-triphosphatase a
I’ARN guanylyltransférase pourrait
permettre de combattre certaines
infections fongiques opportunsites.
Ce type d’inhibition pourrait consti-
tuer une alternative aux traitements
antifongiques actuels (azoles, ampho-
téricine B) qui reposent essentielle-
ment sur des composes affectant la
perméabilté cellulaire et possédant
de nombreux inconvénients (résis-
tance, toxicité).

Tout récemment, des études ont
démontré que le complexe enzyma-
tique responsable de la synthése de la
structure-coiffe de la levure peut étre
substitué en totalité par les génes cor-
respondants de cellules de mammi-
féres [38]. Cet élégant procédé a
d’ailleurs permis d’appuyer le
modeéle limitant la synthese exclusive
de la structure-coiffe aux ARNm syn-

thétisés par ’ARN polymérase II.
L’établissement de ces souches de
levures isogéniques possédant des
genes étrangers d’autres organismes
(levures, mammiféeres, virus) néces-
saires a la synthese de la structure
coiffe constitue un modele permet-
tant I'identification de composés
capables d’inhiber spécifiguement la
formation de la structure-coiffe chez
divers organismes m
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Figure 4. Structure tridimensionnelle de I’ARN 5’-triphosphatase (Cetl) de S.
cerevisiae. L’analyse de la structure de la protéine Cetl révele la présence de
huit feuillets B qui contribuent a former un tunnel caractéristique a I'intérieur
duquel se trouvent le phosphate y (au centre du tunnel) et le cation (manga-
nese) essentiel a I'activité de la protéine. Les résidus importants pour I'acti-
vité enzymatique de la protéine, préalablement identifiés par des travaux de
mutagenése dirigée, sont dirigés vers I'intérieur de ce tunnel et interagissent
avec le phosphate you I'ion manganeése.
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Summary
The mRNA cap structure

Eukaryotic mRNAs contain a 5’-ter-
minal cap structure consisting of a
7-methylguanosine residue linked to
the end of the transcript via a 5’-5’
triphosphate bridge. The cap ear-
marks the mRNA for subsequent
processing and nucleocytoplasmic
transport, protects the mRNA from
degradation and promotes efficient
initiation of protein synthesis. A
consilience of biochemistry, mole-
cular genetics, and structural bio-
logy has illuminated the mechanism
of cap synthesis. The expression,
purification, and characterization of
the proteins of various origins invol-
ved in the synthesis of the cap struc-
ture revealed that the physical and
functional organizations of the cap-
ping apparatus differ in significant
respects in fungi, metazoan, and
viruses. It now appears that a selec-
tive inhibition of the enzymes invol-
ved in the synthesis of the cap struc-
ture could have important
therapeutic applications.
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