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Edition des ARN
d’eucaryotes et viraux

par désamination
enzymatique d’adénosines
en inosines

Par désamination de P’adénosine, des désaminases nu-
cléaires spécifiques produisent des résidus inosine qui, in-
corporés dans des ARN messagers ou viraux, se conduisent
comme des résidus guanosine dans les étapes ultérieures de
transcription et de traduction, altérant ainsi I'information
génétique codée par FADN: ce phénomene est appelé edi-
ting; il s’agit d’une édition au sens de «correction sur
épreuve ». L’inosine est présente dans I’anticodon de plu-
sieurs ARN de transfert des cellules eucaryotes, mais aussi
dans la région codante de certains ARN messagers (récep-
teur du glutamate dans le cerveau, transcrit non codant du
VIH-1, régions double-brin ’ARNm eucaryote associé a
des oligonucléotides antisens). Elle est aussi vraisemblable-
ment présente dans les premiers transcrits de réplication de
certains virus (virus de la rougeole et de I’hépatite delta).
Les modalités de reconnaissance des différentes adénosine
désaminases sont peut-étre voisines de celles conduisant a
la désamination de la cytosine (conversion C/U) observée
dans TARNm de P’apolipoprotéine B dans I'intestin.

,un des principes de base
de la biologie moléculaire
est la colinéarité du gene
avec 'ARN messager et la

protéine qui en résultent.
Cette notion, issue principalement
de travaux sur la génétique des sys-
temes bactériens, ne s’applique pas
toujours lorsque I'on compare les
geénes avec leurs produits de trans-
cription et de traduction chez les
organismes supérieurs. En effet,
de nombreux génes d’eucaryotes

contiennent des séquences nucléoti-
diques non codantes (introns). Tou-
tefois, étant donné que ces séquences
introniques de génes ainsi «morce-
lés » sont éliminées lors de la matura-
tion post-transcriptionnelle de
I’ARN, le principe de colinéarité
entre les parties strictement exo-
niques des génes et les séquences
peptidiques correspondantes dans les
protéines est respecté.

En revanche, dans un processus post-

transcriptionnel du type «édition de m—
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I’ARN », au sens de correction sur
épreuve, la séquence des nucléotides
de 'ARN messager édité et donc
I’enchainement des acides aminés
dans la protéine correspondante,
n’est plus conforme ala séquence en
nucléotides du géne (morcelé ou
non). Ce processus enzymatique
d’un type nouveau est d’abord appa-
ru sous la forme d’insertions d’uri-
dines non codées par 'ADN dans un
ARN messager de mitochondrie de
trypanosome (m/s n° 7, vol. 8, p. 764)
[1]. Cette observation s’est rapide-
ment étendue a toute une série
d’autres ARN messagers (ARNm)
mais également d’ARN de transfert
(ARNt) issus de mitochondries de
divers organismes eucaryotes (cham-
pignons, plantes supérieures, verté-
brés) et de chloroplastes de plantes
supérieures. Certains ARN de virus
(les paramyxovirus de la rougeole et
des oreillons ainsi que le virus de
I’hépatite delta) n’ont pas échappé a
la régle. Ce sont essentiellement des
insertions et délétions d’uridines et
de cytidines mais également des
conversions de bases (cytosine en
uracyle, uracyle en cytosine et adéni-
ne en hypoxanthine) qui ont été
observées. La fréquence de ces phé-
nomeénes d’insertion-délétion de
nucléotides ainsi que des conversions
de bases dans certains ARN de ces
organites d’organismes supérieurs ou
de virus peut étre si importante que
la relation de colinéarité gene-ARN-
protéine peut devenir méconnais-
sable aprés édition de 'ARN (pour
revues, voir [2-6]).

L’édition d’ARN
dans le noyau
de cellules eucaryotes

Dans les ARN messagers et de trans-
fert du cytosol de vertébrés, le chan-
gement de la séquence en nu-
cléotides résultant de processus
post-transcriptionnels du type édition
reste, jusqu’'a ce jour, un phénomene
rare. Le cas le mieux connu est celui
de I'édition de 'ARN messager de
I’apolipoprotéine B, une protéine
essentielle du plasma impliquée dans
le transport des lipides (m/s n°10,
vol. 5, p.787). ARNm de cette pro-
téine est modifié (édité) apres trans-
cription dans les cellules de I'intestin
pour faire apparaitre un codon
d’arrét UAA a la place d’un codon

glutamine CAA, normalement codé
dans le géne correspondant. Il en
résulte une protéine plus courte
(ApoB-48) avec 2152 acides aminés
au lieu de 4536 (ApoB-100) a partir
de I’ARN messager non édité présent
dans d’autres cellules comme le foie
[7, 8]. Un deuxiéme site d’édition du
type C/U conduisant a la conversion
d’un codon thréonine ACA en un
codon isoleucine AUA a été identifié
dans 'ARNm de I'apolipoprotéine B
[9]. On a pu déterminer que la
conversion de ces deux cytidines en
uridines est catalysée par une cytidi-
ne désaminase présente dans le
noyau de la cellule. Cette enzyme, de
petite taille (27 kDa), agit au sein
d’'un complexe multiprotéique (édi-
tosome de 1400 kDa) dont l'activité
est modulée par un ou plusieurs fac-
teurs protéiques spécifiques de la cel-
lule (tissu) considérée. Les signaux
nécessaires, pour que le complexe
d’édition reconnaisse la (ou les) cyti-
dine(s) a modifier dans la région
codante d’'un ARN messager ne sont
pas encore bien compris (m/s n° 10,
vol. 9, p. 1129) (revue dans [6, 10]).

Un seul cas possible d’édition du
type C/U a été mentionné dans un
ARN de transfert de cellules euca-
ryotes. Il concerne la conversion
d’une séquence dinucléotidique CU
en UC dans la boucle de I’anticodon
de I'ARNt spécifique de I'acide aspar-
tique du foie de rat [11]. Cette obser-
vation repose uniquement sur la base
d’une comparaison de la séquence
de I’ARNt cytoplasmique avec la
séquence du geéne correspondant.
Aucune activité enzymatique n’a pu
encore étre détectée qui permettrait
d’établir un lien ou une analogie
quelconque avec d’autres cas d’édi-
tion du type C/U, par exemple dans
I’ARNm de I’apolipoprotéine B ou
dans les ARN de mitochondries et de
chloroplastes.

Les autres cas d’édition post-trans-
criptionnelle rapportés a ce jour
dans les ARN cytoplasmiques d’euca-
ryotes concernent des changements
d’identité de codons dans des ARN
messagers de sous-unités réceptrices
du glutamate (GluR) faisant partie
de canaux ioniques dans le cerveau
des vertébrés (m/s n° 10, vol. 7,
p. 1098) [12-14]. Ces changements
d’identité de codons résultent de la
conversion enzymatique d’adénosine
en inosine, un nucléoside modifié

m/s n°8, vol. 11, aout 95



Modification de Aen |
par une désaminase

=onier H\N/H i
. Noutng % 3
) O e
v A

Appariement Watson-Crick

Déroulement de la
double hélice d'ARN

v

Figure 1. Représentation schématique de I'effet ««déroulant» de I'adénosine
désaminase d’ARN double-brin (dsRAD). Certaines adénosines de I'ARN
double-brin sont désaminées en inosines, perdant ainsi leur capacité d’appa-
riement type Watson-Crick avec les uridines. (Schéma adapté de [50]).

dont les propriétés codantes se rap-
prochent plus de celles de la guano-
sine que de I’adénosine dont elle
dérive. La désamination enzymatique
de I'adénosine en inosine dans des
ARN polymeres lors de leur matura-
tion n’est certes pas un phénomeéne
nouveau. En revanche, ce qui est
remarquable, c’est le fait que I’appa-
rition d’un nucléoside non cano-
nique comme l’'inosine dans la
région codante d’ARNm soit a la
base d’'un mécanisme original de
changement de I'information géné-
tique. Nous faisons ici le point sur ce
que 'on sait de la biosynthese et des
fonctions de I'inosine dans différents
types d’ARN.

m/s n°8, vol. 11, aout 95

Le cas des double-brins
d’ARN

La mise en évidence d’inosines dans
les acides ribonucléiques engagés
dans des structures en double-brin est
une découverte récente et d’ailleurs
fortuite. En effet, a la suite d’expé-
riences destinées a démontrer que des
ARN antisens injectés dans des ovo-
cytes et des embryons du crapaud
Xenopus laevis pouvaient inhiber sélec-
tivement I’expression de certains ARN
messagers, une nouvelle activité enzy-
matique a été démontrée qui induisait
la déstabilisation sélective des
hybrides d’ARN formés entre ’TARNm
et 'oligonucléotide antisens [15, 16].

Cette activité enzymatique est d’abord
apparue comme une «déroulase »
d’ARN (RNA unwinding protein). Faible
ou quasi inexistante aux stades pré-
coces de I'ovogenése, elle apparait
surtout apres la fécondation des ovo-
cytes pour atteindre une valeur élevée
dans les embryons et les cellules diffé-
renciées [15]; sa localisation cellulai-
re est essentiellement nucléaire [17].
Par la suite, cette méme activité enzy-
matique a été décelée dans tous les
types de cellules animales testées, son
importance variant au cours du déve-
loppement cellulaire [18]. Trés rapi-
dement il s’est avéré que l’activité
«déroulase » d’ARN correspondait, en
fait, a une activité enzymatique de
transformation chimique d’adéno-
sines en inosines [19, 20], a la fois
dans la région codante de ’ARNm et
dans I'oligonucléotide ARN antisens,
appliquée aux adénosines de la
région bicaténaire de 'ARN (jusqu’a
50%) [21]. Les inosines néoformées
s'appariant trés imparfaitement avec
les uridines du brin d’ARN complé-
mentaire, il en résulte une déstabilisa-
tion importante de la double hélice
d’ARN et la séparation (déroulement)
des deux brins. Ceux-i, une fois dis-
sociés, ne peuvent plus se réassocier
(19, 20] (figure 1).

L’enzyme responsable de ce phéno-
mene a été purifiée a partir de diffé-
rentes sources de cellules, clonée et
appelée maintenant dsRAD ou enco-
re DRADA (double-strand RNA adenosi-
ne deaminase) [22-25]. Avec un poids
moléculaire apparent d’environ
120 kDa, elle se fixe sélectivement sur
des régions d’ARN en double hélice,
et y modifie toute une série d’adéno-
sines sans spécificité stricte pour une
séquence particuliere de I'ARN cible.
Cependant, dans le cas de TARNm
codant pour bFGF (basic fibroblast
growth factor) hybridé a un ARN anti-
sens, ou des ARN double-brin synthé-
tiques, la dsRAD modifie de préfé-
rence des adénosines situées en aval
d’autres adénosines ou d’uridines
(26, 27], sans préférence évidente
pour des nucléotides qui suivent
I’adénosine a modifier. L’efficacité
de la réaction enzymatique de forma-
tion d’inosine dépend beaucoup de
la longueur de I’ARN en double-
brin : 15 paires de bases parfaitement
appariées représentent la longueur
minimale requise, et la réaction n’est

vraiment efficace que pour des ARN  m—
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Figure 2. Schéma hypothétique de mutation A en G dans les ARN viraux par
une désaminase de type dsRAD. Les protéines se fixant sur I'ARN simple
brin et qui empéchent 'ARNm de s’hybrider & I' ARN génomique viral n‘ont
pas été représentées. Dans ce modeéle, les conversions d’adénosines en in-
osines se passent au niveau de I'hybride formé entre I’'ARN messager et
I’ARN génomique viral lors de la premiére transcription catalysée par la po-
lymérase de la cellule héte. (Schéma adapté de [30]).
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bicaténaires dont la longueur est au
moins égale a 100 paires de bases
[21]. Les parties en double hélice
peuvent étre du type intermoléculai-
re, comme celles formées entre deux
fibres complémentaires d’ARN (un
ARNm et un oligonucléotide anti-
sens, par exemple) ou du type intra-
moléculaire, comme celles formées
par de longues tiges-boucles d’ARN
repliés sur eux-mémes.

I Le cas des ARN viraux

Une inosine a été détectée au niveau
de la séquence TAR (transactivation
response) a I’extrémité 5 non codante
des ARN transcrits du géne du virus
de I'immunodéficience humain de
type 1 (VIH-1) aprés microinjection
dans le noyau d’ovocytes de X. laeuvis
[28]. Cette séquence TAR a une
structure en épingle a cheveux dont
la tige comporte 23 paires de bases
appariées. L’interaction de cette
séquence TAR avec la protéine virale
Tat permet le controle de I'expres-
sion du VIH-1 au niveau de sa trans-
cription et de sa traduction par un
mécanisme encore inconnu. La
modification enzymatique d’une seu-
le adénosine en inosine dans cette
séquence TAR semble étre respon-
sable de I’activation de la traduction
des transcrits de VIH-1. Toutefolis,
cette transformation chimique (édi-
tion d’ARN) ne peut se produire que
si la protéine Tat est présente [28].

Dans le cas d’autres virus a ARN, par
exemple les virus de la rougeole
(measles viruses, MV) de la famille des
Paramyxovirus, dont la persistance
engendre des encéphalites létales, on
évoque également la transformation
d’adénosines en inosines dans I’ARN
du virus lors de sa premiére réplica-
tion dans la cellule héte par une enzy-
me du type dsRAD [29, 30]. Toute-
fois, 'identification d’inosines dans
I’ARN au cours du cycle primaire de
réplication du virus n’a pas encore été
réalisée. En effet, I'inosine ayant des
propriétés d’appariement identiques
a celles de la guanosine, elle ne peut
pas étre distinguée de cette derniere
lors de la détermination des
séquences nucléotidiques réalisées a
partir des ADN complémentaires
(ADNc). La formation enzymatique
de telles inosines dans ce type de virus
expliquerait toutefois les fréquences
de mutations relativement élevées du
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type U (s’appariant normalement
avec A) en C (s’appariant maintenant
avec I ou G) (figure 2), notamment
dansles génes de protéines d’envelop-
pe et de protéines de réplication [31].

Le cas des ARN
de transfert

L’inosine est un nucléoside trouvé
pour la premiére fois dés les années
1960 dans I'anticodon de toute une
série d’ARN de transfert (ARNt).
Dans tous les organismes eucaryotes,
cette inosine est présente a la premie-
re position de I'anticodon (position
34) des ARNt spécifiques de la leuci-
ne, l'isoleucine, la valine, la sérine, la
proline, la thréonine, I’alanine et
l'arginine. Dans ’ARNt spécifique de
I’alanine, on trouve également une
inosine méthylée (m'-inosine) en
position-37, adjacente a I'anticodon
(fugure 3) [32]. Ces inosines résultent
de modifications post-transcription-
nelles de 'adénosine en positions 34
et/ou 37, catalysées chacune par une
désaminase spécifique du site de
modification dans I’ARNt (position 34
ou 37) et parfaitement séparables
I'une de I'autre par chromatographie
au cours des étapes de purification
([33], Auxilien et Simon, résultats
non publiés). Elles agissent exclusive-
ment au niveau d’adénosines de la
boucle anticodon d’ARNt et n’agis-
sent absolument pas sur des frag-
ments d’ARNt ni méme sur des ARNt
mutés dans I'une ou I'autre de leurs
liaisons tertiaires caractéristiques
(Auxilien, résultats non publiés). Les
activités des enzymes catalysant la for-
mation d’inosines dans les boucles
d’anticodon des ARNt sont donc
extrémement dépendantes de la
structure tridimensionnelle intacte
des ARNL, tres différente d’'un ARN
en double-brin. Ce sont donc néces-
sairement des enzymes distinctes qui
catalysent la formation d’inosines
dans ces deux types d’ARN polymeres.
Une inosine méthylée du type (m'-
inosine) a également été identifiée a
la position 57, dans I'une des boucles
de plusieurs ARNt de cellules halo-
philes et hyperthermophiles (archae-
bactéries) [34] (figure 3). A ce jour,
on connait peu de chose concernant
le mécanisme et la spécificité de
I’enzyme (ou du systéme enzyma-
tique) qui catalyse la formation de ce
nucléoside modifié [35].

Le cas des ARN
messagers

La présence d’une inosine dans la
région codante d’'un ARN messager a
été initialement soupconnée dans
I'ARNm d’une sous-unité de canaux
ioniques du cerveau, le récepteur
GluR-B dépendant du glutamate chez
la souris [12]. Cette hypothése a été
trés rapidement confirmée et éten-
due a toute une série d’autres ARNm
de type GluR du cerveau de plusieurs
vertébrés, y compris I’homme [13, 14,
36]. La preuve formelle de la présen-
ce de I'inosine dans la région codante
de ces ARNm n’a cependant été
apportée que trés récemment [37-
39]. Les changements d’identité de
codon observés a ce jour sont les sui-
vants (I codant pour G): CAG (gluta-
mine) en CIG (arginine), AGA (argi-
nine) en IGA (glycine), AUU
(isoleucine) en IUU (valine), UAC
(tyrosine) en UIC (cystéine).

L’activité enzymatique d’édition res-
ponsable de la formation des inosines
dans les ARN messagers GIuR est
nécessairement localisée dans le
noyau de la cellule puisqu’elle agit
lors de la maturation du précurseur
d’ARN messager, avant I’épissage des
introns par le spliceosome [13, 40,
41]. Ces introns contiennent des
séquences complémentaires permet-
tant de former des appariements
intra-moléculaires entre I’extrémité 3’
de I'exon (en amont) et I'intron
immédiatement adjacent (en aval). La
Sfigure 4 illustre 'exemple du site d’édi-
tion A/I dans TARNm correspondant
au site glutamine/arginine (Q/R)
dans la sous-unité GluR-B (également
appelée GluR-2) du récepteur AMPA
(acide o-amino-3-hydroxy-5-methyl-
isoxazole-4-propionique) du cerveau
de la souris. Toute mutation qui
modifie la séquence de la région bica-
ténaire de I’ARN a proximité du site
d’édition, préservant I'appariement
type Watson-Crick, n’affecte en rien
'efficacité de la réaction d’édition
A/1. En revanche, toute mutation qui
déstabilise cette portion en double-
brin réduit fortement, ou abolit
méme, |’efficacité de la réaction d’édi-
tion, tant in vitro qu'in vivo [37, 40,
41]. Ces mémes conclusions s’appli-
quent a I’édition A/I au site argini-
ne/glycine (R/G) de la méme sous-
unité GluR-B [13]. Ces observations

avaient conduit a I'idée que I’édition
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Figure 4. Réaction d’édition dans le prée ARNm de la sous-unité GluR-B (ou GluR-2) d’un récepteur du cerveau de sou-
ris dépendant du glutamate (récepteur AMPA). A. Avant épissage, I’exon 11 et I'intron 11 du prée ARNm de GluR-B
sont appariés formant un ARN double-brin intramoléculaire. Cinq adénosines de cet ARN bicaténaire sont modifiées
en inosine. L’'inosine appartenant 4 I'exon (encadrée dans le schéma) induit alors un changement de codon (CAG en
CIG) qui se traduit au niveau de la protéine par le changement d’une glutamine en arginine a un site appelé Q/R. Ce
changement d’acide aminé a pour effet de rendre le récepteur imperméable au calcium [11, 49-51]. B. Si on effectue
une délétion de l'intron 11 dans le pre ARNm, la réaction de modification de I’adénosine en inosine au site Q/R ne
peut plus avoir lieu. Ce résultat expérimental montre que I'étape d’hybridation intramoléculaire du prée ARNm sous
forme double-brin est déterminante pour la réaction de modification [11l. (Schéma adapté de [37] et [47].)

A/I aux sites Q/R et R/G des ARNm
de sous-unités de récepteurs de cer-
veau pourrait étre due a la dsRAD (ou
DRADA) agissant sur les ARN bicaté-
naires, ou du moins a une enzyme du
méme type. Toutefois, des résultats
récents obtenus dans des systemes
acellulaires in vitro démontrent I’exis-
tence d’une activité enzymatique
d’édition de I'’ARN messager de la
sous-unité GluR-B du type adénosine
désaminase qui est distincte de celle
qui catalyse la formation d’inosines
dans les double-brins d’ARN [37].
Cette nouvelle enzyme pourrait étre,

m/s n°8, vol. 11, aoit 95

comme dans le cas des adénosines
désaminases agissant en position 34
ou 37 des ARN de transfert, tres spéci-
fique du site et de 'ARN messager a
éditer. Alternativement, comme dans
le cas de I'édition de 'ARNm de
I'apolipoprotéine B, la sélection du
site d’édition au sein de I’ARN messa-
ger pourrait se faire au niveau d'un
complexe multienzymatique (éditoso-
me) dont les composants, probable-
ment des protéines ayant des affinités
particuliéres pour des double-brins
d’ARN, sont encore a identifier. Les
bases moléculaires de ce systéeme

d’édition de ’ARNm et les conditions
qui déterminent I’expression et/ou la
régulation de l’activité enzymatique
correspondante dans différentes
régions du cerveau ainsi qu’a diffé-
rents stades de développement de
I’animal, restent cependant encore
mal connues [42-45].

Meécanisme
de la formation d’'inosine

Le mécanisme des enzymes qui cata-
lysent la formation de I'inosine tant
au niveau des polyméres ARNm, des o
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Figure 5. Mécanisme schématique de I'adénosine désaminase (ADA) cataly-
sant la formation d’'inosine par désamination hydrolytique de I'adénosine fa-
cilitée par un ion zinc. Dans le site actif de I'’ADA, I'attaque de I’eau sur le car-
bone 6 est facilitée par une catalyse générale basique grace a un résidu
aspartate du site actif et une catalyse électrophile par un ion Zn? pentacoor-
diné avec l'eau, le résidu aspartate évoqué précédemment et 3 résidus histi-
dines. Cette réaction conduit a la formation d’un intermédiaire tétraédrique
de type sp3. Un résidu glutamique (Glu) protoné pourrait donner ou partager
un proton avec N-1 du substrat. Le groupement amine de I'intermédiaire est
ensuite éliminé pour former l'inosine. La R-désoxycoformycine, également
représentée, est un inhibiteur compétitif trés efficace de I'ADA (Ki = 2,5 pM).
Il correspond & un analogue structural de I'état de transition de la réaction.
(Schéma adapté de [31]).

ARN double-brin et des ARNt est du
type désaminase [37, 46] (Auxilien,
résultats non publiés). Il est analogue

phiques détaillées de I’ADA ont per-
mis de démontrer que l'inosine est
formée par l'addition du groupe

ou identique au mécanisme bien
connu de l'adénosine désaminase
(ADA) agissant sur le nucléoside [47]
ou de 'AMP désaminase agissant sur
le nucléotide monomeére [48] au
cours des étapes du catabolisme des
purines. Des études cristallogra-

hydroxyl de I'eau sur le carbone 6 de
I’adénine, suivie de I'élimination de
I'ammoniaque (figure 5). Un analogue
de I'intermédiaire de transition de la
réaction enzymatique, la R-désoxyco-
formycine inhibe tres fortement cette
réaction: la constante d’inhibition
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compétitive est I'une des plus élevées
que I'on ait pu mesurer pour une réac-
tion enzymatique (Ki= 2,5.10"'2 M)
[49]. Cette R-désoxycoformycine
n’inhibe absolument pas les enzymes
qui catalysent la formation d’inosines
dans les ARN polyméres (ARN
double-brin, messagers ou de trans-
fert) ([46], Auxilien, résultats non
publiés). Cette absence d’inhibition
ne signifie pas que le mécanisme des
enzymes agissant sur les ARN poly-
meres puisse étre différent de celui
des enzymes qui agissent sur le
nucléoside ou le nucléotide mono-
phosphate dérivé de I'adénine, mais
plutét que le type d’interaction entre
le substrat type polymére et I'enzyme
correspondante ne permet pas la liai-
son avec l'inhibiteur type monomére
coformycine. De plus, I’adénosine
désaminase (ADA), de méme que
I’AMP-désaminase, impliquées dans
le métabolisme des purines, n’agis-
sent absolument pas sur les ARN
double-brin ou les ARNt [46]. Inver-
sement les ARN désaminases ne cata-
lysent pas la formation d’inosine a
partir du nucléoside libre ou d’AMP.
Les enzymes qui catalysent la forma-
tion d’inosine dans les différents
types d’acides nucléiques (mono-
meéres et polyméres) sont parfaite-
ment distinctes et forment donc une
nouvelle famille d’enzymes.

Fonctions de l'inosine
dans les ARN

Dans le cas des ARN double-brin rela-
tivement longs (supérieurs a 20-
50 paires de bases appariées), la trans-
formation enzymatique de plusieurs
adénosines en inosines, catalysée par
la dsRAD ou DRADA et observée
dans les cellules eucaryotes, conduit a
une déstabilisation de I'hybride ARN.
Cette activité pourrait donc étre
impliquée dans la dégradation sélecti-
ve d’ARN bicaténaires en favorisant
une forme monocaténaire plus facile-
ment hydrolysable par des ribonu-
cléases cellulaires. Pour déstabiliser
de telles molécules ARN:ARN, plu-
sieurs adénosines doivent nécessaire-
ment étre modifiées. La «déroulase »
d’ARN (dsRAD) ferait dés lors partie
d'un systeme de défense de la cellule
contre des ARN double-brin viraux
qui seraient ainsi sélectivement dégra-
dés par des ribonucléases endogenes
de la cellule héte [50].
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Dans le cas des ARN messagers et
viraux, I'apparition post-transcription-
nelle de une ou plusieurs inosines en
des sites d’édition privilégiés d’ARNm
a durée de vie limitée, catalysée par
une (ou plusieurs) enzyme(s) du type
adénosine désaminase, permet
d’introduire rapidement des varia-
tions fonctionnelles, non perma-
nentes, dans la population de cer-
taines protéines en fonction des
besoins physiologiques de la cellule.
Dans le cas des récepteurs glutama-
tergiques, la conversion de certains A
en I permet le changement de leurs
propriétés ioniques au cours du déve-
loppement du systéme nerveux cen-
tral [42, 43, 51]. Dans le cas particu-
lier des sous-unités GIuR-B des
récepteurs du type AMPA, I'appari-
tion d’'une arginine a la place d’une
glutamine au site d’édition rend le
récepteur pratiquement imper-
méable au calcium [52, 53]. Dans le
cas des sous-unités GluR-B, GluR-C et
GluR-D des récepteurs cérébraux,
I'apparition d’une glycine a la place
d’une arginine au site d’'édition
modifie la vitesse de désensibilisation
et de récupération a I’action du gluta-
mate [13]. L'édition du type A/I dans
les ARNm constitue donc un «régla-
ge fin» de I'expression génétique au
niveau post-transcriptionnel.

Dans le cas des ARN, I'inosine-34 est
essentielle pour un décodage correct
de l'information génétique. En effet,
une adénosine non modifiée en ino-
sine a la premiere position de 'anti-
codon (position 34) est capable
d’interagir indifféremment avec les
quatre types de nucléotides A, G, C et
U de la troisiéme position d’un
codon [54]. La sélectivité de I'’ARNt
pour décoder efficacement les
codons se terminant par U et C, et
dans une moindre mesure les codons
se terminant par A, n’est possible
qu’aprés formation enzymatique
d’inosine-34 [55]. La raison d’étre de
la méthyl-l-inosine-37, adjacente au
codon IGC de I'’ARNt-ala des cellules
eucaryotes, est moins évidente. Par
analogie avec la fonction de méthyl-1-
guanosine-37 trouvée dans d’autres
ARNt [56], on peut penser que la
présence de méthyl-l-inosine-37 dans
I’ARNt-ala servirait a réduire notam-
ment les risques d’erreur de déphasa-
ge de 'ARNm lors de la traduction
génétique (synthése de polypeptides
anormaux par exemple).

I Conclusions

La présence d’inosine dans les ARN
de transfert était connue depuis long-
temps. Plusieurs travaux récents
mentionnent maintenant la présence
de I'inosine dans d’autres types
d’ARN: ARN double-brin, ARN mes-
sagers et viraux. Jusqu’'a présent, ces
inosines étaient passées inapercues
parce qu’elles se comportent comme
des guanosines lors des processus de
la transcription et de la traduction
génétique. Ce n’est que lorsque I’on
compare la séquence du geéne de
I'ARN étudié a celle de 'ARNc du
produit de transcription de ce géne
que I'on peut rendre compte de
I'existence d’un tel processus d’édi-
tion par modification chimique
(enzymatique) de nucléotide. Ces
inosines sont, en principe, identi-
fiables par les techniques de séquen-
cage direct de 'ARN modifié (édité).
Toutefois, I'opération est difficile,
voire méme impossible, lorsqu’il
s'agit de détecter une seule inosine
parmi un grand nombre de nucléo-
sides de 'ARN. C’est la raison pour
laquelle ce type de transformation
enzymatique d’adénosines en
inosines dans les ARN messagers ou
viraux a longtemps échappé a la vigi-
lance des expérimentateurs. On peut
parier que dans un avenir proche
d’autres exemples d’édition par
conversion de base du type adénosi-
ne en inosine ou cytidine en uridine
que ceux rapportés plus haut seront
révélés dans d’autres ARN cytoplas-
miques de cellules eucaryotes.

L’enzyme qui catalyse la formation
de l'inosine en position 34 dans
I'anticodon des ARN de transfert est
distincte de celle qui catalyse la for-
mation de l'inosine en position 37,
qui sont elles-mémes distinctes de
celles qui catalysent la formation de
I'inosine dans d’autres types d’ARN
(messagers et double-brin). L’activité
enzymatique responsable de I'édition
A/I dans I’ARN messager de la sous-
unité GluR-B du cerveau est distincte
de 'enzyme qui catalyse la formation
d’inosines dans les double-brins
d’ARN dans ces mémes cellules. I1 est
probable que d’autres enzymes d’édi-
tion coexistent, chacune spécifique
d’un type d’ARN messager a éditer,
voire d’'une adénosine en un site
déterminé de 'ARNm. Toutefois, la

sélectivité du systeme d’édition pour-
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rait également dépendre de la pré-
sence de facteurs permettant de
cibler I’enzyme aux sites d’édition.
Ces facteurs pourraient étre induc-
tibles et n’apparaitre dans la cellule
qu’a certains moments de son cycle
ou de son développement cellulaire.
Quel que soit le mode de reconnais-
sance de la cible par le systeme d’édi-
tion de ’ARN, la conformation de
I’acide nucléique au site d’édition
semble jouer un réle prépondérant.
Une situation qui pourrait avoir des
ressemblances avec le systeme de
modification des nucléosides dans les
autres types d’ARN. Pres de 90 types
de nucléosides modifiés différents
ont été recensés dans les ARN, prin-
cipalement dans les ARN de transfert
[32]. Ces modifications vont de la
simple addition d'un groupe méthyle
a des modifications trés complexes
faisant intervenir plusieurs enzymes.
Chacune de ces modifications est
catalysée par des enzymes extréme-
ment spécifiques non seulement du
type de nucléoside a modifier mais
également de sa localisation au sein
d’une architecture précise de 'ARN.
C’est le cas, par exemple, des forma-
tions des inosines 34 et 37 dans
I’ARNt-ala de levure qui sont cataly-
sées par deux enzymes distinctes et
qui nécessitent une structure tridi-
mensionnelle de I’ARNt parfaite-
ment définie. En revanche, 'enzyme
nucléaire qui catalyse la désamina-
tion de plusieurs adénosines pour
former des inosines dans des régions
en double-brin d’ARN est clairement
moins dépendante de I'architecture
de 'ARN puisqu’elle est capable de
modifier une série d’adénosines. Cet-
te enzyme initialement découverte
griace a ses propriétés de «déroula-
se» d’ARN en double-brin est impli-
quée dans le processus d’hypermuta-
tion d’ARN viraux (les measles virus)
lors de leur transcription et de leur
réplication dans la cellule hoéte.
Enfin, une différence fondamentale
et remarquable entre le systéme
d’édition de I'’ARNm de I'apolipo-
protéine B dans I'intestin et celui des
ARNm de récepteurs du glutamate
dans le cerveau, a part le type de base
qui sera désaminée (cytidine ou adé-
nosine), concerne la stricte dépen-
dance du systéeme d’édition des GluR
vis-a-vis d’éléments contenus dans la
séquence et/ou la structure (archi-

msssss—m tecture) d’un intron.
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Les enzymes d’édition ont la lourde
responsabilité de modifier I'informa-
tion génétique du géne au niveau de
I'ARN. Quel est le degré de fiabilité
des systemes d’édition? Quels sont
les points communs ou différences
fondamentales entre les différents
systémes d’édition identifiés a ce
jour ? De quels signaux cellulaires
leurs activités dépendent-elles ? Com-
bien d’enzymes et de facteurs sont-ils
impliqués? De quelles maniéres leurs
fonctions sont-elles programmées et
génétiquement controlées? Quelle
est I'origine évolutive de ce nouveau
processus de régulation post-trans-
criptionnelle de I'expression géné-
tique (m/s n°10, vol. 9, p. 1116) ?
Autant de questions fondamentales
pour lesquelles nous espérons obte-
nir des réponses. Egalement, la

Summary

recherche d’inhibiteurs sélectifs de
'activité enzymatique de cette famil-
le d’enzymes d’édition (ARN-désami-
nases) devrait permettre d’envisager
une nouvelle thérapie pour interfé-
rer sélectivement avec I'expression
de certains ARN messagers et/ou la
persistance de certains virus a ARN
dans une cellule hte W
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Edition and modification of RNA from eukaryotic cells and viruses by
enzymatic deamination of adenosine to inosine

The presence of inosine in the anti-
codon of several transfer RNAs
(tRNA) of eukaryotic cells has been
known for a long time. Recent work
has now demonstrated that inosine
is present in other RNAs, namely in
the coding region of messenger
RNA for the glutamate receptor
(GluR mRNA) of mammalian brain,
in the non-coding RNA transcript
(TAR domain) of immunodeficien-
cy virus type HIV-1, and in the
double-stranded regions of eukaryo-
tic mRNA associated with antisense
oligonucleotides (dsRNA). It is like-
ly that inosine is also present in the
primary replicative transcripts of
certain viruses (measles virus). The-
se inosine residues are produced by
specific nuclear RNA deaminases.
These newly discovered enzymes
catalyze the hydrolytic deamination
of selected adenosines during the
complex process of RNA matura-
tion (post-transcriptional events).
In cytoplasmic mRNA and in viral
RNA, inosine behaves like guanosi-
ne in subsequent transcription and
translation processes, leading to
alteration of the DNA coded gene-
tic information (editing). In tRNA,

inosine in the first anticodon posi-
tion restricts the pairing with the
third base in mRNA codons to U, C
and A, while inosine (its methylated
derivative; ml I) adjacent to the
anticodon of certain eukaryotic
tRNA possibly helps maintaining
the correct reading frame of the
mRNA during the translation pro-
cess. In double stranded RNA, ino-
sine residues facilitate unwinding
and consequently the degradation
of the nucleic acid by endogeneous
nucleases. An important question is
how the different adenosine deami-
nases recognize their target nucleo-
tides within RNA. The sequence
and/or conformation (architec-
ture) of the RNA around the modi-
fication-editing sites are important.
It could also be that the site-specific
adenosine deamination (A/I
conversion) in GluR mRNA of
mammalian brain depends on RNA
recognition by proteins that specifi-
cally target the catalytic RNA adeno-
sine deaminase to the editing site.
This would be analogous to the site-
specific cytosine deamination (C/U
conversion) in the apolipoprotein B
mRNA of mammalian intestine.
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