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Un long ARN non codant régule
Pactivité de la phénylalanine
hydroxylase, ’enzyme responsable
de la phénylcétonurie
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> Lhistoire de la phénylcétonurie (PCU)
débute en 1934 [1] et, depuis sa des-
cription, les différents mécanismes qui
sous-tendent la pathogenése de cette
maladie sont progressivement découverts,
la rendant de plus en plus complexe. Aprés
la découverte de I’enzyme responsable de
cette maladie, la phénylalanine hydroxy-
lase (PAH) [2], les déficits en son cofac-
teur (tétrahydrobioptérine ou BH4) ont été
décrits dans les années 1970 [3] chez des
patients atteints de ce que I'on a appelé
a I’époque une hyperphénylalaninémie
maligne, et, en 2017, la responsabilité de
DNAJC12 (Dnaj heat shock protein family
(Hsp40) member C12), une molécule cha-
peron, a été mise en évidence [4].

La découverte de cette molécule chaperon
semblait signer la fin de la compréhen-
sion des mécanismes moléculaires de la
phénylcétonurie. Les études de génétique
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moléculaire réalisées chez les patients
atteints de PCU retrouvaient en effet,
dans 99 % [5, 6] des cas, des mutations
du gene PAH. Les quelques patients res-
tants étaient, quant a eux, porteurs soit
d’un déficit de synthese ou de recyclage
du cofacteur de I'enzyme, le BH4, soit de
la molécule chaperon DNAJC12 [7]. Mais
en aolit 2021, un article publié par Li et
al. [8] de I’Anderson Institute, & Houston
(Etats-Unis), a ouvert une nouvelle voie
en montrant qu'un long ARN non codant
(ARNInc), appelé Pair chez la souris et Hulc
pour son homologue chez I’homme, intera-
git avec la PAH et régule son activité.

Un long ARN non codant est impliqué
dans la régulation

de la phénylalaninémie

Actuellement, il est estimé que seuls 2 %
du génome codent des protéines [9],

L Centre de référence des maladies
métaboliques, Service de pédiatrie,

CHU Nancy,

%nserm U1256,

Nutrition-génétique et exposition

aux risques environnementaux (NGERE),
9 avenue de la forét de Haye,

(S 50184, 54505 Vandoeuvre-les-Nancy,
France

8 Department of Molecular and Cellular
Oncology, The University of Texas MD
Anderson Cancer Center,

Houston, TX 77030, €tats-Unis.

4 Laboratoire de biochimie et de biologie
moléculaire, CHU Nancy.
f.feillet@chru-nancy.fr

mais une importante portion de I’ADN
est cependant transcrite en ARN. La
fonction de ces ARN non-codants n’est
pas encore totalement élucidée [10] :
ils peuvent en effet interagir avec des
protéines, des peptides, des séquences
d’ADN, des ARN messagers, voire avec
des petites molécules [10]. Ces inte-
ractions influencent essentiellement le
contrdle épigénétique de I’expression
des genes, leur transcription et la régu-
lation des protéines qu’ils codent, mais
aussi, et en particulier, la régulation de
la réponse immunitaire.

L’équipe de Li et al. avait remarqué
qu’un long ARN non codant (ARNInc),
appelé Pair, était particulierement
exprimé au niveau du foie et, pour
comprendre sa fonction, ces auteurs
ont créé une souris déficiente pour
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le gene codant cet ARNInc. De fagon
tout a fait inattendue, les auteurs ont
observé que cette souris a développé
un phénotype comparable a celui
que développent des souris dans des
modeles murins de phénylcétonurie,
a savoir, une hypopigmentation et un
tableau neurologique sévére (retard
de développement, épilepsie, micro-
céphalie). Ils ont ensuite pu mettre
en relation ce phénotype particulier
avec une hyperphénylalaninémie sem-
blable a celle observée dans les autres
modeéles murins de PCU. Constatant
que les taux plasmatiques des autres
acides aminés n’étaient pas altérés
par la déplétion de Pair, ils ont alors
envisagé que le tableau clinique et
biologique qu’ils observaient était
bien en rapport avec une baisse d’ac-
tivité de la phénylalanine hydroxylase
(PAH) due au déficit de cet ARNInc. €n
parallele, les auteurs ont montré que
cet ARNInc avait un homologue chez
I’lhomme, appelé Hulc.
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Un long ARN non codant
est impliqué dans la régulation

de la phénylalaninémie

Des études de pulldown’ et d’immunopré-
cipitation réalisées sur des foies de souris
ont montré que ’ARNInc Pair s’associait a
la PAH. Une analyse de tissus hépatiques
humains provenant de deux donneurs sains
a par ailleurs révélé que la PAH humaine
était également associée a I’ARNInc HULC
(’homologue de PAIR), et que sa présence
était indispensable au bon fonctionne-
ment de la PAH. Une analyse approfondie a
ensuite montré que ’ARNInc Hulc/Pair s’as-
socie au domaine N-terminal de régulation
de la PAH. Cette association stabiliserait
probablement la conformation ouverte de
la PAH, facilitant ainsi la catalyse de la Phe
en Tyr par ’enzyme. Dans le tissu cérébral
des souris Pair”", une diminution de quan-
tité de tyrosine hydroxylase a également
été observée. Il n’y a pas eu d’études sur la

! Les analyses par pull-down sont une variante de I'immuno-
précipitation et de I'immuno-électrophorése.

Figure 1. Un long ARN non codant (ARNInc)
agit comme cible thérapeutique pour une
maladie génétique humaine. U'ARNInc Hulc et
son homologue chez la souris (Pair) modulent
I’activité enzymatique de la phénylalanine
hydroxylase (PAH), I’enzyme responsable de
phénylcétonurie (PCU). L’administration d’un
analogue ARNInc permet de traiter la souris
Pair”’~ (A). Dans des modéles cellulaires por-
teurs de mutations responsables de PCU, et
pour lesquelles les mécanismes moléculaires
impliqués sont connus, I’anologue ARNInc
permet de restaurer I'activité enzymatique de
la PAH (B). La réponse a ce traitement n’est
toutefois possible que lorsque la mutation
de I"’enzyme modifie son interaction avec
Hulc (mutations sensibles). Cet analogue
ARNInc pourrait ainsi constituer une option
thérapeutique prometteuse pour les patients
atteints de PCU présentant des mutations de
Hulc ou des mutations de la PAH sensibles a

ce traitement.

tryptophane hydroxylase, mais ce résultat
pose la question de savoir si cet ARNInc
agit uniquement sur la PAH ou s’il agit
également sur les deux autres hydroxylases
dont le BH4 est aussi le cofacteur, et pour
lesquelles la DNAJC12 est également une
protéine chaperon. Si cela était le cas, les
déficits en Pair/Hulc entraineraient donc
un déficit global des trois hydroxylases, et
non pas simplement de la PAH, ce qui pour-
rait expliquer le phénotype extrémement
sévere des souris Pair”".

Un analogue de synthése de Pair
restore I’activité de la PAH (Figure I)
Un analogue de ’ARNInc Pair/Hulc a été
synthétisé (IncRNA mimics). In vivo, admi-
nistré aux souris Pair”’~ qui sont dépour-
vues de I’ARNInc Pair, cet analogue a per-
mis de restaurer 'activité de la PAH et de
normaliser les taux plasmatiques de Phe.
In vitro, des souches de bactéries trans-
formées pour exprimer différents variants
défectifs du gene codant la PAH identi-
fiés chez les patients ont été cultivées
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en I'absence ou en présence de cet ana-
logue de synthese, et son interaction avec
I’enzyme produite et son activité ont été
examinées. Dans ces conditions, le [ncRNA
mimics a permis de restaurer I'activité
enzymatique de la PAH chez certaines
souches bactériennes exprimant un gene
PAH présentant des mutations touchant le
site d’interaction entre I’enzyme et I’ARN-
Inc. Le IncRNA mimics n’a par contre eu
aucun effet sur d’autres souches portant
des mutations de I’enzyme situées hors
de ce site d’interaction. Le [ncRNA mimics
a été particulierement efficace sur une
souche porteuse de la mutation p.R408W
(arginine en position 408 remplacée par un
tryptophane) de la PAH, une mutation trés
sévere (a Porigine d’une activité résiduelle
de la PAH inférieure a 2 % de Iactivité
normale [11]. Cette mutation est la plus
fréquente dans les pays de I’est européen.
Elle représente en effet 76 % des variants
retrouvés chez les patients atteints de PCU
en Lettonie, 63 % en Russie [12] et 57 %
en Pologne [13]. Cette découverte apporte
donc un espoir thérapeutique considérable
pour ces patients chez lesquels le seul
traitement actuel repose sur un régime
alimentaire restrictif a vie, et dont on sait
a quel point la poursuite et le suivi est
difficile a I'dge adulte [14].

Plusieurs points a éclaircir

origine génétique de la grande majorité,
sinon de la totalité, des patients atteints
de PCU est désormais bien établie. Il est
donc peu probable que certains d’entre
eux présentent une maladie qui aurait
pour origine uniquement un variant du
géne Hulc. Par contre, il est trés probable
que ces variants influent sur "activité de
I’enzyme PAH, ce qui pourrait expliquer,
au moins en partie, 'absence de corréla-
tion entre génotype et phénotype que I’on
observe chez certains patients présentant
une PCU [15]. Une étude de P'action du
[ncRNA mimics sur les principaux variants
connus de la PAH nécessite cependant
d’étre réalisée (selon un modéle similaire
a celui utilisé pour déterminer la sensibi-
lité des patients au BH4) [16]. €n effet,
seuls 17 variants ont été testés dans le
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travail relaté ici, alors que 1 282 variants
du géne ont été décrits [17]. Il est éga-
lement trés important d’établir si cet
ARNInc agit uniquement sur la PAH ou s'il
a également un effet sur I’ensemble des
trois hydroxylases (Phé, Tyr et Trp), car
s’il traversait la barriéere hémato-encé-
phalique, il pourrait avoir un impact sur
la synthese de certains neurotransmet-
teurs (voies de la dopamine et de la séro-
tonine). Cela est d’autant plus important
que si un tel traitement de la PCU par
IncRNA mimics venait a voir le jour, il
faudrait s’assurer de I"absence d’effets
déléteres de ce type de traitement sur le
statut des neurotransmetteurs.

Conclusion

La publication de Li et al. qui décrit
pour la premiere fois I"action d’un
ARNInc sur une enzyme responsable
d’une maladie héréditaire du méta-
bolisme, la phénylcétonurie, est donc
une avancée majeure. La PCU, qui est la
maladie métabolique la plus fréquente,
est connue depuis plus de 70 ans, et
ce qui paraissait une maladie simple
(une enzyme déficitaire qui entraine
une accumulation de son substrat en
amont, la phénylalanine) a vu sa phy-
siopathologie se complexifier au cours
du temps, avec les découvertes succes-
sives de son cofacteur, le BH4, puis de
sa molécule chaperon, la DNAJC12. Le
modele rendant compte de la patho-
genese de la maladie vient encore de
s’enrichir avec I'implication de I’ARNInc
Hulc dans la régulation de I'activité de
I’enzyme. Mendes de Oliveira écrivait
récemment dans le New €Engl | Med
que les maladies monogéniques sont
cliniquement plus variables que ne le
suggérait leur description initiale [18].
Au vu de cette nouvelle découverte,
et si I'on prend en compte le fait que
seuls 2% du génome codent des pro-
téines [9], on peut se demander si les
maladies monogéniques « existeront »
encore dans le futur. ¢

A long non-coding RNA regulates the
activity of phenylalanine hydroxylase,
the key enzyme of phenylketonuria
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