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Résumé

La peptidyl-ARNt hydrolase est une enzyme qui hydrolyse les peptidyl-
ARNt issus d’une terminaison prématurée de la traduction. Cette protéine est
essentielle a la viabilité des bactéries, mais pas a celle des eucaryotes, ce qui fait
d’elle une cible potentielle pour 1’action d’anti-bactériens. Cela justifie également
qu’on cherche a cartographier I’interaction de cette protéine avec son substrat,
pour faciliter la conception d’inhibiteur.

Les tentatives d’obtention de cristaux de complexes enzyme:analogue de
substrat étant restées vaines, nous avons choisi d’étudier de tels complexes en
solution, par RMN. Gréce a un double marquage '’N/"*C, nous avons tout d’abord
attribu¢ les fréquences de résonance des atomes du squelette de la protéine et
d’une grande partie des chaines latérale. Nous avons ensuite étudié I’interaction
entre la PTH d’E. coli et un analogue de son substrat synthétisé chimiquement, la
diacétyl-Lys-(3’NH)-adénosine. Cette ¢tude nous a permis de caractériser le role
de nombreux résidus du site actif, notamment celui d’une phénylalanine (F66)
interagissant via son cycle aromatique avec I’adénine 3’-terminale du substrat,
celui d’une asparagine (N114) stabilisant une molécule d’eau responsable de
I’hydrolyse du substrat et celui d’une autre asparagine (N10) permettant a la PTH
de discriminer positivement les peptidyl-ARNt par rapport aux aminoacyl-ARNt.

Nous avons aussi €tudié 1’interaction entre la protéine et des mini-ARNt
mimant la tige acceptrice et le bras TYC d’un ARNt. Ce travail a permis de
cartographier la surface de la PTH ou I’ARN s’ancre a la protéine. Il a confirmé
I’importance de deux résidus basiques, la lysine K105 et I’arginine R133, pour la
reconnaissance du phosphate en 5° de I’ARNt. Il a également révélé une
interaction entre 1’hélice C-terminale de la protéine et le bras T¥C de I’ARNt, a
30 A du site actif. La pertinence fonctionnelle de ce dernier contact a pu étre
¢tablie par mutagenéese dirigée. L ensemble de ces résultats permet de proposer un
modele complet de I’interaction entre la PTH et un peptidyl-ARNE.



Abstract

Peptidyl-tRNA hydrolase (PTH) catalyzes the hydrolysis of peptidyl-
tRNA molecules that have prematurely dissociated from the ribosome during
protein translation. This protein is essential for bacterial viability whereas its
eukaryotic homolog is dispensable. Therefore, PTH is an attractive target for the
development of new antibacterials, and it seems important to map the interaction
between this protein and its substrate in order to facilitate the design of inhibitors.

Because attempts to obtain crystals of PTH with substrate mimics
remained unsuccessful, we chose to study such complexes in solution, by NMR
spectroscopy. Spectra of '’N-'°C uniformly labeled Escherichia coli PTH allowed
us to assign the resonance frequencies of the protein backbone atoms and of many
side-chain atoms. Then, we analyzed the interaction between PTH and a
chemically synthesized small molecule, 3’-(L-[N,N-diacetyl-lysinyl)amino-3’-
deoxyadenosine, imitating the 3’-part of a peptidyl-tRNA. This study points out
the role of many residues of the active center. In particular, the resulting enzyme-
bound substrate model indicates (i) that a phenylalanine residue (Phe66) stacks
with the adenine ring of the 3’-terminal adenosine, (i1) that an asparagine residue
(Asn114) holds the water molecule involved in the hydrolysis of the substrate and
(i11) that another asparagine residue (Asnl0) confers to the PTH the capacity to
distinguish peptidyl-tRNAs from aminoacyl-tRNAs.

We also characterized the interaction between PTH and mini-tRNAs
derived from the acceptor end of tRNA"®. These results confirmed the major role
of Argl33 and Lys105 residues in the recognition of the 5’-phosphate of tRNA.
They also showed an interaction between the C-terminal helix of the protein and
the T¥C arm of the tRNA, 30 A away from the active site. The functional
relevance of the latter contact could be established by site-directed mutagenesis.
Altogether, our results allow us to propose a complete model of the interaction
between PTH and a peptidyl-tRNA.



« Selon une autre théorie, ladite chose se serait en fait déja
produite. »

D.N.A. (1952-2001)
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IPTG : isopropyl-B-D-thiogalactoside
Kd : constante de dissociation

Ki : constante d’inhibition

Km : constante de Michaelis

NTP : nucléoside triphosphate

NOE : Nuclear Overhauser Effect
PCR : polymerase chain reaction

PPi : pyrophosphate inorganique

ppm : partie par million (utilisé comme unité de mesure des déplacements
chimiques)

PTH : peptidyl-ARNt hydrolase

RMN : résonance magnétique nucléaire
RREF : ribosome recycling factor

RF3 : release factor 3

SDS : dodécyl sulfate de sodium

SDS-PAGE : SDS polyacrylamide gel electrophoresis
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Introduction

En 1953, a Cambridge, James Watson et Francis Crick établissent la
structure hélicoidale de ’ADN (Watson and Crick, 1953). Les années suivantes
ont vu naitre des découvertes spectaculaires dans le fonctionnement moléculaire
des organismes vivants. Véritable défi scientifique et épique de la fin du
vingtiéme siecle, opposant le consortium public international mené entre autres
par James Watson, et une société privée, Celera Genomics, dirigée par Craig
Venter, le séquengage complet de I’ADN du génome humain est officiellement
annoncé en juin 2000 par Bill Clinton, a la Maison Blanche. Mais les 20 000
genes découverts (Consortium, 2004) ne sont que la source d’information
nécessaire a la synthése de macromolécules qui sont, elles, les véritables acteurs
de toutes les fonctions biologiques. La compréhension du role et du mode d’action
de toutes ces macromolécules et leurs réseaux, constitue un des défis du 21"
siecle.

Les macromolécules biologiques occupent une place et une fonction
précise dans I’orchestre cellulaire. Comprendre le réle des ces molécules, permet
donc de comprendre comment s’organise la vie, comment elle peut étre
désorganisée par diverses maladies, et comment ces dysfonctionnements peuvent
étre évités ou corrigés. Les protéines, acteurs majeurs du monde vivant, sont de
longs polymeéres constitués a partir de vingt acides aminés différents.
L’information génétique, elle, est codée par quatre bases A, T, G, et C. Cette
information peut étre copiée pour permettre la duplication du matériel génétique
avant la division cellulaire. Pour la synthése protéique, I’ADN doit d’abord étre
transcrit en ARN messager, qui est, lui aussi, basé sur un langage a 4 lettres (A, U,
G et C) et qui, comme son nom l’indique, porte le message nécessaire a la
synthése d’une protéine (a partir d’un geéne).

La conversion du langage a quatre lettres de I’ARN au langage a 20 mots
(les vingt acides aminés) des protéines est réalisée au niveau du ribosome. Cette
étape, appelée traduction, nécessite des interprétes spécifiques de chaque acide
aminé : ce sont les ARN de transfert ou ARNt. Leur existence avait été prédite des
1955 par Francis Crick, avant qu’ils ne soient découverts par Hoagland et
Zamecnik en 1958 (Hoagland et al., 1958). Indispensables a la traduction du
message génétique en protéines, ils sont nécessaires a la vie. Leur concentration
totale a été estimée a 0,5 mM chez Escherichia coli, ce qui correspond a environ
200 000 molécules par cellule (Goodsell, 1991). Ces molécules clés et les
différents mécanismes leur permettant de jouer efficacement leur réle, en limitant
les erreurs, vont étre présentés dans cette introduction.
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Introduction : 1. R6le des ARNt dans la synthese protéique

1.1 Les ARNt

1.1.1 Structure des ARNt

Les ARNt sont généralement composés de I’enchainement de 74 a 98
nucléotides. Chaque nucléotide est composé d’un sucre, le ribose, d’un
groupement phosphate et d’une base azotée qui peut étre soit une purine, adénine
(A) ou guanine (G), soit une pyrimidine, cytosine (C) ou uracile (U) (figure 1).
Les nucléotides sont reliés entre eux par une liaison phosphodiester impliquant
I’oxygene en 3’ du ribose du nucléotide i et le phosphate en 5° du nucléotide i+1.
Ils sont conventionnellement numérotés du numéro 1 a I’extrémité 5° au numéro
76 a 'extrémité 3°.

base azotée

I adénine
PiH,
=y .

/J\cy‘t osine
5] &

0
ra
NH :
{ I )\ guanine

M NH3

N

0
H ;
I /L;.§ uracile
r s

phosphate

Figure 1 : Structure primaire des ARN

Les trois éléments constitutifs des nucléotides sont représentés sur fond de couleur : le ribose en
rose, la base azotée en vert (reliée au ribose par une liaison N-glycosidique) et le groupement
phosphate en bleu. Les carbones du cycle du ribose sont numérotés de 1 a 5°.

La plupart des ARNt ont une structure secondaire caractéristique « en
feuille de tréfle » (figure 2) formée de quatre régions de bases appariées, séparées
par des boucles (boucle TyC, boucle variable, boucle de 1’anticodon et boucle
DHU). Ces molécules présentent une organisation tridimensionnelle en forme de
L (figure 3), avec deux régions importantes a chaque extrémité, (i) la tige
acceptrice se terminant par trois nucléotides (en rouge), C, C et Ay, qui va
accepter I’acide aminé et (i1) la boucle de I’anticodon (en jaune), spécifique de
chaque type d’ARNt, qui s’appariera a I’ARN messager sur le ribosome.
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Site de fixation de 'acide aminé

Figure 2 : Figure 3 :

Structure secondaire et numerotation Structure tridimensionnelle de
des nucléotides I’ARNt™™ de levure

Les cercles représentent des nucléotides Les différentes régions de I’ARNt sont
variables mais présents dans tous les ARNt, et coloriées avec les mémes couleurs que sur la

les ovales des nucléotides qui ne sont pas figure 2. D’aprés Shi et Moore (2000) (code
toujours présents dans les ARNt. Les trois PDB 1EHZ).

nucléotides C74, C75 et A76, a ’extrémité de

la tige acceptrice, sont entourés de rouge. Les

trois bases de 1’anticodon sont entourées en

jaune. D’apres Sprinzl et al. (1998).

1.1.2 Biosynthese des ARNt

La biosynthese des ARNt est un processus complexe qui nécessite
I’intervention de plusieurs enzymes, variables d’un organisme a 1’autre. Chez la
levure Saccharomyces cerevisiae, Phizicky a estimé que plus de 60 protéines
différentes interviennent dans la maturation des ARNt pour produire 3 a 6
millions d’ARNt par génération cellulaire (Phizicky, 2005). Aprées leur production
par une ARN polymérase, les précurseurs d’ARNt vont subir plusieurs
modifications biochimiques. Cette maturation se déroule en 5 étapes majeures :

1) digestion de leur extrémité 5’ par une endonucléase, la ribonucléase P
(RNAse P), qui, de maniére quasi-universelle, est un complexe
ribonucléoprotéique ou I’ARN porte I’activité catalytique (Evans et al., 2006 ;
Guerrier-Takada et al., 1983 ; Torres-Larios et al., 2006).

2) digestion endonucléolytique ou exonucléolytique de I’extrémité 3°. La
voie endonucléolytique est catalysée par la RNAse Z, présente dans la plupart,
voire la totalité, des eucaryotes et des archées, et dans environ la moitié¢ des
bactéries dont le génome a été séquencé. La RNAse Z clive le précurseur de
I’ARNt au niveau de la base 73, générant un ARN prét pour 1’addition du CCA
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par ’ARNt nucléotidyl-transférase (voir ci-dessous). La voie exonucléolytique
commence par une coupure endonucléolytique par la RNAse E, en aval de
I’extrémité 3’ de I’ARNt mature. Cette réaction est suivie par la digestion
exonucléolytique des nucléotides restant en 3’, grace a 1’action de plusieurs
exonucléases aux fonctions redondantes (RNAse PH, RNAse T, RNAse D et
RNAse II chez E. coli) (Hartmann et al., 2009 ; Redko et al., 2007).

3) addition de la séquence CCA a I’extrémité 3°, dans les organismes ou
cette séquence n’est pas codée par les génes des ARNt (les eucaryotes, la plupart
des bactéries et certaines archées). Cette maturation est catalysée par I’ARNt
nucléotidyl-transférase (Deutscher, 1982 ; Hecht et al., 1958 ; Xiong and Steitz,
2004).

4) épissage des introns présents dans certains génes d’ARNt eucaryotes,
archéens et, parfois, bactériens. Chez les bactéries, les introns s’auto-épissent.
Chez les eucaryotes et les archées, 1’épissage fait intervenir une endonucléase qui
excise les introns et une ligase qui joint les exons (Abelson et al., 1998).

5) modification de nucléotides (une dizaine en moyenne par ARNY)
(Rozenski et al., 1999). Ces modifications peuvent étre des réactions chimiques
simples comme des méthylations, des thiolations ou des désaminations. Ce sont
aussi parfois des modifications complexes impliquant la participation de plusieurs
enzymes. A ce jour, 119 nucléotides modifiés distincts ont ¢té identifiés dans les
ARNt (Czerwoniec et al., 2009).

Une fois mature, I’ARNt va pouvoir étre reconnu par une aminoacyl-ARNt
synthétase, qui va greffer covalemment un acide aminé a son extrémité 3’-OH.
Apres avoir été aminoacylé, I’ARNt pourra alors délivrer son acide aminé sur le
ribosome qui réalise la synthése protéique a partir de 1’information portée par un
ARN messager.

1.1.3 Biosynthese des protéines

Le ribosome est un complexe ribonucléoprotéique dont plusieurs structures
a haute résolution ont été obtenues au début des années 2000 (Ban et al., 2000 ;
Schluenzen et al., 2000 ; Wimberly et al., 2000 ; Yusupov et al., 2001). 11 est
formé de deux sous-unités :

1) la petite sous-unité (30S chez les bactéries et les archées, 40S chez les
eucaryotes) qui contient le site de décodage ou se fait I’interaction codon-
anticodon entre un ARNt et un ARNm, au niveau de trois sites : le site A (pour
Aminoacyl), le site P (pour Peptide) et le site E (pour Exit). Chaque site présente
un groupe de trois nucléotides de I’ARN messager, appelé codon, auquel peut
venir se fixer un ARNt possédant ’anticodon correspondant. Au maximum, deux
ARNt peuvent occuper simultanément ces trois sites.
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2) la grande sous-unité (50S chez les bactéries et les archées, 60S chez les
eucaryotes) qui contient le site actif de transfert peptidique nécessaire a
I’¢longation de la chaine polypeptidique et ou s’effectue I’hydrolyse de la liaison
entre I’ARNt et la protéine néo-synthétisée, au moment de la terminaison de la
traduction.

Lors du démarrage de la traduction, les deux sous-unités s’associent pour
former le complexe de démarrage (70S chez les bactéries et les archées, 80S chez
les eucaryotes) qui contient aussi un ARN messager et un ARNt initiateur
méthionylé. Plusieurs facteurs de démarrage (IF1, IF2, IF3 chez les bactéries, 5
facteurs alF chez les archées et 13 facteurs elF chez les eucaryotes) interviennent
lors de la formation de ce complexe, qui se déroule de manicre différente chez les
bactéries, chez les archées et chez les eucaryotes.

Chez tous les organismes, la traduction démarre par 1’association d’un
ARNt initiateur et d’un codon AUG (parfois, GUG ou UUG chez les bactéries et
les archées) sur I’ARN messager, au niveau du site P. Cet ARNt initiateur porte a
son extrémité 3’ une méthionine, qui est formylée chez les bactéries. Les ARNt
initiateurs comportent des caractéristiques (comme le mésappariement de la base
1-72 chez les procaryotes ou la présence d’une paire de bases A;Uy, chez les
eucaryotes) qui leur permettent d’interagir avec les facteurs de démarrage et pas
avec les facteurs d’¢longation.

Pendant un cycle d’élongation, les aminoacyl-ARNt élongateurs sont
reconnus et emmenés sur le ribosome par un facteur d’¢longation (EF-Tu chez les
bactéries, aEF1A chez les archées, eEF1A chez les eucaryotes). L’aminoacyl-
ARNt se fixe alors au niveau du site A, avec appariement codon-anticodon,
chassant I’ARNt éventuellement présent dans le site E, puis réagit avec le
peptidyl-ARNt présent au niveau du site P, ce qui conduit au transfert du peptide
sur I’acide aminé porté par I’ARNt dans le site A, allongeant ainsi la chalne
peptidique d’un acide aminé. Cette réaction de transfert peptidique est suivie par
la translocation du nouveau peptidyl-ARNt du site A vers le site P et de I’ARNt
désacylé du site P vers le site E, avec un décalage simultané¢ de I’ARN messager
sur le ribosome. Cette translocation est catalysée par un facteur d’élongation (EF-
G chez les bactéries, EF-2 chez les archées et les eucaryotes) et s’accompagne de
I’hydrolyse d’une molécule de GTP. Le site A est ainsi libéré et une nouvelle
étape d’¢élongation peut commencer. L’ARNt expulsé au niveau du site E peut
ensuite étre a nouveau aminoacylé par une aminoacyl-ARNt synthétase et
participer a un autre cycle d’élongation. Les diverses étapes de ce cycle
d’¢longation sont assez rapides pour qu’un seul ribosome d’une cellule eucaryote
puisse ajouter 3 a 8 acides aminés par seconde a la chaine polypeptidique en cours
de synthése et pour qu’un ribosome procaryote en ajoute jusqu’a 15 a 20 par
seconde (Lodish and Jacobsen, 1972 ; Palmiter, 1974).

La traduction se termine normalement quand un codon de terminaison

arrive au niveau du site A ou il est reconnu par un facteur de terminaison de classe
I (RF1 ou RF2 chez les bactéries, e/aRF1 chez les eucaryotes et les archées). Ces
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protéines miment un ARNt aminoacylé (Nissen et al., 2000). Elles provoquent
I’hydrolyse du peptidyl-ARNt accroché au site P et, donc, la libération du
polypeptide néo-synthétisé. Des facteurs de terminaison de classe II semblent
aussi jouer un role dans la terminaison, sans reconnaitre le codon stop
(Freistroffer et al., 2000) mais en interagissant avec les facteurs de classe 1. Chez
les bactéries, RF3 favorise ainsi la libération des facteurs de classe I (Freistroffer
et al., 1997). Il n’est cependant pas indispensable a la survie des bactéries. Chez
les eucaryotes, le facteur eRF3 qui, lui, est essentiel, se lierait a eRF1 pour
permettre une hydrolyse rapide du peptidyl-ARNt (Frolova et al., 1996 ;
Zhouravleva et al., 1995).

D’autres facteurs interviennent ensuite pour recycler le ribosome. Chez les
bactéries, RRF (pour Ribosome Recycling Factor aussi connu sous le nom de
RF4) et EF-G vont provoquer la dissociation des deux sous-unités du ribosome,
puis, IF3 va agir pour libérer ’ARNt désacylé encore présent dans le site P (Kaji
and Hirokawa, 2000). Bien que RRF soit universellement conservé chez les
procaryotes et dans les organelles eucaryotes, aucun homologue de ce facteur
n’est présent dans le cytoplasme des eucaryotes et des archées. Chez les
eucaryotes, la dissociation des sous-unités ribosomales est catalysée par le facteur
d’initiation elF3, dont I’action est stimulée par les facteurs elF3j (une sous-unité
faiblement liée a eIF3), elF1 et elF1A (Pisarev et al., 2007). Ensuite, elF1
intervient pour ¢jecter I’ARNt désacylé, et elF3j permet la dissociation de I’ARN
messager.

Au cours de ces diverses étapes, des erreurs peuvent se produire. Elles
pourraient handicaper fortement la croissance cellulaire s'il n'existait pas
également, comme nous allons le voir maintenant, des mécanismes permettant de
les corriger.
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1.2 La correction d’erreurs dans la traduction

La vie sous la forme complexe que I’on connait aurait été¢ impossible sans
une grande fidélité dans la réplication de I’ADN (environ une erreur sur 1
milliard de paires de bases répliquées (Roy and Ibba, 2006)) et, donc, sans une
grande précision dans la synthése des protéines. En effet, ’information contenue
dans ’ADN dicte la séquence des protéines et certaines de ces protéines
maintiennent et dupliquent le matériel génétique. Notamment pour cette raison, la
précision avec laquelle le message génétique est converti en protéines
fonctionnelles est un aspect critique de la traduction. En effet, une erreur dans la
synthése de protéines peut induire des erreurs dans la réplication de I’ADN, par
exemple si la protéine erronée est impliquée dans les mécanismes qui assurent la
fidélité de la réplication de I’ADN. En conséquence, il va apparaitre encore plus
d’erreurs dans la syntheése protéique, d’ou encore plus d’erreurs dans la synthése
de ’ADN. Un tel cycle catastrophique a été décrit par Orgel des 1963, lorsqu’il
¢tudiait la fidélité de I’ADN polymeérase alpha (Orgel, 1963, 1973). Pour garantir
a la synthese protéique une fidélité suffisante, plusieurs mécanismes sont apparus
au cours de I’évolution, permettant de corriger des erreurs a différentes étapes de
la traduction.

Le taux moyen d’erreurs d’incorporation d’acide aminé dans les protéines
est de un sur 1000 a un sur 10000 dans des conditions normales de croissance
(Bouadloun et al., 1983 ; Ibba and S6ll, 1999 ; Loftfield and Vanderjagt, 1972).
Cette valeur cumule les erreurs dans la transcription de ’ADN en ARNm (~107),
dans la synthése des aa-ARNt (~10™) et dans la traduction de ’ARNm par le
ribosome (~10*) (Ibba and S6ll, 1999 ; Ogle and Ramakrishnan, 2005 ; Roy and
Ibba, 2006). Ce taux d’erreurs fait que la plupart des protéines produites sont
pleinement fonctionnelles, d’autant plus que de nombreuses mutations ponctuelles
n’altérent pas la structure et la fonction de la protéine.

Comme les taux d’erreurs a chacune des étapes mentionnées ci-dessus (et
résumées dans la figure 4) sont similaires et additifs, une augmentation du nombre
d’erreurs & n’importe laquelle de ces étapes diminuerait la fidélit¢ de toute la
synthése protéique. Une telle augmentation sera généralement néfaste pour la
cellule, méme si certains organismes peuvent augmenter volontairement ce taux
d’erreurs pour résister a des conditions extrémes. C’est le cas par exemple de
cellules de mammifeéres ou, lors d’un stress oxydant intense, le taux de
mésaminoacylation des ARNt par de la méthionine augmente d’un facteur 10
(Netzer et al., 2009). 11 en résulte une sur-incorporation de méthionine dans les
protéines qui permettrait a ces cellules de mieux résister au stress oxydant grace
au pouvoir anti-oxydant de cet acide aminé puisque qui peut inactiver un agent
oxydant en étant oxydé en sulfoxyde de méthionine puis réduit ensuite par une
réductase (Luo and Levine, 2009).

Au niveau du ribosome, ’anticodon de chaque aa-ARNt est appari¢ avec
le codon appropri¢ de I’ARNm, positionnant I’acide aminé au niveau du centre
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peptidyl-transférase du ribosome (Green and Noller, 1997). Acceptant tous les
ARNLt et transférant les 20 acides aminés (et méme certains acides aminés non
naturels (Giegé, 2003)), le ribosome controle 1’appariement codon-anticodon,
mais ne vérifie pas la bonne aminoacylation de I’ARNt. La synthése d’'un ARNt
incorrectement aminoacylé¢ peut donc conduire a une erreur d’incorporation
d'acide aminé, ce qui fait que 1’étape d’aminoacylation des ARNt doit étre treés
précise.

DhA replication
Error rate 10-8-10-10

AO i RNA
;E\EESCHPHD” into mRMNA ;2;30
TIRTITTITT IR LITRITTINTIITITITINT] Q)

aaRs

Y

Arninoacylation of tRNA

Ribosome

Translation of mENA
1074

10731074
LU
Selection of tRNAs by ribosomes
10-2-10-5
faturation ;
M'SfD“dEd Aggregation
protein
Functional
protein

Figure 4 : Fidélité dans I'expression génétique

D'apres Roy et Ibba (2006). Les différentes étapes de I'expression d'un géne et leur taux d'erreur
sont représentés sur cette figure. Le transfert d'information de la séquence d'ADN d'un gene a la
séquence protéique correspondante nécessite la transcription de cette séquence en ARN messager,
puis, au niveau du ribosome, la traduction de cet ARNm en une séquence d'acides aminés, grace a
des ARN de transfert spécifiquement aminoacylés. Chacune de ces étapes est réalisée avec un taux
d'erreurs d'environ 10*. En cas d'erreur, les protéines peuvent adopter un repliement non
fonctionnel. Elles seront alors généralement dégradées par la cellule ou peuvent conduire a un
agrégat nocif.
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En plus d’erreurs ponctuelles d’incorporation d’un acide aminé, il peut se
produire sur le ribosome des erreurs de décalage du cadre de lecture qui
conduisent a une protéine totalement différente de celle prévue par le code
génétique. Comme nous le discuterons ci-apres, il peut arriver également que la
biosynthése d’une protéine s’interrompe par la libération prématurée du peptidyl-
ARNt li¢ au ribosome. Ce phénomeéne peut conduire a une séquestration des
ARNt sous forme de peptidyl-ARNt non métabolisables et, finalement, a un
blocage de toute la synthese protéique.

Pour diverses raisons, il est donc important pour une cellule d’éviter que
les ARNt ne se retrouvent estérifiés en 3’ avec autre chose que I’acide aminé pour
lequel ils sont prévus. Le cycle des ARNt, présenté sur le schéma ci-dessous,
mentionne certaines erreurs qui peuvent survenir (fleches rouges sur la figure 5) et
qui seront évoquées dans les paragraphes suivants, tout comme les moyens mis en
place pour les éviter ou les corriger (fleches vertes).
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Synthése et maturation des ARNt
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D-aminoacyl-
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iy

”
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Figure 5 : Erreurs et corrections dans le cycle des ARNt
Les deux sous-unités du ribosome en cours de traduction sont représentées en turquoise avec les
trois sites de fixation (A, P et E) des ARNt. Un ARN messager en cours de traduction est
représenté en orange. Les ARNt, sous différentes formes, sont regroupés dans des cercles reliés par
des fléches. Les fléches en bleu foncé représentent les différentes étapes du cycle standard des
ARNL. Les fléches en bleu clair représentent des voies alternatives pour la formation de certains
aminoacyl-ARNt, présentes dans certains organismes (formylation du Met-ARNt™® chez les
bactéries ou transamidation (voir ci-dessous). Les fléches en rouge correspondent a des erreurs et
les fléches en vert & des mécanismes de corrections d’erreurs qui seront présentés dans la suite de
I’introduction : édition des ARNt mésaminoacylés (paragraphe 2), désacylation des D-aminoacyl-

ARNt (DTD, paragraphe 3) et hydrolyse des peptidyl-ARNt (PTH, paragraphe 5) issus du drop off
(paragraphe 4).

ARNmM
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2.1 Spécificité des aminoacyl-ARNTt synthétases

2.1.1 Aminoacylation par les aminoacyl-ARNt synthétases

L’aminoacylation des ARNt est catalysée par les aminoacyl-ARNt
synthétases (aaRS). Généralement, un organisme donné comprend une aaRS pour
chacun des 20 acides aminés canoniques.

La synthése des aminoacyl-ARNt (aa-ARNt) par ces enzymes se déroule
en deux étapes. L’enzyme lie d’abord une molécule d’ATP et une molécule
d’acide aminé pour catalyser la formation d’un aminoacyl-adénylate (aa-AMP),
qui reste li¢ a I’enzyme, avec libération d'un pyrophosphate (PPi) (Equation 1).
Puis, I’acide aminé activé est transféré sur le groupement 2’- ou 3’-hydroxyle du
ribose de I’adénosine 3’-terminale de I’ARNt, pour générer un aa-ARNt en
libérant ' AMP (Equation 2) (Freist, 1989 ; Ibba and S6ll, 2000).

Equation 1 : Acide aminé + ATP — Aminoacyl-AMP + PPi

Equation 2 : Aminoacyl-AMP + ARNt — Aminoacyl-ARNt + AMP

Les aaRS sont divisées en deux classes, se distinguant par leur repliement
et leur domaine de liaison a I’ATP (Cusack et al., 1991 ; Eriani et al., 1990) (voir
tableau 1).

Les synthétases de classe I sont presque toutes monomériques (o) ou
dimériques (o). Leur site actif adopte une structure de type repliement de
Rossmann, caractérisé par une série de brins P paralleles reliés entre eux par des
hélices a. Ces enzymes comportent des séquences peptidiques hautement
conservées, HIGH (Ludmerer and Schimmel, 1987) et KMSKS (Hountondji et al.,
1986), qui interviennent dans la liaison de I’ATP et dans la stabilisation de 1’état
de transition, lors de 1’activation de 1’acide aminé. Les synthétases de classe II
sont monomériques (o), dimériques (o) ou tétramériques (o4 ou 0f,). Leur site
actif est construit autour d’un feuillet  antiparallele. Elles possédent trois motifs
peptidiques plus ou moins conservés, appelés motifs 1, 2 et 3 (Cusack et al.,
1990 ; Eriani et al., 1995 ; Eriani et al., 1990). Chaque classe est divisée en 3
sous-classes (a, b, ¢) en fonction des séquences primaires et de I’organisation
structurale des aaRS qui les composent (Cusack, 1995 ; Landes et al., 1995 ;
Moras, 1992 ; Ribas de Pouplana and Schimmel, 2001).

Certains organismes ne possedent pas le jeu complet des aaRS. C’est le
cas, en particulier, d’un grand nombre de bactéries et de certaines archées, qui ne
possédent pas d’AsnRS et/ou de GInRS et qui synthétisent I’Asn-ARNt™ et le
GIn-ARNt“"™ en deux étapes (pour revue, Blanquet et al., 2003). L’ARNt*" (ou
I’ ARNt“™) est d'abord aminoacylé par une AspRS (ou une GIuRS) avec formation
d'Asp-ARNt™" (ou de Glu-ARNt“™). Puis une amidotransférase catalyse une
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réaction de transamidation a partir d’un donneur de groupement amide qui peut
étre la L-asparagine ou la L-glutamine. Cette réaction convertit 1'acide aspartique
(ou glutamique) 1ié & I'ARNt™" (ou I’ARNt“™) en asparagine (ou glutamine). On
retrouve un tel mécanisme d’aminoacylation indirecte chez certaines archées pour
la formation du Cys-ARNt™® Dans ce cas, il existe une phosphoséryl-ARNt
synthétase (SepRS) qui produit du phosphoséryl-ARNt™ avant que la
phosphosérine liée & 'ARNt™® ne soit convertie en cystéine par une enzyme
appelée SepCysS (Sauerwald et al., 2005). Une voie d’aminoacylation indirecte
est aussi présente dans les organismes (des trois régnes du vivant) utilisant la
sélénocystéine. L’ARNt™ est d’abord aminoacylé par la SerRS avec une sérine.
Puis cette sérine liée a I'ARNt> est transformée en sélénocystéine par une
enzyme qui utilise le sélénophosphate comme donneur de sélénium. On peut noter
que les aminoacyl-ARNt issus de la premicre étape de ces mécanismes sont peu
reconnus par les facteurs d'¢longation, ce qui empéche qu’ils soient conduits au
ribosome avant d’étre correctement aminoacylés.

Classe | Classe I1
Ia ArgRS o ITa SerRS o,
MetRS a, o, ThrRS a,
IleRS a ProRS o,"
ValRS a HisRS a,
LeuRS a, af GIyRS o,
CysRS a, o,
Ib GluRS o Ib AspRS a,
GInRS o AsnRS o,
LysRS o™ LysRS a,
Ic TrpRS o, Ilc PheRS a, ay, 0,3,
TyrRS o, GIlyRS a,p3,
AlaRS a, 0,, 0y
(SepRS™ a4 ; PYIRS™™ ay)

Tableau 1 : Répartition des aminoacyl-ARNt synthétases

D’aprés Soll et Ibba (2003) et Nozawa et al. (2009). L'organisation oligomérique de chaque aaRS
est indiquée. Certaines existent sous forme de monomeéres (o), d’homodimeéres (ap),
d’hétérodimeres (af}) ou de tetrameres (0,3, ou 0y).

" Chez les eucaryotes supérieurs, un polypeptide unique porte les activités GluRS et ProRS (Cerini
etal., 1991).

" 1 existe deux familles de LysRS. Les eucaryotes, la plupart des bactéries et quelques archées
expriment une LysRS de classe II, tandis que la plupart des archées et quelques bactéries
expriment une LysRS trés différente, appartenant a la classe I. Certains organismes (par exemple,
I’archée Methanosarcina barkeri) produisent a la fois une LysRS de classe I et une LysRS de
classe II.

™ Certaines archées (23 sur les 69 entiérement séquencées) ne produisent pas de cystéinyl-ARNt
synthétases. Elles possédent une phosphoséryl-ARNt synthétase, (SepRS), qui estérifie I'ARNt™
avec de la phosphosérine. Le phosphoséryl-ARNt™* est ensuite converti en Cys-ARNt™® par une
enzyme appelée SepCysS (Sauerwald et al., 2005).

"™ Quelques archées (4 sur les 69 entiérement séquencées) et quelques bactéries (par exemple
Desulfitobacterium hafniense) insérent de fagon co-traductionnelle de la pyrrolysine dans leurs
protéines. Elles possédent pour cela, un ARNt dont I'anticodon est complémentaire du codon
ambre UAG , et qui est aminoacylé par une aaRS particuliére appelée pyrrolysyl-ARNt synthétase
(PyIRS) (Srinivasan et al., 2002).
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2.1.2 Spécificité des aminoacyl-ARNt synthétases

Les aminoacyl-ARNt synthétases ont la difficile tache de sélectionner
leurs ARNt spécifiques et leur acide aminé parmi un ensemble de composés dont
certains sont trés similaires.

La sélection de I’ARNt est facilitée par la grande taille de ces molécules
qui fait que différentes parties de ces molécules peuvent étre utilisées comme
"¢léments d’identité", c’est-a-dire comme déterminants structuraux assurant la
reconnaissance par I’ aaRS spécifique et/ou empéchant la reconnaissance par les
aaRS non spécifiques. Les éléments d’identité peuvent ainsi étre situés dans
différentes régions de 'ARNt comme le bras accepteur, le bras anticodon ou la
boucle variable (Giegé et al., 1998).

Les acides aminés sont beaucoup plus petits et ne peuvent étre discriminés
que par la nature de leur chaine latérale.

B [ Ae] 2 -

Proline A lanine Isolencine Leudine
H,
H
n,-*’r' HaN HyN | w " g
Glycine Methionine Cysteine Serine Threonine
Hy

o

Aspartic scid Asparagine Glutamic Acid Chitami

2.8 M’

Pheny hilanine Tryptophan Argink

Figure 6 : Structure des 20 acides aminés

D'apres Giegé et Frugier (2003). Les 20 acides aminés protéinogeénes sont regroupés dans des
cases selon leurs ressemblances structurales. Ces ressemblances posent un challenge pour leur
reconnaissance moléculaire par les aminoacyl-ARNt synthétases. Les acides aminés, plus petits
que celui qui correspond a une aaRS particuliére, posent aussi un probléme aux aaRS puisque
ceux-ci peuvent se fixer dans le site actif de 'enzyme sans qu'il y ait de conflit stérique.
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Or, comme on peut le voir sur la figure 6, certains acides aminés ont des
structures trés proches, rendant difficile leur reconnaissance a un niveau
moléculaire. Par exemple, la thréonyl-ARNt synthétase doit distinguer la
thréonine de la valine, qui lui est isostérique, et de la sérine, dont la seule
différence par rapport a la thréonine est I’absence d’un groupe méthyle.

Certaines propriétés chimiques spécifiques permettent parfois de
différencier des acides aminés proches (Fersht and Dingwall, 1979a). Ainsi, la
CysRS comporte un ion zinc dans son site actif qui lie spécifiquement la charge
négative du groupement thiolate de la cystéine et ne lie pas la sérine dont la
structure est pourtant trés proche de celle de la cystéine (Newberry et al., 2002).
Cependant, dans la plupart des cas, il est thermodynamiquement impossible
d’obtenir un site actif permettant de distinguer efficacement des acides aminés
proches (voir tableau 2).

aaRS

Alanyl-ARNt synthétase
Argininyl-ARNt synthétase
Asparaginyl-ARNt synthétase
Aspartyl-ARNt synthétase
Cystéinyl-ARNt synthétase
Glutamyl-ARNt synthétase
Glutaminyl-ARNt synthétase
Glycyl-ARNt synthétase
Histidyl-ARNt synthétase
Isoleucyl-ARNt synthétase
Leucyl-ARNt synthétase

Compétiteurs naturels de I’acide aminé spécifique
Glycine, sérine, cystéine, acide a-aminobutyrique
Lysine

Acide aspartique, glutamine

Asparagine, acide glutamique

Sérine, alanine, acide a-aminobutyrique
Glutamine, acide aspartique

Acide glutamique, asparagine

Aucun

Aucun

Valine, leucine, alanine, thréonine, O-methylthréonine
Valine, alanine, norvaline, méthionine, isoleucine

Lysyl-ARNt synthétase

Méthionine, ornithine

Meéthionyl-ARNt synthétase

Homocystéine

Phénylalanyl-ARNt synthétase

Tyrosine

Prolyl-ARNt synthétase

Alanine, cystéine

Séryl-ARNt synthétase

Cystéine, acide a-aminobutyrique

Thréonyl-ARNt synthétase

Valine, sérine, cystéine, acide a-aminobutyrique

Tryptophanyl-ARNt synthétase

Aucun

Tyrosyl-ARNt synthétase

Phénylalanine

Valyl-ARNt synthétase

Thréonine, sérine, alanine, acide a-aminobutyrique

Tableau 2 : Exemple de compétiteurs naturels des acides amines

D’apreés Hendrickson et Schimmel (2003). Pour chaque aminoacyl-ARNt synthétase (colonne de
gauche), les compétiteurs naturels de l'acide aminé spécifique de cette synthétase sont reportés
dans la colonne de droite.

Prenons I’exemple de I’isoleucine et la valine. La chaine isopropyle de la
valine différe de la chaine isobutyle de I’isoleucine par 1’absence d’un groupement
méthyle. Comme les gé€nes stériques peuvent mettre en jeu des énergies
considérables, il est facile d’imaginer des géométries empéchant efficacement que
I’isoleucine, plus grosse que la valine, vienne se fixer dans un site actif prévu pour
la valine. Par contre, la valine, qui est plus petite que 1’isoleucine, peut se loger
dans tout site actif congu pour reconnaitre I’isoleucine. 