
HAL Id: tel-01508953
https://pastel.hal.science/tel-01508953v1

Submitted on 15 Apr 2017

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

La méthylation flavine-dépendante d’acides nucléiques :
aspects évolutifs, métaboliques, biochimiques et

spectroscopiques
Pierre Sournia

To cite this version:
Pierre Sournia. La méthylation flavine-dépendante d’acides nucléiques : aspects évolutifs,
métaboliques, biochimiques et spectroscopiques. Biochimie, Biologie Moléculaire. Université Paris
Saclay (COmUE), 2016. Français. �NNT : 2016SACLX108�. �tel-01508953�

https://pastel.hal.science/tel-01508953v1
https://hal.archives-ouvertes.fr


NNT : 2016SACLX108

1

Thèse de doctorat
de l’Université Paris-Saclay

préparée à l’École Polytechnique

Ecole doctorale n◦573
Interface

Spécialité : Biochimie et biologie moléculaire

par

M. Pierre SOURNIA

La méthylation flavine-dépendante d’acides nucléiques : aspects
évolutifs, métaboliques, biochimiques et spectroscopiques

Thèse présentée et soutenue à l’École polytechnique, le 14 décembre 2016.

Composition du Jury :

Prof. Chahrazade EL AMRI UPMC (Présidente du jury)

Prof. Jaunius URBONAVIC̆IUS VGTU (Rapporteur)

Dr. Laura BACIOU Université Paris Sud (Rapportrice)

Prof. Anne WOISARD UPMC (Examinatrice)

Dr. Ursula LIEBL École Polytechnique (Directrice de thèse)

Dr. Hannu MYLLYKALLIO École Polytechnique (Co-Directeur de thèse)





Remerciements

J’aimerai, en premier lieu, remercier messieurs les professeurs Jean Louis Martin

et Francois Hache, directeurs successifs du LOB pour m’avoir accueilli (et gardé) au
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1.3.1 Les différentes méthylations post-transcriptionnelles des uridines 16
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électrocompétentes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36

2.1.6 Inactivation du gène thyA chez la souche ∆deoA . . . . . . . . 37
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3.2 Évolution dirigée de trmFO . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54
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ARN : Acide ribonucléique
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DO : Densité optique
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Chapitre 1

Introduction

1.1 Évolution du support génétique

Une des caractéristiques fondamentales du vivant est le programme selon lequel

les organismes peuvent s’adapter à leur milieu, y puiser les ressources nécessaires

à leur homéostasie et in fine à leur reproduction [1]. Chez les cellules vivantes, ce

programme, dit génétique, a pour support de stockage ubiquitaire l’ADN (acide

2’désoxyribonucléique), un polymère de quatre nucléotides différents formant entre

eux des liaisons phosphodiester ; ces polymère s’organisent en deux brins antipa-

rallèles et complémentaires, formant une double hélice [2]. Cette structure permet

la réplication de l’ADN lors de la division cellulaire en vue de la transmission

héréditaire du programme génétique (Fig. 1.1).

L’exécution de ce programme génétique se fait selon un processus paradigma-

tique de transcription de l’ADN en ARN messagers (ARNm) puis de traduction de

ces ARN messagers en protéines, des polymères d’acides aminés formant des liai-

sons peptidiques. La transcription est catalysée par une machinerie essentiellement

protéique, tandis que la traduction est assurée par une machinerie nucléoprotéique,

composée (pour la partie nucléique) d’ARN ribosomiques (ARNr) et d’ARN de

transfert (ARNt).

Les deux différences principales entre ADN et ARN résident d’une part en un

groupement hydroxyle sur le carbone 2’ du ribose présent dans l’ARN et absent de

l’ADN, d’autre part, en un remplacement de l’uridine dans l’ARN par la thymidine

dans l’ADN (Fig. 1.2).

Ces observations du vivant suggèrent deux étapes notables dans l’évolution du

1



Figure 1.1 – Schéma représentant la structure de la double hélice d’ADN.
Les deux brins sont antiparallèles et complémentaires l’un de l’autre par des interactions
Watson-Crick A-T et G-C (images.huffingtonpost.com/2013-12-17-fig1 sm.jpg).

programme génétique ayant mené à l’ADN des organismes modernes : le passage

d’un monde ARN (A,U,G,C) (Fig. 1.3) à l’ADN (dA, dU, dG, dC) dans un premier

temps, et celui d’un ADN contenant de l’uridine (dU) à de l’ADN contenant de la

thymidine (dT) dans un deuxième.

1.1.1 Monde ARN

L’hypothèse du monde ARN a été formulée pour la première fois par Walter Gil-

bert [3] dès la découverte d’ARN ayant des activités catalytiques. Jusqu’alors, les

premiers systèmes réplicatifs étaient supposés être composés à la fois de protéines

et d’ARN. La découverte d’ARN catalytiques (ribozymes), au nombre de deux à

l’époque, laissait déjà entrevoir la possibilité de multiples réactions catalysables par

des ARN. Des réactions qui se sont vérifiées plus tard 1, permettant au modèle de s’af-

franchir des protéines, le rendant plus simple et donc plus probable. Les mécanismes

1. notamment par la méthode SELEX [4] qui permet la sélection d’ARN ayant des propriétés
catalytiques parmi une banque d’oligonucléotides combinatoire

2



U

N

N
N

N

H N2

P

O

O

O

O

N

N
N

N

H N2

5′

3′

3′

P

O

O

O

O

5′

3′

5′

A

A

2′

2′

2′

U

N

N
N

N

H N2

P

O

O

O

O

N

N
N

N

H N2

P

O

O

O

O

A

A

ARN

T

N

N
N

N

H N2

P

O

O

O

O

N

N
N

N

H N2

5′

3′

3′

P

O

O

O

O

5′

3′

5′

A

A

2′

2′

2′

T

N

N
N

N

H N2

P

O

O

O

O

N

N
N

N

H N2

P

O

O

O

O

A

A

ADN
Figure 1.2 – Comparaison des structures de l’ADN et de l’ARN : les nucléotides
sont liés entre eux par des liaisons 5’-3’ phosphodiester. La principale différence réside en
la présence d’un groupement hydroxyle en 2’ présent sur les riboses de l’ARN et absent
des désoxyriboses de l’ADN. Une autre différence notable est la lettre ”U” de l’ARN
correspondant à la lettre ”T” de l’ADN.

d’auto-épissage chez les ARN leur conférant un important potentiel évolutif consti-

tuait un argument supplémentaire.

Cette hypothèse du monde ARN a ensuite été renforcée avec la découverte du

pouvoir de réplication non enzymatique des ARN [5]. Les protéines seraient apparues

plus tard et sélectionnées pour leurs activités catalytiques plus efficaces. Le fait

que les machineries d’expression de protéines des organismes vivants contemporains

passent par des ARN (le ribosome traduit les ARNm à l’aide des ARNt) est un bon

indicateur du passage de l’ARN aux protéines comme catalyseur.

On peut ainsi distinguer le deuxième âge du monde ARN du premier âge. Le

premier âge correspondant à l’étape où les catalyseurs biologiques étaient exclu-

sivement ribonucléiques, et le deuxième âge (aussi appelé monde RNP pour ribo-
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nucléoprotéique) correspondant à une ère de systèmes réplicatifs composés d’ARN

et de protéines.

1.1.2 Le monde RNP

Les protéines ont, dans le vivant actuel, des rôles multiples tels que la catalyse

de réactions chimiques du métabolisme, la structure de la cellule [6], le transport

intra-cellulaire [7] et inter-cellulaire [8] de molécules etc... Les protéines sont des ma-

cromolécules composées d’une ou plusieurs châınes peptidiques, des hétéropolymères

d’acides aminés reliés entre eux par des liaisons peptidiques. La formation de la

liaison peptidique est catalysée par le ribosome au cours du processus de traduc-

tion des ARN messagers selon le code génétique. On dénombre 20 acides aminés

protéinogènes, c’est-à-dire pouvant être incorporé à la châıne peptidique en cours

d’élongation pendant la traduction 2. Tout au long de cet exposé, les différents acides

aminés seront référencés selon la nomenclature habituelle donnée par le tableau 1.1.

L’ARNm est donc composé de quatre nucléotides différents et les protéines, de

vingt acides aminés différents, il en découle naturellement qu’un acide aminé donné

doit être encodé par un ensemble d’au moins trois nucléotides, ensemble appelé

codon. Quatre possibilités pour trois emplacements donne 43 = 64 possibilités. Il en

résulte que le code génétique est dégénéré, c’est-à-dire qu’un acide aminé peut être

encodé par plusieurs codons différents (Fig. 1.4) en plus d’être universel (identique

2. On en compte en réalité deux de plus, la sélénocystéine [9] et la pyrolysine [10] [11], que l’on
peut considérer comme des cas particuliers et dont je ne parlerai pas dans cet exposé.
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Tableau 1.1 – Liste des vingt acides aminés standards et leur nomenclature

correspondante.

Glycine G Gly Aspartate D Asp
Alanine A Ala Glutamine Q Gln
Valine V Val Asparagine N Asn

Leucine L Leu Sérine S Ser
Isoleucine I Ile Thréonine T Thr
Tyrosine Y Tyr Cystéine C Cys

Phénylalanine F Phe Lysine K Lys
Tryptophane W Trp Arginine R Arg
Glutamate E Glu Méthionine M Met

Proline P Pro Histidine H His

pour la plupart des êtres vivants 3).

Le déchiffrage de chaque codon se fait via un ARNt chargé de son acide aminé

et comptant dans sa structure primaire l’anticodon (séquence de trois nucléotides

complémentaire du codon correspondant). La formation de la liaison peptidique est

ensuite catalysée par une partie essentiellement nucléique [14] du ribosome 4.

Le code génétique contemporain s’est probablement établi progressivement et de

manière séquentielle. En 1993, Baumann et Oro ont proposé un modèle d’évolution

du code génétique en trois étapes [15]. D’abord, un code génétique primitif [16]

ayant des codons de deux bases permettait l’expression de protéines contenant douze

acides aminés différents comme décrit par la figure 1.5. La provenance des différents

acides aminés peut, quand à elle, s’expliquer par une approche bottom up de chimie

pré-biotique [17].

Au cours d’une deuxième étape, le code aurait évolué et permis l’incorporation,

dans les protéines, d’acides aminés chimiquement plus complexes tels que l’histidine,

la cystéine, la phénylalanine et la tyrosine ainsi que celle de l’asparagine et du gluta-

mate. Ce ne serait qu’au cours d’une troisième et dernière étape que la méthionine

et le tryptophane auraient été intégrés au code.

Le fait que la machinerie d’expression protéique soit essentiellement ribonucléique

permet de concevoir une forme de vie composée d’ARN et de protéines qui serait

3. Il existe quelques exceptions [13] telles que chez les mitochondries des vertébrés, les plastes
des plantes, certaines bactéries et archées...

4. Nous reviendrons plus en détails sur ce processus de traduction dans une partie ultérieure
sur les modifications post-transcriptionelles des ARNt et des ARNr.
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AU GC

G

A

C

U
UCYSF

GWSTOPL S

CL P RH

AE GV A

AK RI T

UI N ST

ASTOPSL STOP
CSF Y C

AQPL R
GP QL R

UHPL R

CTI N S

GM T K R

GV A E G

CV A D G
UDV A G

1ère base
2nde base

3ème base

Figure 1.4 – Tableau matérialisant le code génétique [12].

AU GC

G
A

C

U STOPLeu Ser

Ile Arg
Ser

STOP

Pro GlnLeu Arg

Thr Lys

Val Ala Asp Gly

?

1ère base

2ème base

Figure 1.5 – Postulat d’un code génétique primitif (selon [15]).

antérieure à l’apparition 5 de l’ADN. En outre, dans le vivant, les désoxyribonucléotides

sont issus de la réduction des ribonucléotides par les ribonucléotide réductases via

un mécanisme réactionnel radicalaire (Fig. 1.6) ; mécanisme auquel les ARN seraient

sensibles (sensibilité liée à leur instabilité, détaillée dans la section suivante). Cette

sensibilité suggère la nécessité de catalyseurs protéiques pour l’apparition de l’ADN

[18] [19].

On peut remarquer ici que le mécanisme des ribonucléotide réductases implique

un radical cystéinyl et que le code génétique primitif postulé ne permettait pas

l’encodage de cet acide aminé. On peut donc supposer que l’ADN n’a pu apparâıtre

5. Il convient d’entendre, par apparition, l’aboutissement d’un processus stochastique.
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Figure 1.6 – Mécanisme général des ribonucléotides réductases [18]. La réduction
des ribonucléotides se fait en quatre principales étapes : l’extraction de l’atome d’hydrogène
en 3’ permet l’activation du substrat dont la conséquence est la libération du groupement
2’OH en une molécule d’eau.

que lors de la deuxième étape de l’évolution du code génétique. L’intégration de la

cystéine dans le code aurait été une étape limitant l’évolution du support génétique

de l’ARN en ADN.

1.1.3 Passage de l’ARN à l’ADN

Une des limites de l’ARN comme molécule du support génétique est son instabi-

lité intrinsèque en conditions alcalines. La présence de fonctions alcool en 2’ permet

l’attaque nucléophile d’un ion hydroxyle sur son hydrogène ; s’ensuit une attaque

d’un doublet non liant de l’oxygène sur le phosphate en 3’ pour finir par une at-

taque de l’oxygène 5’ du nucléotide précédent sur une molécule d’eau, libérant une

extrémité 5’OH et une autre 3’ 2’ phosphate cyclique (Fig. 1.7).
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O

HO

P

O
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O
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O

O
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OH
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O

O

O

O

O

HO
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O
H

O

O-
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O

O
H
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O

O
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OH
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O

O

O

O

O

O

P

HO

O-
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NH

O

O
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O
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Figure 1.7 – Instabilité intrinsèque de la liaison phosphodiester des ARN
et mécanisme de son hydrolyse en condition alcaline. Un ion hydroxyle attaque
l’hydrogène du 2’OH dont l’oxygène attaque le phosphate en 3’, le libérant de sa liaison
avec l’extrémité 5’ du nucléotide précédent. Enfin, l’oxygène 5’ récupère son proton par
une attaque sur une molécule d’eau pour laisser une extrémité 5’OH et une autre 2’ 3’
phosphate cyclique.
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Pour assurer une adaptabilité pérenne des organismes à leurs environnements, le

support physique du programme génétique, qu’ils conserveront tout au long de leur

vie, se doit d’être stable. La sélection des ribonucléotides réductases, qui catalysent

l’excision du groupement hydroxyle en 2’ des ribonucléotides, a permis d’augmenter

cette stabilité en empêchant l’hydrolyse de la liaison phosphodiester, marquant ainsi

le passage de l’ARN à l’ADN, support ubiquitaire des organismes vivants actuels.

1.1.4 Passage de l’ADN U à l’ADN T

L’ADN permettait donc une meilleure stabilité structurale du support génétique,

mais comptait encore une instabilité du message liée à la désamination spontanée

des cytidines (Fig. 1.8). L’ADN alors composé des bases dA, dU, dG, et dC aurait

été sujet à une transformation du dC vers le dU comme le montre la figure 1.8.

dC dU
Figure 1.8 – Réaction de désamination spontanée des cytidines. La
2’désoxyribocytidine (dC) se transforme en 2’désoxyribouridine (dU), engendrant des er-
reurs dans le maintient du programme génétique.

Cette réaction spontanée était probablement délétère dans la mesure où elle peut

introduire des erreurs dans le programme génétique en transformant une base en une

autre. On peut facilement imaginer que si tous les ”a” de ce manuscrit pouvaient se

transformer en ”e” de manière aléatoire et spontanée, le message risquerait de s’en

trouver fortement altéré. Une solution pour pallier ce problème serait de dessiner

un nouveau caractère pour remplacer le ”e” et de lire tous les ”e” comme des ”a”

(chose que le lecteur de ce manuscrit est invité à ne pas faire). Ce désavantage aurait

mené à la sélection, dans un premier temps, des uracile-N-glycosylases qui détectent

les mésappariements G-U dans l’ADN double brin pour remplacer le U par un C, et

dans un deuxième temps, la sélection des thymidylate synthases [20].
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Les thymidylate synthases catalysent la méthylation des uridines sur le carbone

5 (Fig. 1.9), permettant aux machineries cellulaires de discriminer entre, d’une part,

les uridines issues de la désamination des cytidines, et d’autre part les uridines

incorporées.

Thymidylate 
synthases

1
2

3
4

5

6

1'

2'3'

4'

5'

dTMPdUMP

1
2

3
4

5

6

1'

2'3'

4'

5'

Figure 1.9 – Réaction catalysée par les thymidylate synthases. Les carbones et
azotes du thymidylate (dTMP) et de l’uridylate (dUMP) sont numérotés en rouge.

Le thymidylate est ainsi devenu un précurseur indispensable et ubiquitaire de la

synthèse d’ADN des organismes vivants contemporains. La première famille d’en-

zymes identifiée comme catalysant la synthèse de novo du thymidylate fut ThyA,

dont fait partie la thymidylate synthase humaine. Cette biosynthèse s’effectue via

un mécanisme de réduction du 5,10-méthylènetetrahydrofolate (MTHF) en dihydro-

folate. Plus récemment, une nouvelle famille d’enzymes a été découverte par analyse

informatique des séquences d’organismes desquels le gène thyA était absent [21]. Les

enzymes de cette famille, nommée ThyX, catalysent la synthèse de novo du thymidy-

late de manière significativement différente : elles utilisent le MTHF comme donneur

de méthyle qui sera transformé en tétrahydrofolate, et le nicotinamide adénine di-

nucléotide phosphate (NADPH) comme agent réducteur qui permet de finaliser la

réaction, par l’intérmédiaire d’un cofacteur FAD.

Les thymidylate synthases ThyA sont globalement plus efficaces et les organismes

qui les utilisent ont des génomes statistiquement plus grands [22]. Cependant l’uti-

lisation de ThyA va de pair avec la nécessité d’exprimer la dihydrofolate réductase

codée par le gène folA, gène pouvant être absent de certains organismes qui utilisent

ThyX exclusivement [23].

Les deux familles d’enzymes catalysent donc la synthèse du thymidylate via

des mécanismes différents (qui seront détaillés dans la partie suivante) et n’ont pas

d’origine évolutive commune, ce qui implique que la lettre ”T” de l’ADN constitue

une convergence évolutive et aurait été sélectionnée deux fois, indépendamment, au

cours de l’évolution.
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1.2 La lettre ”T” dans l’ADN : Les thymidylate

synthases

1.2.1 Les thymidylates synthases ThyA

Les enzymes ThyA [24] constituent, a priori, la seule famille de thymidylate

synthases présente chez les eucaryotes mais sont présentes dans les trois domaines

du vivant. Elles se présentent sous forme d’enzymes homodimériques dont les sous-

unités ont des masses moléculaires allant de 30 à 35 kDa (Fig. 1.10). Les enzymes

ThyA, depuis leur découverte, ont été très largement étudiées dans la mesure où la

synthèse de novo du thymidylate est une étape nécessaire à la réplication de l’ADN ;

elles constituent une cible thérapeutique de choix.

Figure 1.10 – Structure de l’enzyme ThyA de Bacillus subtilis en représentation
PyMOL cartoon (code PDB : 1BSP). Les deux sous-unité sont matérialisées par des cou-
leurs différentes (rouge et verte). Le dUMP (en bleu foncé) indique le site actif de chaque
sous unités.

Les thymidylate synthases de type ThyA catalysent la synthèse du dTMP de

manière séquentielle et ordonnée en six étapes notables (Fig. 1.11). Après fixation

du dUMP dans le site actif, la première étape consiste en une attaque nucléophile
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d’un groupement thiol sur le carbone 6 du dUMP pour former un intermédiaire co-

valent instable. Au cours d’une deuxième étape, un intermédiaire énolate se forme

par transfert d’électrons vers le méthylènetétrahydrofolate, qui est alors activé en un

ion iminium, lequel fixera ensuite covalemment l’énolate. Au cours de la troisième

étape, l’hydrogène du carbone 5 de l’énolate sera capté par une base, entrâınant une

quatrième étape de β-élimination du tétrahydrofolate pour former un intermédiaire

méthylène exocyclique. La cinquième étape de la réaction consiste en une réduction

par le tétrahydrofolate du groupement méthylène transféré en un groupement méthyle,

entrâınant la β-élimination de l’enzyme par clivage de la liaison covalente entre la

cystéine et le dTMP néoformé. Enfin, les produits de la réaction dTMP et dihydro-

folate seront libérés au cours d’une sixième et dernière étape.

1 2 3

456
Figure 1.11 – Mécanisme catalytique des enzymes de la famille ThyA [25]. 1 :
Attaque nucléophile d’un groupement thiol sur le carbone 6 du dUMP. 2 : activation du
méthylènetetrahydrofolate en ion iminium. 3 : recaptage de l’hydrogène du carbone. 5 de
l’enolate exocyclique. 4 : β-élimination du tetrahydrofolate et formation de l’intermédiaire
méthylène exocyclique. 5 : réduction du groupement méthylène en groupement méthyle
par le tétrahydrofolate et β-élimination de l’enzyme. 6 : libération des produits du dihy-
drofolate et du dTMP, produits de la réaction.
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1.2.2 Les thymidylate synthases flavine-dépendantes ThyX

La famille des thymidylate synthases ThyX, que l’on trouve exclusivement chez

certaines bactéries, archées et quelques virus 6, a été découverte plus récemment [21]

et les données concernant ces enymes sont moins nombreuses que celles concernant

les ThyA. Elles ont cependant suscité un vif intérêt depuis leur découverte au vue

de leur potentiel comme cible thérapeutique [27] [28]. Outre le fait que les thymi-

dylate synthases catalysent la synthèse d’un précurseur sine qua non du vivant,

de nombreuses bactéries pathogènes pour l’homme tels que Chlamydia trachomatis,

Mycobacterium tuberculosis 7, Borrelia burgdorferi (facteur étiologique de la maladie

de Lyme) ont une thymidylate de la famille des ThyX (Fig. 1.12).

Rickettsia sp.
Typhus

Mycobacterium tuberculosis
Tuberculose

Helicobacter pylori
Ulcère et cancer gastriques

Borrelia sp.
Maladie de Lyme

Treponema paladium
Syphillis

Campylobacter jejuni
Diarrhée

Figure 1.12 – Différentes bactéries pathogènes utilisant une thymidylate syn-
thase ThyX.

Enfin, les enzymes ThyX étant significativement différentes, en termes de séquences,

de structures (Fig. 1.13) et de mécanisme réactionnel, des enzymes ThyA dont fait

partie la thymidylate synthase humaine, la découverte d’inhibiteurs spécifiques de

ThyX permettrait de cibler un pathogène sans impacter son hôte.

6. Là encore, au moins une exception existe, le gène thyX a été trouvé chez Dictyostelium
discoideum [26], un eucaryote.

7. Mycobacterium tuberculosis a la particularité de porter sur son chromosome thyA et thyX ;
ce dernier est essentiel. L’expression de chaque enzyme est fonction de l’état de la bactérie au cours
du cycle d’infection [29][30].
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Les thymidylate synthases ThyX se présentent (pour la plupart) sous forme

d’homotétramères dont chaque sous-unité a une masse moléculaire comprise entre

26 et 30 kDa (Fig. 1.13).

Figure 1.13 – Structure de ThyX de Thermotoga maritima co-cristallisée avec
FAD et dUMP (code PDB : 1O26). L’enzyme est homotétramérique et chacun des quatre
cofacteurs FAD se fixe à l’interface de deux sous unités successives, formant quatre sites
actifs.

A la différence des enzymes ThyA qui utilisent le méthylènetétrahydrofolate

comme donneur de carbone et comme agent réducteur, les thymidylate synthases

ThyX ne l’utilisent que comme donneur de méthyle. L’étape de réduction est assurée

par un troisième co-substrat, le NADPH.

La détection d’un intermédiaire covalent entre une thymidylate synthase ThyA et

le 5 fluoro-dUMP à permis d’identifier une cystéine catalytique (numérotée 146 chez

E.coli) qui initie la réaction par une attaque nucléophile sur le carbone 6 du dUMP

(Fig. 1.11) tandis qu’aucun intermédiaire de ce type n’a été identifié chez ThyX. La

recherche, chez ThyX, d’un nucléophile similaire à la cystéine catalytique de ThyA

est restée infructueuse, tant et si bien qu’un nouveau mécanisme ne nécessitant pas

d’activation préalable a été proposé [31], qui met en jeu la polarisation du dUMP

par son environnement électrostatique au sein de l’enzyme (Fig. 1.14).

Chez les thymidylate synthases ThyX, le dUMP adopte une conformation assez

inhabituelle, comme replié sur lui-même, qui pourrait être moteur de la catalyse.
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ThyA ThyX
Figure 1.14 – Comparaison des conformations du dUMP au sein de ThyA
d’Escherichia coli (code PDB : 1BID) et de ThyX de Thermotoga maritima
(code PDB : 1O25). Pour ThyA d’E.coli, la cystéine 148 initie la réaction par une
attaque nucléophile sur le carbone 6 du dUMP, tandis que chez ThyX, une charge négative
du phosphate proche de l’azote 1 favorise sa charge, de même que les charges positives des
arginines 174 et 90 favorisent une charge négative de l’oxygène lié au carbone 4.

Cette conformation permet au phosphate (chargé négativement) d’être à proximité

de l’azote 1 et de favoriser une charge positive de celui-ci. En outre, deux arginines

(numérotées 90 et 174 chez Thermotoga maritima) chargées positivement, favorisent

la charge négative de l’oxygène du carbone 4 (Fig. 1.15).

Figure 1.15 – Mécanisme de polarisation du dUMP par les thymidylate syn-
thases ThyX. La conformation adoptée par le dUMP permet la stabilisation d’une forme
chargée, stabilisée par deux arginines au sein du site actif.

Cette polarisation du dUMP permet une augmentation de la densité électronique

du carbone 5 pour le rendre réactif. Ce n’est pas beaucoup plus tard que l’identi-

fication d’intermédiaires de réaction a permis d’établir un modèle de mécanisme

catalytique plus complet [32] détaillé sur la figure 1.16.

Dans un premier temps se forme une base de Schiff sur le méthylènetétrahydrofolate

permettant le transfert du méthylène sur l’azote 5 de la flavine (sous forme FADH−).

C’est grâce à la polarisation du dUMP, décrite précédemment, que se formera par

la suite un pont méthylène entre le dUMP et la flavine. Le groupement méthylène
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sera ensuite entièrement transféré sur le dUMP avant d’être réduit en groupement

méthyle de paire avec une oxydation de la flavine en FAD. Enfin, le FAD sera réduit

en FADH− grâce à l’oxydation du NADPH en NADP+ pour permettre un nouveau

cycle.

R1
2H N

N

N
H N

H

N N

O

2H N

N

N
H N

H

N

N

O

R1

2H N

N

N
H N

H N

O

R1

R2

R2 R2

NADPH

NADP

R2
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Figure 1.16 – Mécanisme catalytique proposé pour les thymidylate synthases
ThyX, d’après [32]. La formation sur le MTHF d’une base de Schiff permet le transfert
du méthylène sur l’azote 5 du FAD (1). Un pont méthylène peut ensuite se former entre le
FAD et le dUMP grâce à la polarisation de celui-ci (2). Le méthylène est ensuite transféré
au dUMP (3) avant que l’oxydation de la flavine ne permette la réduction du méthylène
en méthyle (4). En fin de cycle, la flavine (FAD) sera réduite en FADH− par l’oxydation
du NADPH en NADP+.

La méthylation des désoxyuridines est ainsi apparue, de deux manières entièrement

différentes, indépendamment au cours de l’évolution. Toujours indépendamment, et

en réponse à des pressions évolutives différentes, est apparue la méthylation des

uridines des ARN en ribothymidines. Contrairement à l’ADN, ces méthylations in-

terviennent exclusivement sous forme de modifications post-transcriptionelles, c’est-

à-dire sur des ARN, après leurs polymérisations.
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1.3 La lettre ”T” dans l’ARN : modifications post-

transcriptionelles

Les modifications post-transcriptionelles des ARN sont relativement nombreuses

et permettent la maturation fonctionnelle des ARN en modifiant leurs structures,

leurs réactivités, leurs capacités à former des interactions avec d’autres partenaires

ou autre.

Ce travail est essentiellement axé autour de la méthylation de l’uridine sur son

carbone 5 mais se permettra une légère digression vers la méthylaminométhylation

de l’uridine (toujours sur le carbone 5).

1.3.1 Les différentes méthylations post-transcriptionnelles

des uridines

Les ribosomes sont des complexes nucléoprotéiques dont les différentes sous-

unités sont caractérisées par leurs coefficients de sédimentation (en Svedberg, S). Ils

assurent la synthèse protéique en catalysant la liaison peptidique entre deux acides

aminés successifs (Fig. 1.17).

E P A 50S5'

3'

N-term

30S

Figure 1.17 – Schéma représentant la synthèse d’une protéine en cours
d’élongation. L’ARNt chargé de l’acide aminé correspondant au codon N+1 entre par le
site accepteur (A) pour former une liaison peptidique avec la châıne en cours d’élongation
lié au peptidyl ARNt présent dans le site peptide (P). Enfin, l’ARNt déchargé se retrouve
dans le site exit (E) et quittera le ribosome lors de la traduction du codon suivant.
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Nous ne nous intéressons ici qu’au ribosome procaryote (70S), le ribosome euca-

ryote (80S) n’étant a priori pas sujet aux méthylations post-transcriptionelles des

uridines sur le carbone 5. Le ribosome procaryote est composé de deux sous-unités

nucléoprotéiques :

— la petite sous-unité 30S constituée de l’ARNr 16S et de 21 protéines

— la grande sous-unité 50S constituée de l’ARNr 5S, l’ARNr 23S et 34 protéines.

L’ARNr 23S de la grande sous-unité du ribosome procaryote est soumise à deux

méthylations post-transcriptionnelles d’uridines numérotés U747 et 1939 chez E.coli.

L’uridine 1939 fait partie d’une région conservée (1930-1970) du domaine IV de

l’ARNr 23S, impliquée dans une interaction avec l’ARNr 16S selon les données cris-

tallographiques obtenues sur le ribosome 70S [33]. Bien que le rôle de sa méthylation

n’ait pas été élucidé, il a été observé que la substitution de cette base augmentait la

sensibilité à certains antibiotiques ciblant le ribosome [34]. L’uridine 747 se trouve

dans la boucle 35 du domaine II de la grosse sous-unité du ribosome. Le rôle de sa

méthylation reste à déterminer.

Les ARN de transfert (ARNt) sont des ARN relativement courts (70 à

100 nucléotides) constituant les intermédiaires clés dans le déchiffrage du code

génétique. Chaque ARNt sera chargé d’un acide aminé donné par les aminoacyl-

ARNt synthétases ; ainsi fonctionnels, ils pourront tour à tour s’apparier aux différents

codons successifs des ARN messager (ARNm) et permettre au ribosome une synthèse

peptidique dictée par l’ARNm.

La structure secondaire des ARNt, comparable à un trèfle, présente trois motifs

en ”tige-boucle” notables : la boucle T-Ψ, la boucle anticodon et la boucle A. Ces

motifs se replient pour former une structure tertiaire en forme de ”L”. On retrouve

la boucle anticodon à la pointe du ”L” et à sa base, la boucle T-Ψ, le bout du ”L”

étant constitué des extrémités 5’ et 3’ (Fig. 1.18).

On trouve, invariablement en position 54 des ARNt, une uridine sujette à une

méthylation (très conservée dans le vivant). La méthylation de cette uridine située

au sein de la boucle T-Ψ favorise une interaction de type reverse Hoogsteen entre la

méthyladénosine et cette uridine qui in fine renforce la structure en ”L” de l’ARNt.
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Figure 1.18 – Structures secondaire (A) et tertiaire (B) des ARNt en l’occur-
rence, celui de la phénylalanine chez la levure (code PDB : 4TNA). L’interaction entre
la ribothymidine 54 et la méthyladénosine 58 au sein de la boucle T (en vert) permet au
motif tige-boucle T d’interagir avec la tige-boucle D (en rouge), résultant en une structure
des ARNt fonctionnelle en forme de ”L” avec, à une extrémité la boucle anticodon (en
noir) et à l’autre le 3’OH pouvant fixer l’acide aminé.

1.3.2 Les enzymes de méthylation post-transcriptionelles des

uridines

La plupart des enzymes méthylant les uridines des ARN utilisent, comme don-

neur de méthyle, le S-adénosylméthionine (SAM). L’enzyme la mieux caractérisée

utilisant ce mécanisme est TrmA dont la fonction est la méthylation de l’uridine

54 des ARNt chez des organismes appartenant aux trois domaines du vivant. Le

mécanisme catalytique de TrmA, une fois résolu [35], a pu être appliqué aux autres

enzymes SAM-dépendantes de méthylation post-transcriptionelles des uridines.

Dans un premier temps, l’interaction entre TrmA et son substrat induit un chan-

gement conformationnel de l’ARNt permettant la sortie de l’uridine ciblée de la

boucle et son insertion dans le site actif de l’enzyme (Fig. 1.19).

S’ensuit une attaque nucléophile de la cystéine numérotée 324 (chez E.coli) sur

le carbone 6 de l’uridine qui permettra ultérieurement, via un transfert de charges,

l’attaque du groupement méthyle du SAM par un des doublets liant le carbone 5 au

carbone 6. La réaction se termine par la récupération de l’hydrogène lié au carbone

5, ceci par une base permettant la formation d’une double liaison et la libération du

substrat (Fig. 1.20).

Deux autres enzymes de méthylation post-transcriptionelles des ARN sur le car-

bone 5 d’uridines, et utilisant le SAM comme donneur de méthyle, ont été identifiées ;
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Figure 1.19 – Structure de l’enzyme TrmA d’E.coli cocristallisée avec un sub-
strat minimal ribonucléique (code PDB : 3BT7). L’interaction entre la protéine
(en vert dans l’encadré) et son substrat (dont les carbones sont en violet) entraine un
changement conformationnel de l’ARN et l’insertion de l’uridine 54 dans le site actif.
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Figure 1.20 – Mécanisme catalytique des méthyltransférases SAM
dépendantes. [36]. 1 : La cystéine 324 (numérotation d’E.coli) attaque le carbone 6
de l’uridine. 2 : Attaque d’un doublet sur le groupement méthyle du SAM. 3 : Une base de
l’enzyme récupère l’hydrogène lié au carbone 5 de l’uridine permettant la formation d’une
double liaison entre les carbones 5 et 6 de l’uridine et la libération du substrat.

les gènes codant pour ces enzymes appartenant à l’ensemble de gènes homologues

COG2265 dont fait partie trmA :

— RlmC catalyse la méthylation de l’uridine 747 de la sous-unité 23s du ribo-

some [37].

— RlmD catalyse la méthylation de l’uridine 1939 de la sous-unité 23S du ri-

bosome. La structure de RlmD a été résolue [38] et présente un groupement

FeS de rôle inconnu.

On notera en outre que, chez Bacillus subtilis, ces deux modifications post-

transcriptionnelles sont assurées par une même enzyme judicieusement baptisée

RlmCD [39].
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Plus tard, une recherche dans la banque de données de gènes orthologues COG

(Cluster of Orthologous Groups of proteins [40] [41]) a permis d’identifier un en-

semble de gènes homologues, baptisé COG1206, ayant avec trmA une distribu-

tion mutuellement exclusive [42]. De cet ensemble fait partie le gène trmFO co-

dant pour une flavoenzyme ayant une activité de méthylation des ARNt [43] [44].

Cette découverte constituait une nouvelle occurrence de méthyltransférase flavine-

dépendante similaire à ThyX, utilisant le MTHF comme donneur de méthyle et le

NADPH comme agent réducteur, tour en ayant un mécanisme réactionnel légèrement

différent.

Malgré l’absence de donnée structurale de TrmFO en présence de son substrat,

on peut facilement envisager qu’une activation électrostatique de l’uridine à la

manière de ThyX est difficilement concevable pour une macromolécule (remarque

a posteriori, puisque le mécanisme catalytique de ThyX a été proposé après les

considérations mécanistiques de TrmFO détaillées ci-après).

Après identification du gène trmFO et caractérisation biochimique de la protéine

exprimée par celui-ci, la structure de TrmFO de Thermus thermophilus a été résolue

par diffraction de rayons X avec une résolution de 1,6 Å 8 (Fig. 1.21), un test d’ac-

tivité a été développé et a permis d’identifier, avec l’aide de mutagénèses dirigées,

l’importance de certains résidus dans la catalyse [45].

Il a été clairement établi que deux cystéines (numérotées 51 et 223 chez Ther-

mus thermophilus) avaient une importance cruciale dans la catalyse. Leurs rôles ont

été établis ultérieurement chez Bacillus subtilis [46]. La cystéine 223 (numérotée

226 chez Bacillus subtilis) formant un intermédiaire covalent avec un mini-substrat

contenant une 5-fluorouridine à la place de l’uridine cible, est fortement suspecté

jouer le rôle de nucléophile activant le substrat.

Un intermédiaire covalent entre le noyau isoalloxazine de la flavine et la cystéine

53 (C51 chez Thermus thermophilus) a été identifié dans une préparation de la

protéine de Bacillus subtilis fraichement purifiée qui s’est avéré capable de méthyler

le substrat de l’enzyme [47]. Ces différentes observations ont naturellement mené à

la proposition d’un mécanisme catalytique ; lequel est détaillé sur la figure 1.22 [48].

Outre trmFO, les protéines codés par deux gènes faisant partie du cluster COG1206

ont été caractérisées. La méthylation post-transcriptionelle de l’uridine 54 des ARNt

de la bactérie Mycoplasma capricolum est inexistante, malgré la présence sur son

8. Ce manuscrit s’autorise l’usage de l’̊angström (Å= 10−10m), une unité bien pratique mais ne
faisant pas partie du système international.
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Figure 1.21 – Structure de TrmFO de Thermus thermophilus avec FAD et THF.
La protéine s’organise en deux domaines, la cystéine 51 stabilise le groupement méthyle
sur le noyau isoalloxazine et la cystéine 223 permet l’attaque nucléophile sur le carbone 5
de l’uridine cible.

chromosome de deux gènes homologues de trmFO. La mutation d’un de ces gènes a

permis d’identifier la première enzyme flavine-dépendante catalysant la méthylation

de l’uridine 1939 de l’ARNr 23S [49] mettant en évidence une certaine versati-

lité de reconnaissance de substrats dans l’évolution des méthyltransférases flavine-

dépendantes. Versatilité non seulement dans la reconnaissance du substrat, mais

aussi dans la réaction catalysée.

1.3.3 La méthylaminoéthylation de l’uridine 34 d’ARNt

Le code génétique a la particularité d’être dégénéré, chaque codon code pour un

acide aminé spécifique, mais un acide aminé peut être codé par plusieurs codons

différents. Différentes modifications de l’anticodon de certains ARNt permettent

à un même ARNt de reconnâıtre différents codons. Une de ces modifications est

la méthylaminoéthylation de l’uridine 34 par le complexe MnmEG. Le complexe

MnmEG constitue un hétérodimère formé par les protéines MnmE et MnmG, cette

dernière codée par un gène du groupe COG1206. Bien que catalysant des réactions

différentes, les protéines TrmFO et MnmG partagent des caractéristiques communes.

Des portions de alignement des séquences des deux protéines sont indiquées ci-

dessous avec en rouge, trois résidus conservés d’une séquence à l’autre discutés dans

les quelques paragraphes suivants (Fig. 1.23) :

21



Figure 1.22 – Postulat de mécanisme catalytique pour TrmFO. La partie A
détaille la formation d’un adduit C53-méthylène-FAD passant par la formation d’un adduit
FAD-MTHF (3) suivie de l’élimination du tétrahydrofolate dont découle la formation d’un
dérivé méthylène-imminium-FAD (4) et se terminant sur l’attaque du C53 sur ce dernier.
On peut voir en seconde partie (B) le détail du mécanisme de méthylation de l’ARNt.
L’adduit C53-méthylène-FAD est attaqué par le C5 du l’uridine préalablement activée par
l’addition de la cystéine 226 sur le carbone 6. Il en résulte une décomposition du composé
(5) en un dérivé méthylène imminium FAD permettant la formation d’un intermédiaire
covalent entre le FAD et l’uridine de l’ARNt (7). La déprotonation du carbone 5 de l’uridine
permettra ensuite la formation d’un groupement méthylène exocyclique sur l’uridine cible
(8) qui sera ensuite converti en groupement méthyle par transfert d’hydride du FAD réduit
[47].

Au même titre que TrmFO, on trouve dans la séquence de MnmG deux cystéines

catalytiques numérotées 48 et 284 chez Aquifex aeolicus [50], suggérant des simili-

tudes dans les mécanismes réactionnels de ces deux enzymes malgré le fait qu’elles

catalysent des réactions différentes.

Chaque site actif des deux protéines (région à proximité de la flavine) comporte

notamment une cystéine proche du noyau isoalloxazine et une tyrosine impliquée

dans une liaison hydrogène via son groupement hydroxyle. Dans le cas de TrmFO,

cette tyrosine est impliquée dans une interaction de type ”π − π stacking” avec le

noyau isoalloxazine (Fig. 1.24). Le rôle de cette tyrosine chez TrmFO de Thermus

thermophilus sera discuté plus loin.

La localisation de la flavine constitue une différence majeure. Le noyau isoal-
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mnmG  Aa  10   VVVIGGGHAGIEAALAAARMGAKTAMFVL---------NADTIGQMSCNPAIGG----IA  56 

               V V+G G AG EAA    R+G    +F +           D   ++ C+ ++GG     A 

TrmFO Tt  4    VNVVGAGLAGSEAAWTLLRLGVPVRLFEMRPKRMTPAHGTDRFAEIVCSNSLGGEGETNA  63 
 

mnmG  Aa  375  AGNFNGTTGYEEAAGQGIVAGINAALRAFGKEPIYLRRDESYIGVMIDDLTT  426 

               AG   G  GY E+A  G +AG+NAA +A G  P+    +ES +G ++  L T 

TrmFO Tt  334  AGVLAGVEGYLESAATGFLAGLNAARKALGLPPV-APPEESMLGGLVRYLAT  384 

 

mnmG  Aa  270  ALYGGLIK--------GIGPRYC-----PSIEDKIVKFPDKERHQIFLEPEGLDTIEIYP  316 

               ++ GGL++        G  P Y      P +E ++ K   KE+ Q      GL+    +  

TrmFO Tt  373  SMLGGLVRYLATANPEGFQPMYANWGLVPPVEGRMGK---KEKRQAMYR-RGLEAFSAWL  428 

 

mnmG  Aa  317  NGLSTSLP  324 

               +GL+  LP 
TrmFO Tt  429  SGLNPPLP  436 

Figure 1.23 – Alignement partiel de séquences des protéines MnmG de Aquifex
aeolicus et TrmFO de Thermus thermophilus.

MnmG TrmFO

Figure 1.24 – Comparaison des sites actifs de TrmFO de Thermus thermophi-
lus (code PDB : 3G5R) et MnmG de Aquifex aeolicus (code PDB : 2ZXI).
Chez les deux enzymes, une tyrosine (Y343 pour TrmFO et Y384 pour MnmG)est im-
pliquée dans une liaison hydrogène avec la l’azote d’une cystéine catalytique (C51 pour
TrmFO et C48 pour MnmG).

loxazine est assez exposé pour TrmFO tandis qu’il est plutôt enfoui pour MnmG.

MnmG étant fonctionnelle sous forme d’hétérodimère, on peut envisager un change-

ment conformationnel de celle-ci lorsqu’elle interagit avec son partenaire, exposant

son cofacteur FAD au substrat.

Les méthyltransférases flavine-dépendantes découvertes récemment suscitent un

vif intérêt dans la mesure où leur caractérisation élargit le spectre des réactions

catalysées par les flavoenzymes.

On notera deux aspects intrigants, leurs apparitions indépendantes sous deux

formes différentes au cours de l’évolution en dépit de leurs faibles efficacités cataly-

tiques et la redondance de leurs cibles (le noyau uracile).
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1.4 Les flavoprotéines

Les flavoprotéines ont la caractéristique d’être liées à un groupement prosthétique

de type flavinique. Ces derniers sont des dérivés de la riboflavine (vitamine B2) ; il

existe deux principaux types de cofacteurs flaviniques, les flavines mononucléotides

(FMN) et les flavines adénine dinucléotides (FAD) dont les formules sont représentées

en figure 1.25. Le précurseur des flavines, la riboflavine, est composée d’un noyau

isoalloxazine lié à un ribitol par son azote 5. La FMN équivaut à une riboflavine

phosphorylée sur son carbone 5’ et la FAD, à une FMN liée à une adénosine.

1

3

4a
5

10

7

8

Noyau
isoalloxazine

Ribityle

AdénosineFlavine mononucléotide (FMN)
Noyau isoalloxazine+ribityle phosphate

Flavine adénine dinucléotide (FAD)
Noyau isoalloxazine+ribityle phosphate

Figure 1.25 – Formule des cofacteurs flaviniques. La flavine mononucléotide (FMN)
se décompose en un noyeau isoalloxazine et une châıne ribityle phosphate tandis que la
flavine adénine dinucléotide (FAD) se décompose en une FMN et une adénosine phosphate.

Les caractéristiques fonctionnelles des flavoprotéines leur sont conférées exclusi-

vement par la partie isoalloxazine du cofacteur, les parties ribityle et adénosine ayant

pour rôle principal l’interaction du cofacteur avec la ou les châınes peptidiques.

1.4.1 Propriétés (photo)chimiques du noyau isoalloxazine

La réduction du noyau isoalloxazine affecte essentiellement la sous fonction ”ene-

diamine”, aux positions N(1), C(4a) et N(5) avec un potentiel d’environ -200 mV
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et par une réaction en une étape à deux électrons ou deux étapes à un électron

(FAD → FADH2). Le noyau pyrimidique de l’hétérocycle peut être considéré

comme un ”puits à électron”. Au sein du micro-environnement d’une flavoprotéine,

des interactions entre ce noyau pyrimidine et des résidus qui tendent à réduire sa

densité de charge négative augmenteront son potentiel d’oxydoréduction [51]. Ainsi,

dans le vivant, les potentiels redox des flavoprotéines peuvent se situer entre -495

mV [52] et 80 mV [53].

On compte trois différents états d’oxydoréduction des flavines : la forme oxydée

(flavoquinone), la forme réduite à un électron (flavosémiquinone) et la forme réduite

à deux électrons (flavohydroquinone). Chacun de ces états peut se trouver sous forme

cationique, neutre ou anionique donnant lieu à neuf formes de flavines différentes

présentées en figure 1.26.
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Figure 1.26 – Formules des différentes formes (cationique, neutre et anionique)
de flavines pour chacun de leurs états redox d’après [54]. Les valeurs de pKa ne
permettent qu’aux espèces dans l’encadrée rouge d’exister en conditions physiologiques.

En outre, le cycle phényl matérialisé par les carbones C(6) à C(9) confère aux

flavines des propriétés de chromophore [55]. La présence de doubles liaisons conjugées

au sein de ce cycle donne lieu à un nuage électronique délocalisé pouvant entrer en

résonance avec un rayonnement incident et l’absorber.

Toutes ces caractéristiques ont permis d’identifier les flavoprotéines comme bio-

senseurs et comme catalyseurs de nombreuses réactions d’oxydoréduction, de trans-

fert d’électrons, de déshydrogénation, de monooxygénation...
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1.4.2 Caractéristiques spectrales

Les propriétés de chromophores des flavines les rendent particulièrement adaptées

aux études spectroscopiques.

La forme oxydée (majoritairement observée dans les préparations de protéines)

présente un spectre d’absorption avec deux pics (à 380 nm et à 450 nm). La fla-

voquinone présente une large bande vers 600 nm sous forme neutre et deux pics à

350 nm et 500 nm sous forme chargée négativement ; enfin, la flavine réduite a un

maximum d’absorption vers 350 nm (Fig. 1.27).

Figure 1.27 – Spectres d’absorption des flavines en fonction de leur différents
états d’oxydoreduction. [56] Flox : Flavoquinone neutre, FlH.− : Flavosémiquinone
anionique, FlH. : Flavosémiquinone neutre, FlredH2 : Flavohydroquinone.

En plus de leurs propriétés d’absorption, les flavines sont fluorescentes. Les

formes neutres des flavines fluorescent fortement avec un maximum d’émission à

520 nm, tandis que les formes chargées fluorescent peu [57].

Les propriétés de fluorescence et d’absorption des flavines peuvent être fortement

modifiées au sein des protéines par la fixation de ligands ou le microenvironnement.
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1.4.3 Monooxygénases et déshydrogénases

Les monooxygénases catalysent l’incorporation d’un atome d’oxygène depuis

le dioxygène vers un substrat donné selon un mécanisme détaillé en figure 1.28.

R

O2

R R

RR

NAD(P)H

NAD(P)+,H2O

oxygénation
nucléophile

oxygénation
électrophile

Flavine 
réduite

Peroxyflavine

Flavine 
oxydée

Hydroxyflavine

Hydroperoxyflavine

Figure 1.28 – Mécanisme général des monooxygénases flavine dépendantes
d’après [58].

Les monooxygénations catalysées par les flavoprotéines peuvent être de différents

types dont les principales sont :

— l’hydroxylation, soit un transfert de groupement OH (para-hydroxybenzoate

hydroxylase [59])

— l’époxydation (styrene monooxygénase [60])

— le réarrangement de Baeyer-Villiger 9 [62] [63] (luciférase, cyclohexanone mo-

nooxygenase [64])

— l’oxydation d’amine

— l’oxydation de seleniure

Les déshydrogénases : le noyau isoalloxazine ayant deux sites de protona-

tion, ces flavoenzymes sont connues pour catalyser la formation de doubles liai-

sons carbone-carbone. On les retrouve notamment dans le métabolisme énergétique

(par exemple l’acyl-CoA déshydrogénase ou la succinate déshydrogénase), la flavine

réduite pourra être ré-oxydée par la chaine respiratoire [65].

9. Les Baeyer-Villiger monooxygénases (BVMO) ont été beaucoup étudiées pour leurs applica-
tion en synthèse organique [61]
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1.4.4 Les biosenseurs flavoprotéiques

Les senseurs de lumière flavoprotéiques se subdivisent en trois principales classes :

les protéines à domaines Light Oxygen Voltage (LOV), les Blue Light Sensors Using

FAD (BLUF) et les cryptochromes [66].

Les protéines à domaine LOV se caractérisent par un squelette de cinq

feuillets β antiparallèles (Aβ, Bβ, Gβ, Hβ et Iβ) et quatre hélices α les connectant les

uns aux autres (Cα, Dα, Eα et Fα). Les protéines à domaine LOV sont présentes chez

les plantes, les champignons, les archées et les procaryotes. Elles sont notamment

impliquées dans le phototropisme, la relocalisation des chloroplastes et l’ouverture

des stomates chez les plantes et dans le rythme circadien des champignons [67].

Caractérisées pour la première fois chez les phototropines des plantes [68] [69], ces

protéines absorbent la lumière bleue et UV-A [68] via leur cofacteur flavinique. Après

excitation de la flavine, se forme un adduit C4(a) cystéinyl avec une cystéine située

sur l’hélice Eα au sein d’une séquence GXNCRFL(Q) conservée [70]. La formation de

cet adduit s’effectue sur une durée comprise entre 100 ns et 5ms [71][72] et entraine

un blue shift du pic d’absorbance vers 390 nm. Le retour à l’état fondamental se fait

en 500 ms.

Les protéines à domaine BLUF ont été identifiées pour la première fois

de deux manières indépendantes. D’une part, dans la régulation d’expression de

gènes de photosynthèse chez la bactérie pourpre Rhodobacter sphaeroides [73] [74],

d’autre part dans un mécanisme de phototaxie chez le protiste Euglena gracilis

[75]. Les domaines BLUF se caractérisent pax un module ferredoxin-like de deux

hélices α parallèles à une feuillet β de cinq brins [76]. Chez les protéines à domaine

BLUF, la lumière bleue excite la flavine qui acceptera un électron d’une tyrosine

à proximité (conservée chez ces protéines) pour former un bi-radical [77] résultant

en un changement conformationnel [78] faisant intervenir une glutamine [79]. Ce

changement de conformation induit un red shift de 10 nm du spectre d’absorption

des BLUF étudiées à ce jour [80][81][82]. Cet état photoinduit peut perdurer jusqu’à

plusieurs minutes.

Les cryptochromes sont les éléments clés du rythme circadien des plantes et

des animaux. Ces protéines partagent une origine évolutive avec les photolyases, des

enzymes de réparation de l’ADN dépendantes de la lumière [83]. Chez les photolyases

au même titre que chez les cryptochromes, la flavine est liée à la châıne peptidique

via un pli Rossmann [66]. En absence de lumière, la flavine des cryptochromes est
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oxydée in vivo. La lumière bleue induit l’accumulation de radicaux FADH. et de

flavines réduites FADH−. La réoxydation des flavines se fait en plusieurs minutes.

La magnétoception : outre leurs rôles établis dans la perception de la lumière

bleue, les cryptochromes ont récemment été proposés comme senseurs de champ

magnétique chez certains eukaryotes ”superieurs”. Chez la drosophile, par exemple,

une magnétoception dépendante de la lumière a été établie mettant en cause les

cryptochromes [84]. Chez certains oiseaux migrateurs, l’orientation dans le champ

magnétique terrestre implique l’activation de structures neuronales visuelles expri-

mant les cryptochromes [85].

1.5 Problématique

L’anabolisme des acides nucléiques dans le vivant actuel porte les stigmates de

l’évolution du support génétique. Dans un premier temps sont synthétisés les ribo-

nucléotides qui, après trois phosphorylations successives, peuvent être polymérisés

en ARN aux fonctions diverses 10. Lors de la réplication, les ribonucléotides seront

réduits dans un premier temps (relique du passage de l’ARN à l’ADN) puis, dans

un deuxième temps, l’uridine subira une méthylation sur son carbone 5 (passage de

l’ADN ”U” à l’ADN ”T”). Cette méthylation présente un intérêt particulier dans

la mesure où tous les organismes actuels intègrent la thymidine dans leur ADN. En

outre, on peut observer dans le vivant, une méthylation des uridines sans réduction

préalable, dans le cas des modifications post-transcriptionnelles des ARN. Comme

détaillé précédemment, la méthylation de l’uridine est apparue au moins quatre

fois au cours de l’évolution via quatre mécanismes catalytiques différents dont les

principales caractéristiques sont détaillées sur le tableau 1.2.

La question ayant animé le projet dont fait état ce manuscrit est celle des

contraintes évolutives ayant mené à l’établissement de cet ordre. Nous nous deman-

derons pourquoi la méthylation de l’uridine libre est systématiquement postérieure

à sa réduction, et pourquoi la ribothymidine n’existe que sous forme d’ARN po-

lymérisés, si une autre voie métabolique est envisageable. Nous chercherons à savoir

si les mécanismes catalytiques de méthylation des uridines sont interchangeables,

c’est-à-dire si TrmFO peut méthyler l’uridine libre.

10. Nous avons parlé dans cette introduction des ARNt, ARNr et ARNm mais il en existe bien
d’autre ayant des rôles de régulation [86], impliqués notamment dans l’épissage des ARNm, dans
la maturation des ARNr...
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Tableau 1.2 – Principales caractéristiques mécanistiques des différentes
enzymes de méthylation des uridines. La numérotation des cystéines catalytiques
est celle de Escherichia coli pour ThyA et TrmA, et celle de Bacillus subtilis pour TrmFO.

ThyA ThyX TrmA TrmFO

substrat dUMP dUMP ARNt U54 ARNt U54

donneur de méthyle(ne) MTHF MTHF SAM MTHF

réducteur THF/DHF FAD/NADPH 0 FAD/NADPH

activation de l’uracile C146 électrostatique C324 C226

intermédiaire de réaction U-CH2-S FAD-CH2-U U-CH2-S FAD-CH2-U

La première partie de ce manuscrit décrira une approche métabolique et de bio-

logie synthétique. La complémentation d’un phénotype d’auxotrophie pour la thy-

midine par de la ribothymidine a été étudiée et la construction d’un double mutant

a permis d’identifier la voie permettant cette complémentation. Des expériences

d’évolution dirigée par PCR mutagène et synthèse de banque de mutants combi-

natoire ont été mises en place, visant à transformer TrmFO, une ribothymidylate

synthase en thymidylate synthase artificielle.

Dans un second temps, la protéine TrmFO a été étudiée plus en détail. Les

rôles de différents résidus dans la fixation de la protéine à un substrat minimal

ont pu être déterminés par anisotropie de fluorescence. Une approche spectrosco-

pique d’absorption, de fluorescence à l’état stationnaire ou résolue en temps a

pu aboutir à une meilleure compréhension du mécanisme catalytique de TrmFO

et des méthyltransférases flavine-dépendantes en général. L’observation et la ca-

ractérisation de ce qui pourrait être un intermédiaire réactionnel sera discutée.
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Chapitre 2

Matériels et méthodes

2.1 Techniques de biologie moléculaire

2.1.1 Liste des souches d’E.coli

Tableau 2.1 – Liste des souches d’E.coli

Souche Génotype Source
MG1655 F-, λ−, rph-1 [87]
FE013 MG1655 ∆thyA::aphA-3 [22]

F–, endA1, supE44, thi− 1, recA1, relA1, gyrA96,
STELLAR phoA,ΦF80dlacZδM15, δ(lacZY A− argF ) Clontech

U169, δ(mrr − hsdRMS −mcrBC), δmcrA, λ–
∆deoA MG1655 ∆deoA::FLP [88]

Double mutant MG1655 ∆deoA::FLP ∆thyA::aphA-3 ce travail
XL1 endA1 gyrA96(nalR) thi-1 recA1 relA1 lac glnV44 Agilent

F’[ : :Tn10 proAB+ lacIq ∆(lacZ)M15] hsdR17(r−K m+
K) Technologies

BL21 DE3 B F– ompT gal dcm lon hsdSB(r–Bm
–
B)

λ(DE3[lacI lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nin5]) [89]
[malB+]K−12(λ

S)

MG1655 est la souche sauvage d’E.coli de référence, la première à avoir été

séquencée [87]. La souche FE013 est auxotrophe pour la thymidine, elle a été uti-

lisée pour les tentatives de sélection de gènes complémentant ce phénotype. L’ADN

génomique de FE013 a aussi servi de matrice à l’amplification de la cassette d’inac-
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tivation du gène thyA chez le simple mutant ∆deoA.

La souche STELLAR R© (Clontech) est optimisée pour le clonage et a été utilisée

pour une première transformation de produits de mutagénèse aléatoire après clonage.

Le simple mutant ∆deoA a été utilisé pour la construction du double mutant,

afin de procéder au test de complémentation du phénotype ∆thyA par des analogues

nucléosidiques. La souche a été fournie par Olivier Tenaillon du laboratoire Infection,

Antimicrobials, Modelling, Evolution.

XL1 (Agilent Technologies) a servi à la transformation des produits de mu-

tagénèse dirigée.

La souche BL21 est mutée pour certaines protéases, et compte le gène co-

dant pour l’ARN-polymérase du bactériophage T7 1, sous contrôle du promoteur de

l’opéron lactose, la rendant optimale pour l’expression de protéines recombinantes

[89].

2.1.2 Composition des milieux de culture

Le milieu LB (lysogeny broth)[90] est un milieu riche composé d’extrait de

levure (5 g/L), de NaCl (10 g/L) et de lysat de caséine (tryptone 10 g/L). L’extrait

de levure contient la plupart des composés nécessaires à la croissance des souches

d’E.coli délétés pour les gènes non essentiels

Le milieu SOC [91] est est généralement utilisé pour augmenter les efficacités

de transformation des plasmides. Il est composé de 2% de tryptone, 0,5% d’extrait

de levure, 8,56 mM de NaCl, 2,5 mM de KCl, 10 mM de MgCl2 et 10 mM de MgSO4,

20 mM glucose.

Le milieu minimal M9 est composé des éléments chimiques nécessaires et

suffisants à la croissance d’E.coli de type sauvage. Dans le cas des travaux présentés

ici, il a permis d’identifier des seuls évènements de complémentation de phénotypes

d’auxotrophie (incapacité à synthétiser un composé essentiel). On y trouve, pour

cinq litres d’eau déminéralisée, 33.9 g de Na2HPO4, 15 g de KH2PO4, 5g de NH4Cl

et 2.5 g/ de NaCl. Après stérilisation de la solution par autoclave, 20 mL de glucose

20% et 2 mL de MgSO4 1 M (stérilisés par filtration à 2 µm) ont été ajoutés à 1 L

de solution pour obtenir des concentrations finales de 0,4 % et 2mM respectivement.

Si nécessaire, différents antibiotiques, l’ampicilline (Amp), la kanamycine (Kan)

1. Cette caractéristique n’a pas été exploitée ici, le plasmide d’expression utilisé ayant un pro-
moteur T5, reconnu par l’ARN polymérase d’E.coli
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ou le chloramphénicol (Cm) ont été ajoutés aux milieux de cultures à des concen-

tration finales de 100 µg/mL, 40 µg/mL et 20 µg/mL respectivement.

2.1.3 Cartes des plasmides utilisés

Le plasmide pKOBEG [92] compte une origine de réplication ori101 et le gène

repA101ts permettant la répression de cette dernière à haute température, le gène

cat de résistance au chloramphénicol, le gène araC codant pour le réprésseur de

l’opéron arabinose dont le répresseur contrôle l’expression des protéines Bet, Exo et

Gam (Fig. 2.1). Ces gènes permettent la recombinaison chez E.coli d’ADN linéaires

et ainsi l’inactivation de gènes par insertion de cassette.

Figure 2.1 – Carte du plasmide pKOBEG utilisé pour l’inactivation de gènes chez
E.coli par insertion de cassette.
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Le plasmide pCP-20 [88] permet l’excision des gènes flanqués par des régions

FRT par l’expression de la recombinase FLP (spécifique de ces régions). pCP-20

compte une origine de réplication thermosensible (au même titre que pKOBEG), un

gène de résistance à l’ampicilline (bla qui code pour la β-lactamase) et un gène cat

de résistance au chloramphénicol (Fig. 2.2).

Figure 2.2 – Carte du plasmide pCP-20 codant pour la flipase FLP qui catalyse
l’excision de cassettes d’inactivation flanquées de régions FRT.
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Le plasmide d’expréssion pQE-80L (QUIAGEN) comprend une origine de

réplication chez E.coli (ColE1), un gène de résistance à l’ampicilline permettant de

sélectionner sa transformation dans les cellules compétentes, le gène laqI q codant

pour le réprésseur catabolique de l’opéron lactose. Dans le cas de ce plasmide, le

répresseur LacI peut se fixer sur le promoteur T5 2 situé en amont du site multiple

de clonage (MSC) grace aux séquences opératrices lacO. Le système permet l’induc-

tion par l’IPTG de l’expression du gène cloné dans le MCS (Fig. 2.3).

Figure 2.3 – Carte du plasmide d’expression pQE-80L.

2.1.4 Transformation bacterienne

La transformation bacterienne permet d’introduire dans une bactérie de l’ADN

étranger. Deux techniques de transformation ont été utilisées au cours de ce travail.

2. le promoteur T5 est reconnu par l’ARN polymérase native d’E.coli, ainsi, ce plasmide peut
être utilisé pour l’expression de protéine dans n’importe quelle souche.
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Transformation par choc thermique : Jusqu’à 5 µL d’une solution de plas-

mide à concentration variable (entre 10 et 200 ng/µL) ont été ajoutés à 50 µL de

bactéries chimio-compétentes dans un tube Eppendorf de 1,5 mL, le mélange a été

incubé 30 min sur glace pour ensuite être soumis à un choc thermique d’exacte-

ment 1 min à 42◦C suivi d’une incubation de 2 min sur glace. Après quoi, 450 µL

de milieu Super Optimal broth with Catabolite repression (SOC) [91] ou de LB ont

été ajoutés aux cellules et incubées 1 h à 37◦C sous agitation à 300 rpm dans un

bain sec. Après transformation, les suspensions de cellules ont été étalées sur milieu

sélectif supplémenté en antibiotique ad hoc.

Transformation par électroporation : Jusqu’à 5 µL d’une solution d’ADN à

concentration variable (entre 10 et 200 ng/µL) ont été ajoutés à 50 µL de bactéries

électrocompétentes dans une cuve d’électroporation pour être soumises à un choc

électrique de 2500 V, le contenu a ensuite été resuspendu dans 450 µL de milieu

LB pour une incubation d’1 h à 37◦C sous agitation à 300 rpm dans un bain sec.

Dans le cas des sélections de gène complémentant le phénotype d’auxotrophie pour

la thymidine, de l’Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) a été ajouté à une

concentration finale de 1 mM pour permettre l’expression des éventuels gènes de

complémentation avant sélection. Enfin, la transformation a été étalée sur milieu

sélectif.

2.1.5 Préparation de cellules d’Escherichia coli

électrocompétentes

Les bactéries électrocompétentes sont destinées à être transformées avec de l’ADN

(plasmidique ou autre) par un choc électrique de 2500 V. Pour 1 L de culture, 1 L

de milieu lysogeny broth (LB) [90] a été inoculé par 25 mL d’une préculture et laissé

incubé à 37◦C sous agitation à 150 rpm jusqu’à une DO600 = 0, 6−0, 75. Dans le cas

de FE013 (Tab. 2.1), de la thymidine a été ajoutée au milieu à une concentration

finale de 40 µg/mL, la souche étant auxotrophe pour la thymidine 3. La culture ainsi

en phase exponentielle a été refroidie sur glace pendant 10 min. Pour la suite du

protocole, les cellules ont été conservées à 4◦C tout au long de la suite du protocole

afin de les figer en phase exponentielle.

3. Dans le cas de FE013, le manque de thymidine limite la division cellulaire. On arrive alors
relativement vite à une phase stationnaire bien que la DO600 continue d’augementer, du fait d’un
allongement des cellules et l’efficacité de transformation s’en trouve largement diminuée.
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Les cellules ont ensuite été lavées trois fois par 10 min de centrifugation à 5000

rpm et resuspension par 200 mL, 150 mL, 100 mL d’une solution de 10% de glycérol

stérile maintenu à 4◦C tout au long du processus. Cette étape permet de débarasser

la culture des sels conducteurs contenus dans le milieu afin d’éviter un arc électrique

lors de l’étape de transformation, et la mort des cellules. Enfin après une dernière

centrifugation, les cellules ont été resuspendues dans un volume final de 2 mL de

cette même solution de glycérol, aliquotées par 100 µL et stockées à -80◦C jus-

qu’à utilisation. On peut noter qu’une culture de 1 L mène à 2 mL de bactéries

compétentes, et que la culture est concentrée 500 fois.

2.1.6 Inactivation du gène thyA chez la souche ∆deoA

La cassette d’inactivation du gène thyA par le gène aphA-3 de résistance à la

kanamycine [22] a été amplifiée par réaction de polymérisation en châıne (PCR)

a partir de 10 ng d’ADN génomique de la souche FE013 extrait à l’aide du kit

NucleoSpin R© Tissue de Macherey-Nagel par lyse alcaline et adsorption sur mem-

brane de silice. La Pfu DNA polymerase de Promega R© a été utilisée à cette fin,

avec les paramètres de thermocycleur suivants :

94◦C 2 min
94◦C 30 sec

55◦C 20 sec 30X

68◦C 2 min
68◦C 5 min

Le produit de cette amplification a été purifié par affinité à la silice à l’aide

du kit NucleoSpin R© Gel and PCR Clean-up de Macherey-Nagel pour ensuite être

transformé dans une souche ∆deoA électrocompétente et recombinante préparée

comme il suit.

100 mL de LB+Cm ont été inoculés par 5 mL de préculture de la souche ∆deoA

(gène codant pour la thymidine phosphorylase) portant le plasmide pKOBEG [92].

L’expression des gènes bet, exo et gam organisés en opéron sur le plasmide pKOBEG

sous contrôle du promoteur pBAD a été induite par 0,2% d’arabinose à DO600 =

0, 15. La culture a ensuite été refroidie 10 minutes sur glace une fois la DO600=0,87

atteinte. La culture a ensuite été soumise à trois lavages par 50 mL glycérol à 10%

et resuspendue dans 300 µL de glycérol 10%. 60 µL de cellules compétentes ont été

transformées par 160 ng d’ADN aphA-3 amplifié précédemment, étalées sur bôıte

LB+Kan (40 µg/mL) et incubées à 37◦C pendant une nuit.
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2.1.7 Vérification des génotypes ∆deoA et thyA::aphA-3

L’excision de la cassette kan de la souche ∆deoA::kan a été vérifiée par PCR sur

colonie pour trois colonies. La OneTaq R© DNA polymerase de chez New England

Biolabs a été utilisée à cette fin, avec comme paramètres de thermocycleur :

94◦C 2 min
94◦C 30 sec

55◦C 20 sec 30X

68◦C 2 min
68◦C 5 min

La vérification de l’inactivation de thyA par la cassette aphA-3 a été faite dans

des conditions similaires à deux différences près : un temps d’élongation de 1 min

30 et un temps d’hybridation de 40 sec.

2.1.8 Évolution dirigée de TrmFO

L’évolution dirigée permet entre autre la sélection de nouvelles activités cataly-

tiques via un processus similaire à l’évolution par sélection naturelle. Une expérience

d’évolution dirigée consiste en une étape de génération de diversité et une étape de

sélection.

Ce travail décrit les tentatives d’obtenir une thymidylate synthase artificielle à

partir de l’enzyme TrmFO. Afin d’y parvenir, deux techniques de génération de

diversité ont été mises en application : la synthèse d’une banque de mutant combi-

natoire pour six lysines d’une part, et la PCR mutagène d’autre part.

La banque de mutants combinatoire a été synthétisée par la société DNA 2.0, les

séquences ayant été optimisées pour l’expression de la protéine TrmFO de Bacillus

subtilis chez E.coli.

Les différentes PCR error prone ont été réalisées à l’aide du kit GeneMorph II

Random Mutagenesis d’Agilent Technologies ; un kit de PCR dont la polymérase a

un faible biais de mutagénèse. La matrice pour la PCR a été le plasmide pQE-80L

dans lequel était inséré le gène trmFO de Bacillus subtilis, de Thermus thermophilus

ou la banque de mutants combinatoire.

Différentes quantités d’ADN matrice (entre 10 et 200 ng) ont été utilisées pour

faire varier le taux de mutations avec les paramètres de thermocycleur suivant :
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94◦C 2 min
94◦C 30 sec

55◦C 20 sec 30X

72◦C 2 min
72◦C 5 min

Le produit de PCR mutagène a été soumis à une électrophorèse sur gel préparatif

d’agarose 1%+BET, 30 min à 100V. La portion du gel contenant le produit de PCR

a pu être identifiée par une révélation aux UV et isolée du reste du gel pour ensuite

être purifiée par chromatographie d’affinité sur membrane de silice.

Le produit de PCR purifié a ensuite été cloné dans le vecteur pQE-80L par une

double digestion BamHI/HindIII (du vecteur et d’une part et du produit de PCR

d’autre part) de 15 min à 37◦C, suivi d’une inactivation de 10 min à 85◦C (enzymes

Fast digest de Thermo Fisher). Le vecteur digéré a ensuite été déphosphorylé (pro-

tocole Antarctic phosphatase NEB). L’insert et le vecteur déphosphorylé ont été

mélangés à masse égale (pour un rapport molaire d’environ 1/4) évaluée au Nano

drop, et la ligature a été effectuée 15 min à température ambiante. En parallèle, la

même quantité de vecteur déphosphorylé a subi le même traitement à titre de témoin.

Les différents produits de ligatures ont été transformé dans la souche STELLAR et

étalés sur LB+Amp. Après incubation d’une nuit à 37◦C, les colonies ont été sou-

mises à une extraction plasmidique, les plasmides ont été transformés dans la souche

FE013 pour effectuer la sélection.

2.1.9 Liste des amorces PCR

Les amorces suivantes ont été utilisées pour vérifier l’excision de la cassette

kan inactivant le gène deoA, la vérification du phénotype ∆thyA ou la mutagénèse

aléatoire 2.4. L’amorce H50 s’hybride sur la cassette apha-3 de résistance à la ka-

namycine, pQE FW et pQE REV s’hybrident de part et d’autre du site de clonage

du plasmide pQE-80L.
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SK15 : 5’ ggctcccgtacagaagatatt 3’

SK16 : 5’ ccctgataacgttgatactgt 3’

SK72 : 5’ cgggatccatgaaacagtatttagaactg 3’

SK73 : 5’ cccaagcttttagatagccaccggcgcttt 3’

H50 : 5’ ccggtgatattctcattttagcc 3’

deoA FW : 5’ catgatggaagtgatccgtg 3’

deoA REV : 5’ ggcctttacaaccgttatca 3’

pQE FW : 5’ cccgaaaagtgccacctg 3’

pQE REV : 5’ cttctgaggtcattactgg 3’

SK15

SK16

deoA

1885pb

deoA FW

deoA REV

thyA

1885pb

SK72

SK73

780pb

Figure 2.4 – Hybridation des différentes amorces sur le chromosome d’E.coli
de type sauvage.

2.1.10 Mutagénèse dirigée

Les différentes mutagénèses dirigées ont été effectuées en amplifiant par PCR le

plasmide entier pQE-80L-trmFO Tt à l’aide d’oligonucléotides portant les mutations

d’intérêt. Les différentes PCR ont été réalisées a l’aide du kit QuikChange II Site-

Directed Mutagenesis de chez Agilent Technologies et les amorces ont été élaborés

à l’aide du site (www.genomics.agilent.com/primerDesignProgram.jsp) avant d’être

synthétisés par la société EUROGENTEC.

Chaque réaction d’amplification a été réalisée dans un volume final de 50 µL,

contenant 50 ng d’ADN matrice, 125 ng de chaque oligonucléotide, 1 µL d’une

solution de dNTP fournie par le kit et 1µL d’ADN polymérase Pfu Ultra HF. Les

paramètres utilisés pour le thermocycleur ont été :

95◦C 2 min
95◦C 30 sec

58◦C 1 min 16X

68◦C 7 min
Un traitement par l’endonucléase de restriction DpnI après amplification a per-

mis d’éliminer spécifiquement l’ADN matrice. La présence d’amplicons a été vérifiée

par migration de 4 µL de chaque produit de PCR avec 1 µL de tampon de charge 5X
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dans un gel d’agarose 1% contenant du bromure d’éthidium (BET) à 100V pendant

30 min. Les produits d’amplification ont ensuite été transformés dans des cellules

chimio-compétentes de la souche XL1-Blue par choc thermique et les cellules ont été

étalées sur LB+Amp. La souche XL1-Blue permet la recircularisation du produit

d’amplification en un plasmide circulaire fonctionnel. Les transformants ont ainsi

pu être soumis à une extraction d’ADN plasmidque et envoyés à séquencer. Les

plasmides vérifiés par séquencage ont ensuite pu être transformés dans la souche

d’expréssion BL21 en vue d’une expression et purification des protéines.

2.1.11 Liste des amorces utiliséés pour la mutagénèse di-

rigée

Y343F for : 5’-cgggtgttgaaggctggctggaatctgcggcg-3’

Y343F rev : 5’-cgccgcagattccagccagccttcaacacccg-3’

C51A for : 5’-cccaggctgttgctggcgacgatctcagcgaa-3’

C51A rev : 5’-ttcgctgagatcgtcgccagcaacagcctggg-3’

H308G for : 5’-caggtaggtgttgcgacccataacgccgtagcga-3’

H308G rev : 5’-tcgctacggcgttatgggtcgcaacacctacctg-3’

C51S for : 5’-caggctgttgctgctgacgatctcagcga-3’

C51S rev : 5’-tcgctgagatcgtcagcagcaacagcctg-3’

C51V for : 5’-gccacccaggctgttgctaacgacgatctcagcgaaacg-3’

C51V rev : 5’-cgtttcgctgagatcgtcgttagcaagagcctgggtggc-3’

C223A for : 5’-ccagttcttccaccggcaccgccgcttcgaaaaattccagt-3’

C223A rev : 5’-actggaatttttcgaagcggcggtgccggtggaagaactgg-3’

W214F for : 5’-tcgaaaaattccagtttttcaaaatcgtgtggggtgtgacgc-3’

W214F rev : 5’-gcgtcacaccccacacgattttgaaaaactggaatttttcga-3’

K282A for : 5’-cgtttctgttccggccacgccagacccgtctggaagc-3’

K282A rev : 5’-gcttccagacgggtctggcgtggccggaacagaaacg-3’

K287A for : 5’-gtctgaaatggccggaacaggcgcgcctgatccagatgattcc-3’

K287A rev : 5’-ggaatcatctggatcaggcgcgcctgttccggccatttcagac-3’

K409A for : 5’-ggtagaaggccgtatgggcgcgaaagaaaaacgtcaagcg -3’

K409A rev : 5’-cgcttgacgtttttctttcgcgcccatacggccttctacc -3’

K410A for : 5’-atacatcgcttgacgtttttccgccttgcccatacggccttctac -3’

K410A rev : 5’-gtagaaggccgtatgggcaaggcggaaaaacgtcaagcgatgtat -3’
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2.1.12 Séquence du gène de synthèse codant pour TrmFO

de Thermus thermophilus

L’encodage et la synthèse du gène ont été réalisés par la société Genecust. Les

sites de restriction BamH I et SmaI ayant permis le sous clonage dans le vecteur

d’expression pQE-80L sont représentés en bleu, les codons initiateur et STOP le

sont en rouge (Fig. 2.5).

Figure 2.5 – Séquence codant pour TrmFO de Thermus thermophilus. les sites
de restriction BamHI et SmaI sont en bleu et les codons initiateur et stop sont représentés
en rouge.

2.2 Techniques d’études biochimiques

2.2.1 Expression et purification de TrmFO et de ses mutants

Expression : 500 mL de LB+Amp (100 µg/mL) ont été inoculés par 10 mL de

préculture en phase stationnaire et laissé incubés à 37◦C sous agitation. Une fois la

phase exponentielle atteinte (D0600 = 0, 6−0, 8) l’expression protéique a été induite

par 1 mM d’IPTG en concentration finale pendant 3h ; après quoi la culture a été

culotée par une centrifugation de 20 min à 5000 rpm pour être resuspendue dans 5

mL de tampon lysis equilibrium wash (LEW : 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, pH

8,0) et stockée à -80◦C jusqu’à l’étape de purification.

42



Les suspensions bactériennes ont été traitées 30 min sur glace à la DNase et au

lysozyme (une pointe de spatule de chaque pour 5 ml de suspension bacterienne)

pour ensuite subir 5 cycles de 20 secondes de sonications à 70% et 20 secondes sur

glace afin de compléter la lyse.

Afin d’optimiser le ratio holoenzyme/apoenzyme, le lysat a été supplémenté en

FAD 100 µM final et laissé 10 min sur glace afin de favoriser la fixation du FAD

à la protéine. Une centrifugation d’une heure à 13200 rpm a ensuite permis de

ne récupérer que la fraction soluble des protéines du lysat, contenant la protéine

d’intérêt.

Purification : La fraction soluble (environ 4,5 mL) a été déposé sur une colonne

Protino R© Ni-TED Resin 2000 (Macherey Nagel) pré équilibrée par 5 mL de tampon

LEW puis récupéré, La colonne a ensuite été lavée par 25 mL de tampon LEW et la

protéine a été éluée dans 3 mL de tampon d’élution (LEW + imidazole 250 mM).

Cette dernière étape a été réitérée après lavage de la colonne par 5 mL de tampon

LEW avec la fraction de protéines solubles récupérée préalablement après premier

passage. La protéine éluée a été dessalé par chromatographie d’exclusion sur colonne

de polyacrylamide Econopac 10DG (bio-rad) et récupérée dans 4 mL de tampon

HEPES 50 mM NaCl 300 mM pH8 avant d’avoir été concentré sur filtre AMICON R©

à 10 kDa d’exclusion de masse moléculaire.

Afin d’évaluer la pureté des différents mutants, les purifications ont été soumises à

une migration de 30 min à 100V sur gel d’acrylamide 10% en conditions dénaturantes

(SDS-PAGE) suivi d’une révélation à l’instantBlue (Expedeon).

2.3 Approches spectroscopiques

2.3.1 Anisotropie de fluorescence

L’anisotropie de fluorescence permet de suivre la fixation d’un fluorophore à une

protéine via le changement de la vitesse rotationnelle de ce dernier. Ce suivi peut

être effectué par le calcul du rapport d’intensités d’émission de fluorescence polarisée

verticalement et horizontalement.

Les expériences d’anisotropie de fluorescence ont été réalisées dans des cuves en

quartz de 1x1 cm contenant 1 mL d’une solution du substrat minimal ribonucléique

à 10 nM dans du tampon HEPES 20 mM, NaCl 100 mM. Le mini-substrat (corres-

pondant au motif T − Ψ de l’ARNtPhe de Thermus thermophilus) portant en 5’ le
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fluorophore Alexa 532 a été excité par une lumière de 530 nm de longueur d’onde

avec une fente de 10 nm et l’émission a été enregistrée entre 540 et 600 nm avec une

valeur de photo-multiplicateur de 850V et un échantillonage de 1 nm.

L’ARN non structuré portant le fluorophore CY5 a été excité par une lumière

de 650 nm de longueur d’onde avec une largeur de 10 nm et l’émission a été en-

registrée entre 600 et 700 nm avec une valeur de photo-multiplicateur de 850V

et un échantillonage de 1 nm. Sauf indication contraire, les mesures ont été ef-

fectuées à 45◦C et les valeurs d’anisotropie ont été calculées en appliquant l’équation

à l’intégrale des courbes de spectre d’émission de fluorescence. Pour le tracé des

courbes d’anisotropie en fonction de la concentration en protéine, les préparations

de TrmFO ont été dosés par la méthode de Bradford [93].

2.3.2 Spectroscopie d’absorption

Les mesures de spectroscopie d’absorption à l’équilibre ont été réalisées à l’aide

d’un spectromètre Shimadzu dans des cuves de 1 mm de chemin optique.

2.3.3 Photoconversion de la protéine TrmFO et de ses différents

mutants

Les expériences d’illumination ont été réalisées dans des cuvettes de quartz de 1

mm de chemin optique. Une lampe de microscope de 700 mW couplée à une fibre

optique a servi de source de lumière, réglée à puissance réduite (au tiers environ)

sur une durée totale de 2 à 3 heures, en prenant une mesure du spectre d’absorption

toutes les 15 minutes.

2.3.4 Chromatographie en phase liquide couplée à un spec-

tromètre de masses

Une préparation de TrmFO de type sauvage a été dialysée deux fois une heure

contre une solution de NaCl à 100 mM afin d’éliminer le tampon et de faire baisser la

concentration en sel, concentrée puis diluée deux fois pour obtenir une concentration

finale en NaCl de 50 mM. La protéine a ensuite été précipitée par trois cycles de

chauffage à 99◦C 15 min et centrifugation de 20 min à 13000 rpm et élimination du

culot. Le surnageant a ensuite été analysé par temps de vol en électrospray positif par
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Sophie BOURCIER du Laboratoire de Chimie Moléculaire de l’École Polytechnique.

2.3.5 Fluorescence résolue en temps

La fluorescence résolue en temps a été étudiée chez TrmFO et différents mutants

en utilisant un montage de spectroscopie ultra-rapide de type Kerr gate (Fig. 2.6).

Les différents milieux de Kerr utilisés ont été le benzène, le suprasil ou le CS2. Le

décalage spatial du LASER est directement lié à l’espacement temporel des mesures

à une échelle de la centaine de femto secondes. Au moins trente mesures ont été

effectuées pour une dynamique donnée avec un milieu de Kerr donné.

Figure 2.6 – Schéma du montage de spectroscopie ultrarapide. Le milieu de Kerr
sert d’obturateur. Le BBO permet le changement de la longueur d’onde de 800 nm à 400
nm afin d’exciter l’échantillon. Les temps d’obturation et de réponse sont définis par les
milieux de Kerr utilisés et la partie amovible permet de moduler le moment à des intervals
de l’ordre de la centaine de fs.

2.4 Informatique

L’utilitaire d’optimisation d’encodage des gènes pour la mutagénèse aléatoire a

été écrit en Java Script par Simon Dadoun sous licence GPL ; il est accessible sur le

site (www.lob.cnrs.fr/mutagenesis/sms2/mutagenesis bias fraction.html) mais n’est

pas encore tout-à-fait fonctionnel.

Les figures de structures protéiques de cet écrit ont été réalisées à l’aide du logiciel

PyMOL, les différentes courbes ont été tracées à l’aide du logiciel OriginPro8 et les

figures et schémas ont été créées grâce au logiciel Inkscape.
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Chapitre 3

Métabolisme des pyrimidines chez

E.coli

Chez E.coli, le métabolisme des pyrimidines (Fig. 3.1) reflète assez bien l’évolution

du support génétique décrit en introduction. Les différentes voies de biosynthèse

donnent lieu, dans un premier temps aux ribonucléotides ; ceux-ci peuvent être

intégrés dans l’ARN après trois phosphorylations successives. Pour la réplication du

programme génétique, ces ribonucléotides seront réduits en 2’désoxyribonucléotides

par les ribonucléotide réductases. C’est uniquement après cette étape de réduction

qu’intervient enfin la méthylation du dUMP en dTMP.

Sauvetage

Synthèse de novo Thymidylate 
synthases

Thymidine 
kinase

Thymidine
phosphorylase

Ribonucléotides réductases

cytidine 
désaminase

CTP CDP CMP

dCTP dCDP dCMP

U UMP UDP UTP

dUMP dUDP dUTP

dTMP dTDP dTTP

Figure 3.1 – Représentation schématique du métabolisme des pyrimidines.
Les flèches vertes matérialisent l’action des ribonucléotides réductases, les flèches bleues,
la voie de sauvetage du phénotype auxotrophe pour la thymidine et la flèche rouge, la
synthèse de novo du thymidylate.
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Dans ce chapitre, je propose une possibilité alternative de méthylation de l’uri-

dine antérieure à sa réduction qui donnerait lieu à de la ribothymidine 5’mono-

phosphate ou 5-méthyluridine (5mU), un composé ne faisant a priori pas partie

du métabolisme du vivant. Mes réflexions à ce sujet s’articuleront autour de deux

axes : la complémentation du phénotype d’auxotrophie pour la thymidine par des

analogues de nucléotides dans un premier temps, et la tentative de création d’une

thymidylate synthase artificielle par évolution dirigée dans un second temps.

3.1 Voie de complémentation du phénotype ∆thyA

par des analogues nucléosidiques

3.1.1 Complémentation du phénotype ∆thyA par la ribo-

thymidine (5mU) et la méthylcytidine (5mC)

La méthylation sur le carbone 5 de la 2’désoxyribo-uridine 5’monophosphate pro-

duisant la 2’désoxyribo-thymidine 5’monophosphate est systématiquement postérieure

à la réduction du ribose par les ribonucléotide réductases, empêchant la formation

de ribothymidine (5mU) dans la cellule. Cependant, j’ai pu mettre en évidence une

promiscuité in vivo d’enzymes du métabolisme des pyrimidines d’Escherichia coli

permettant la complémentation du phénotype ∆thyA d’une souche nommée FE013

[22], par des analogues nucléosidiques (Fig. 3.2) comme la 5mU et la 5mC (Tab.

3.1).

Thymidine (dT)5-méthyluridine (5mU) 5-méthylcytidine (5mC)

Figure 3.2 – Structures des analogues nucléosidiques et comparaison avec la thy-
midine classique (2’désoxyribo-thymidine).

Se soulève alors la question des enzymes permettant cette complémentation.

L’hypothèse testée et validée en section suivante est l’implication de la thymidine
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Tableau 3.1 – Complémentation de la souche FE013 par des analogues
nucléosidiques. Sur milieu minimal supplémenté en thymidine, la souche auxotrophe
pousse, au même titre que sur les analogues nucléosidiques 5mU et 5mC.

M9 M9+dT M9+5mC M9+5mU
FE013 0 ++ + +

MG1655 +++ +++ +++ +++

phosphorylase (E.C.2.4.2.4) codée par le gène deoA, une enzyme catalysant, chez

E.coli, la phosphorolyse de la thymidine en désoxyribose-1-phosphate et en thymine

(Fig. 3.3). Il a été préalablement établi qu’un double mutant ∆thyA ∆deoA peut se

développer en présence de thymidine, mais pas en présence de thymine [94].

Les analogues nucléosidiques pourraient subir chez E.coli une phosphorolyse dans

un premier temps, produisant du ribose-1-phosphate et de la thymine. Cette thy-

mine serait dans un deuxième temps fixée sur un désoxy-ribose-1-phosphate par la

thymidine phosphorylase produisant in fine de la 2’-désoxythymidine.

H2PO4 ++

thymidine Thymine 2 désoxy-α-D-ribose-1-phosphate

désoxythymidine 
phosphorylase

Figure 3.3 – Réaction catalysée par la désoxythymidine phosphorylase. Sur
milieu minimal seul, la souche auxotrophe pour la thymidine ne pousse pas (par définition),
tandis que la souche sauvage pousse.

Pour tester cette hypothèse, j’ai construit un double mutant pour les gènes thyA

et deoA comme décrit ci-après.

3.1.2 Construction du double mutant ∆deoA∆thyA

Le double mutant a été construit à partir d’une souche ∆deoA::kan issue de la

banque KEIO, une collection de 3985 mutants d’E.coli K12 pour des gènes non

essentiels, remplacés par une cassette de résistance à la kanamycine [88]. Cette

construction a été faite en deux étapes (Fig. 3.4) :

— L’excision de la cassette kan de résistance à la kanamycine (Kan) via le

plasmide pCP-20 [95]
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— L’inactivation du gène thyA chez E.coli par insertion d’une autre cassette de

résistance à la kanamycine apha-3

thyAdeoA::kan

thyA

thyA::AphA-3

FRTFRT

Criblage

SélectionFRT

FRT

FRT

deoA::kan

1

2

3

Figure 3.4 – Stratégie de construction du double mutant ∆deoA∆thyA. La
souche ∆deoA::kan issue de la banque KEIO (1) a été transformée par le plasmide pCP-
20 codant pour la flipase FLP qui permet l’excision de la cassette d’inactivation kan (2).
Enfin, la souche alors sensible à la kanamycine peut être mutée pour le gène thyA par la
cassette aphA-3 (3).

La cassette d’inactivation du gène deoA (1323 pb) est flanquée par des régions

FRT, ciblées par la recombinase FLP codée par le plasmide pCP-20, une construction

comportant une origine de réplication thermosensible et des gènes de résistance au

chloramphénicol (Cm) et à l’ampicilline (Amp). En principe, le plasmide se réplique

à 30◦C et ne se réplique pas à 42◦C, seulement, le taux de mutations spontanées

chez E.coli, de concert avec le nombre important de copies de plasmides dans une

culture, mène à un faible nombre de plasmides thermorésistants. Ces plasmides

seront néanmoins sélectionnés si la souche qui les porte est mise en culture à de

plus hautes températures. C’est pourquoi il faut prendre soin de systématiquement

mettre en culture à 30◦C et non 37◦C les souches d’E.coli qui portent un plasmide

thermosensible avant de s’en débarrasser à 42◦C.

Le plasmide pCP-20, a été transformé dans la souche d’E.coli STELLARTM

(Clonetech) 1, laquelle a été étalée sur LB+Amp+Cm et incubée à 30◦C deux nuits.

Afin de s’assurer de la thermosensibilité du plasmide, quatre colonies ont été remises

en culture liquide sans antibiotique à 30◦C d’une part et à 42◦C d’autre part. Les

cultures ont été striées le lendemain sur LB+Amp+Cm et comparées après une nuit

à 37◦C. Un tapis de cellules a pu être observé sur chaque strie issues des cultures

à 30◦C, tandis que quelques colonies isolées ont été distinguées sur les stries issues

des cultures à 42◦C. Les résistances aux antibiotiques ont donc été majoritairement

perdues après culture à 42◦C, indiquant un non maintient du plasmide dans la souche

1. Une souche recA1 optimisée pour les transformations et le clonage.
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et sa bonne thermosensibilité. Les cultures liquides a 30◦C ont été récupérées pour

une extraction d’ADN plasmidique.

deoA

1885pb

deoA FW

deoA REV
MG1655

ΔdeoA::kan
kan

1944pb

FRT FRTdeoA FW

deoA REV

ΔdeoA
689pb

FRT

deoA REV

deoA FW

Figure 3.5 – Stratégie de vérification de l’excision de la cassette kan par PCR.
Les amorces s’hybrident à quelques centaines de nucléotides en amont et en aval du gène,
la taille du produit d’amplification permet de discriminer entre la présence et l’excision de
la cassette kan.

Le plasmide pCP-20 a ensuite été transformé dans la souche ∆deoA::kan, laquelle

a été étalée sur LB+Amp+Cm et incubée deux nuits à 30◦C. Huit colonies ont été

repiquées sur LB+Kan pour cribler la perte de résistance à la kanamycine. Trois

clones ayant passé le criblage avec succès ont ensuite servi de matrice pour une

PCR sur colonie afin de s’assurer de l’excision de la cassette (Fig. 3.5). Une colonie

n’ayant pas été transformée par le plasmide pCP-20 a été utilisée comme témoin et

les produits de PCR ont migré sur gel d’agarose pour en comparer les tailles (Fig.

3.6).

On observe chez le témoin, une bande correspondant à 1885 pb, taille attendue

pour l’amplification de la cassette chez la souche d’origine. En revanche, pour chaque

colonie testée, on peut observer une bande correspondant à la migration d’un frag-

ment de 689 pb, taille attendue pour la cassette excisée (Fig. 3.5). On peut conclure

que l’excision a bien été efficace.

La souche ∆deoA sensible à la kanamycine ainsi obtenue, il est devenu possible

d’en inactiver le gène thyA par insertion de la cassette de résistance à la kanamycine

aphA-3. Pour cela, le plasmide pKOBEG [96] a été transformé dans cette souche afin

d’en faire des cellules compétentes ayant exprimé les protéines de recombinaison du

phage gamma bet, exo et gam, permettant l’inactivation d’un gène par recombinaison

homologue. D’autre part, la cassette aphA-3 a été amplifiée à partir de l’ADN

génomique de FE013.
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1KB 
ladder 1 2 3

500

1000

2000

ΔdeoA
::kan

Figure 3.6 – Vérification de l’excision de la cassette kan par migration sur
gel d’agarose des produits de PCR. 1kb ladder : marqueur de poids moléculaire,
∆deoA::kan : colonie non transformée par pCP-20, 1, 2 et 3 : colonies testées. Une bande
est présente pour le témoin positif aux alentours de 2000 pb, attendue pour l’amplification
de la cassette. Pour chaque colonie testée, on distingue une bande de 689 pb attendue
pour l’amplification de la région après excision de la cassette.

MG1655thyA

1566pb

SK15

SK16

Figure 3.7 – Amplification de la cassette aphA-3 à partir de l’ADN génomique
de la souche FE013 flanquée par les régions en aval et en amont du gène thyA.

Le produit de cette amplification a enfin été transformé dans la souche ∆deoA,

portant le plasmide pKOBEG qui code pour les protéines de recombinaison du

phage lambda Bet, Exo et Gam. La protéine Gam empêche la dégradation des ADN

linéaires double brin par les nucléases RecBCD et SbcCD d’E.coli. L’exonucléase

Exo dégrade l’ADN double brin de 5’ vers 3’ en ADN simple brin ; enfin, la protéine

Beta se fixe sur l’ADN simple brin issu de l’action d’Exo, et favorise l’appariement

homologue de la cassette d’inactivation avec la région ciblée du chromosome [97]

[98]. La souche ainsi transformée a été étalée sur LB+Kan. Deux colonies obtenues

après incubation une nuit à 37◦C ont été testées par PCR pour l’inactivation du

gène thyA par insertion de la cassette.

La PCR sur une colonie de la souche K12 MG1655 ne montre aucun signal pour le

couple d’amorces SK15/H50, comme attendu, la souche K12 n’ayant pas de cassette

51



MG1655
780pb SK73

SK15 SK72

aphA-3

500pb

SK15

FE013

thyA

H50

Figure 3.8 – Stratégie de vérification de l’insertion de la cassette aphA-3 dans
le gène thyA. L’amorce SK15 s’hybride en amont du gène thyA ou aphA-3, suivant la
construction, l’amorce H50 s’hybride sur le gène aphA-3 et l’amorce SK73 à la fin du gène
thyA.

1 kb
Ladder

500

1000

2000

deoA1
SK72/73SK15/H50

deoA1 deoA2
SK72/73SK15/H50

K12
SK72/73SK15/H50

Figure 3.9 – Vérification de l’inactivation du gène ∆thyA par la cassette aphA-
3 par migration sur gel d’agarose des produits de PCR sur colonie. 1 kb ladder : marqueur
de poids moléculaire, deoA1 et 2 : colonies testées, K12 : contrôle (souche sauvage). Les
amorces SK15, SK72, SK73 et H50 sont représentées en figure 3.8.

aphA-3. Pour le couple SK72/SK73, on observe une bande à 780 pb correspondant

à la région ciblée, ainsi qu’une bande d’intensité plus faible aux alentours de 3000

pb, que l’on attribue à une amplification non spécifique d’une région non ciblée du

chromosome. Pour les deux colonies testées, on retrouve cette même bande avec une

intensité plus importante, mais pas de signal spécifique de la région ciblée. Pour le

couple SK15/H50, on observe une bande de 500 pb, correspondant à l’amplification

d’une partie de la cassette aphA-3 et à la région en aval. Cela montre que la cassette

est bien présente sur le chromosome à l’endroit ciblé et que l’inactivation du gène

thyA a bien été efficace (Fig. 3.9).
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3.1.3 Tests de complémentation des différents mutants par

des analogues nucléosidiques

Le double mutant ∆deoA∆thyA::aphA-3 ainsi validé a été strié sur différentes

bôıtes de milieu minimal M9 supplémenté ou non en analogues nucléosidiques (Fig.

3.10). Le tableau 3.2 résume le résultat de la complémentation.

Tableau 3.2 – Récapitulatif des résultats de complémentation du phénotype
d’auxotrophie pour la thymidine des souches MG1655, ∆deoA, FE013 et
∆deoA∆thyA::aphA-3 par la thymidine (dT) la thymine, la ribothymidine (5mU)
et la 5-méthylcytidine (5mC).

MG1655 ∆deoA FE013 ∆deoA∆thyA::aphA-3
M9 + + 0 0

M9+dT + + + +
M9+thymine + + + 0

M9+5mU + + + 0
M9+5mC + + + 0

La souche sauvage MG1655 se développe sur toutes les bôıtes au même titre que

la souche ∆deoA, ce qui montre qu’aucun des composés n’est toxique et que la seule

délétion de deoA n’empêche pas le développement des bactéries (comme attendu, le

gène n’étant pas essentiel). En revanche, FE013 ne pousse pas sur du milieu M9 seul,

comme attendu, mais se développe en présence de chaque composé. Les analogues

nucléosidiques 5mU et 5mC peuvent pallier l’absence de thymidylate synthase au

même titre que la thymidine et la thymine. Le double mutant ∆deoA∆thyA::aphA-3

peut se développer sur M9+thymidine, mais pas sur M9+thymine comme observé

précédemment [94], il ne peut pas non plus se développer sur M9+5mU ou M9+5mC.

On peut en déduire que la thymidine phosphorylase est nécessaire au sauvetage

du phénotype d’auxotrophie pour la thymidine par les analogues nucléosidiques

5mU et 5mC ; et que la méthylation de l’uridine antérieure à sa réduction en

2’désoxyribouridine ne semble pas favorable.

Toujours dans l’optique d’envisager des voies alternatives de biosynthèse du thy-

midylate, la versatilité de l’enzyme TrmFO a été explorée dans le but de créer une

thymidylate synthase artificielle. TrmFO catalyse la méthylation de l’uridine 54 des

ARNt chez certains micro-organismes [44]. Cette réaction étant assez similaire à celle

catalysée par les thymidylate synthases, on peut y voir une forme de convergence
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a b c

d e
Figure 3.10 – Complémentation des différentes souches d’Escherichia coli par
des analogues nucléosidiques. Bôıtes de Pétri M9 supplémentées ou non (a) en thy-
midine (b), thymine (c), 5mU (d) ou 5mC (e) après stries des souches MG1655 (type
sauvage, coin supérieur droit de chaque bôıte), FE013 (∆thyA, coin supérieur gauche)
∆deoA (coin inférieur gauche) et ∆deoA∆thyA::aphA-3 (coin inférieur droit). Le gène
deoA est nécessaire à la complémentation du phénotype d’auxotrophie pour la thymidine
par les analogues nucléosidiques au même titre qu’il l’est pour la thymine.

évolutive. La partie suivante vise à pousser jusqu’au bout cette pseudo-convergence

en accélérant in vitro l’évolution de TrmFO.

3.2 Évolution dirigée de trmFO

Le thymidylate étant un précurseur essentiel de la synthèse d’ADN, les orga-

nismes en ont besoin pour survivre et se répliquer. Il existe deux principales voies

métaboliques permettant la synthèse du thymidylate :

— La synthèse de novo consistant en la méthylation du dUMP par la thymidy-

late synthase.

— La voie de récupération consistant en la phosphorylation sur le carbone 5’ de

la 2’désoxythymidine, issue de milieu de culture, par la thymidine kinase.

Un organisme auxotrophe pour la thymidine n’a donc comme seul moyen de sur-

vie la récupération de thymidine exogène et ne peut pas pousser sur milieu minimal

non supplémenté en thymidine.
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3.2.1 Présentation de la méthode

L’évolution dirigée englobe l’ensemble des techniques visant à l’ingénierie d’un

gène ou d’un organisme, par une approche stochastique consistant à reproduire in

vitro le processus d’évolution par sélection naturelle [99]. Les applications de cette

méthode sont nombreuses, pour n’en citer que quelques-unes ; elle a permis notam-

ment d’augmenter la thermostabilité de protéines, de créer des enzymes catalysant

de nouvelles réactions ou encore d’améliorer la spécificité d’une protéine pour un li-

gand. En général, une expérience d’évolution dirigée consiste en un processus itératif

de deux étapes : la génération d’une diversité génétique et le criblage ou la sélection

des mutants d’intérêt. Différentes techniques peuvent être employées à la génération

de diversité génétique dont voici les principales :

— La recombinaison de fragments d’ADN homologues ou DNA shuffling [100]

consiste à digérer partiellement différentes séquences homologues codant pour

une protéine d’une fonction donnée pour ensuite reconstituer une séquence

”mosaique” complète (Fig. 3.11)

Fragmentation par 
digestion partielle

Amplification 
auto-amorcée

Amplification de la séquence 
mosaïque néoformée

Figure 3.11 – Schéma d’une procédure de recombinaison de fragments par
homologie de séquences. Les fragments homologues sont d’abord soumis à une digestion
partielle, donnant lieu à des amorces d’environ 50 kb qui s’hybrideront entre elles pour
reconstituer des séquences mosäıques via une amplification auto-amorcée. Les séquences
mosäıques seront ensuite amplifiées pour obtenir une banque de mutants.

— La PCR mutagène ou error prone PCR est une technique d’amplification ex-

ponentielle d’une séquence d’ADN dont la caractéristique est sa faible fidélité.

Les produits d’amplification ainsi générés contiennent des erreurs et consti-

tuent une banque de mutants.

Différents paramètres d’une PCR peuvent être ajustés pour promouvoir les

erreurs comme entre autres la concentration en magnésium, le remplacement

du magnésium par du manganèse [101], un déséquilibre de concentration en
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dNTP, une polymérase peu fidèle [102].

— La mutagénèse à saturation permet de tester, pour une position donnée, la

substitution par tous les acides aminés protéinogènes, via une amplification

du gène tout entier par des amorces portant des codons dégénérés. Cette

technique est généralement utilisée dans des cas où les connaissances struc-

ture/fonction de la protéine cible sont assez avancées.

Le criblage ou la sélection d’une banque de mutants peut prendre plusieurs formes

et dépend du but recherché.

3.2.2 Système de sélection

Pour sélectionner une thymidylate synthase artificielle, je disposais d’un souche

FE013 [22], auxotrophe pour la thymidine, de génotype ∆thyA::aphA-3, pour la-

quelle le gène thyA avait été inactivé par l’insertion d’une cassette de résistance à

la kanamycine. Nous partons du principe qu’un gène capable de complémenter le

phénotype ∆thyA coderait pour une thymidylate synthase. Le système de sélection

consiste en une simple transformation dans la souche FE013, des banques de gènes

issues de mutagénèses (décrites dans les sections suivantes) clonées dans un vecteur

d’expression pQE-80L.

3.2.3 Banque de mutants combinatoire du gène trmFO de

Bacillus subtilis, approche semi-rationnelle

La seule structure de TrmFO disponible, à ce jour, est celle venant de la bactérie

thermophile (s’il est besoin de préciser) Thermus thermophilus. Cette structure avait

été résolue avec 1,6 Å de résolution, à l’occasion d’une étude antérieure à ce projet

[45]. L’observation de la structure de TrmFO permet de distinguer un sillon de

charges positives en aval du site actif (Fig.3.12). Ce sillon pourrait très probablement

être responsable de l’interaction entre la protéine et son substrat naturel, l’ARNt.

On suppose ici qu’en empêchant la fixation de l’ARNt à la protéine, le dUMP

pourrait diffuser dans le site actif de TrmFO (celui-ci étant spécifique d’une uridine),

et se trouver méthylé par cette dernière. Une banque de mutants combinatoire du

gène trmFO de la bactérie Bacillus subtilis a été synthétisée pour tester cette hy-

pothèse, ciblant des résidus lysines susceptible d’être impliqués dans la fixation de

l’ARNt.

56



Les résidus K175, K246, K285, K290, K413 et K414 dont les équivalents chez

Thermus thermophilus sont respectivement K173, K243, K282, K287, K409 et K410

(Fig. 3.13) ont été mutées en aspartate (D) ou en alanines (A). Une mutation en

alanine neutralise la charge positive, tandis qu’une mutation en aspartate la remplace

par une charge négative. Les lysines 282, 287, 409 et 410 de l’enzyme de Thermus

thermophilus sont constitutifs du sillon de charges positives évoqué précédemment

et sont donc de bon candidats (Fig. 3.12).

Figure 3.12 – Structure de TrmFO de Thermus thermophilus (PDB : 3G5R)
coloré en fonction des charges de surface (les charges négatives en rouge et les positives
en bleu). Les résidus K282, K287, K409 et K410 sont mis en évidence pour leur partici-
pation dans un sillon de charges positives en aval du site actif (materialisé par le noyau
isoalloxazine de la flavine) susceptibles d’interagir avec le substrat naturel de l’enzyme,
l’ARNt.

Tableau 3.3 – Résidus substitués dans la banque de mutants combinatoire de
TrmFO de Bacillus subtilis (B.s). Les résidus sont listés avec leurs équivalents chez
Thermus thermophilus (T.t), leurs scores de conservation déterminés par un alignement
multiple ClustalW [103] (les plus conservés ont un score négatif) et l’activité catalytique
de leurs mutants en alanine chez Thermus thermophilus selon [45].

résidus chez T.t résidus chez B.s score de conservation activité chez T.t
K173 K175 -0,477 NI
K243 K246 -0,718 NI
K282 K285 -0,686 6 %
K287 K290 -0,397 5 %
K409 K413 -0,717 65 %
K410 K414 0,646 30 %
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B.s   124  TEIPEGPTIIATGPLTSESLSAQLKELTGEDYLYFYDAAAPIVEKDSLDMDKVYLKSRYD  183 

            EIP G T++ATGPLTSE+L+  LK   G+ +L +YDAA+PIV  +S+D+ K +   RY  

T.t   122  REIPPGITVLATGPLTSEALAEALKRRFGDHFLAYYDAASPIVLYESIDLTKCFRAGRYG  181 

 

B.s   184  KGEAAYLNCPMTEEEFDRFHEALTSAETVPLKEFEKEIFFEGCMPIEVMAKRGKKTMLFG  243 

           +  A YLNCPMTEEE+ RFH+AL  A+     ++EK  FFE C+P+E +A+RG +T+LFG 

T.t   182  Q-SADYLNCPMTEEEYRRFHQALLEAQRHTPHDWEKLEFFEACVPVEELARRGYQTLLFG  240 

 

B.s   244  PMKPVGLEHPVTGKRPYAVVQLRQDDAAGTLYNIVGFQTHLKWGDQKEVLKLIPGLENVE  303 

           PMKPVGL  P TGK P+AVVQLRQ+D AG ++++VGFQT LKW +QK ++++IPGLEN E 

T.t   241  PMKPVGLVDPRTGKEPFAVVQLRQEDKAGRMWSLVGFQTGLKWPEQKRLIQMIPGLENAE  300 

 

B.s   304  IVRYGVMHRNTFINSPSLLKPTYQFKNRSDLFFAGQMTGVEGYVESAASGLVAGINAAKL  363 

           IVRYGVMHRNT++N+P LL  T +F+    L+ AG + GVEGY+ESAA+G +AG+NAA+  

T.t   301  IVRYGVMHRNTYLNAPRLLGETLEFREAEGLYAAGVLAGVEGYLESAATGFLAGLNAARK  360 

 

B.s   364  VLGEELVIFPQETAIGSMAHYITTTNQKNFQPMNANFGLLKELPVKIKNKKERNEQYANR  423 

            LG   V  P+E+ +G +  Y+ T N + FQPM AN+GL+  +  ++  K++R   Y  R 

T.t   361  ALGLPPVAPPEESMLGGLVRYLATANPEGFQPMYANWGLVPPVEGRMGKKEKRQAMY-RR  419 

Figure 3.13 – Alignement partiel des séquences protéiques de TrmFO de Ba-
cillus subtilis et Thermus thermophilus. Obtenu a l’aide de l’algorythme BLAST,
l’alignement (50,7% de similitude) met en valeur (en rouge) les lysines ciblées par la li-
brairie de mutants combinatoires.

Les activités catalytiques des mutants K282A K287A K409A et K410A (pour la

protéine TrmFO de Thermus thermophilus) ont été testés [45] et donnent respecti-

vement 6 %, 5 %, 65 % et 30 % (Tab. 3.3). Ces résidus étant relativement éloignés du

site actif, on peut supposer qu’ils ne sont pas impliqués dans le mécanisme cataly-

tique, et que la baisse d’activité s’explique par une baisse d’affinité pour le substrat.

Trois possibilités pour chacune des six positions ciblées donnent lieu à 36 = 729

combinaisons différentes. On part du principe que le test des différentes combinai-

sons de mutants équivaut à un tirage aléatoire avec remise. La probabilité d’avoir

criblé la totalité de la banque en fonction du nombre de tirages est :

∑k
i=0 (−1)k−i

(
k

i

)(
i
k

)n
avec k, le nombre de variants (729) et n le nombre de tirages (nombre de trans-

formants). Le tracé de la probabilité d’avoir la banque de mutants entièrement

représentée en fonction du nombre de transformants donne la figure 3.14.

On peut ainsi déterminer qu’avec 9000 transformants, la totalité de la banque

est représentée avec quasi certitude. Pour estimer le nombre de transformants, on
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Figure 3.14 – Probabilité d’avoir la banque de mutants entièrement
représentée en fonction du nombre de transformants. Modélisation Matlab d’un
tirage avec remise de 729 événements équiprobables.

réalise un contrôle positif avec le plasmide pHM460 qui correspond au gène thyX de

Chlamydia trachomatis cloné dans le vecteur d’expression pQE-80L.

Deux transformations de la banque ont été réalisées pour lesquelles on a pu

estimer à 5000 et 6000 le nombre d’évènements de transformation, soit un total de

11000 transformants, parmi lesquels aucun n’a pu crôıtre sur milieu sélectif. Ainsi,

aucune des 729 combinaisons de mutations ne peut complémenter le phénotype

∆thyA sous nos conditions expérimentales.

3.2.4 Mutagénèse aléatoire par error prone PCR

Le gène trmFO de Bacillus subtilis cloné dans le vecteur pQE-80L a été amplifié

par PCR mutagène sous différentes conditions afin d’obtenir des taux d’erreurs plus

ou moins importants. Le produit d’amplification a été recloné dans le même plasmide

d’expression pQE-80L avant d’être transformé dans une première souche d’E.coli op-

timisée pour l’efficacité de transformation (STELLAR) et sélectionnée sur LB+Amp.

La totalité des colonies transformées par ce plasmide recombinant ont été grattées

de leur bôıte pour en extraire les plasmides dans une même préparation (Fig. 3.15).

Le produit de cette extraction d’ADN plasmidique constituant notre banque de

mutants a été transformé dans 50 µL d’une suspension de cellules électrocompétentes

de la souche FE013, laquelle a été étalée sur milieu sélectif.

Après une première expérience de mutagénèse aléatoire de trmFO de Bacil-

lus subtilis, on a pu observer environ 2750 colonies contre 115 colonies sur un
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  PCR 
Error prone

 Clonage dans pQE 80L Transformation dans STELLAR

miniprep sur la 
totalité de la boîte

Transformation dans FE013

LB+Amp

M9+IPTG+Kan

Banque de mutants

Figure 3.15 – Protocole d’évolution dirigée par PCR mutagène de trmFO
en enzyme complémentant le phénotype ∆thyA. Le plasmide est d’abord amplifié,
cloné dans pQE-80L, le produit de clonage est transformé dans la souche STELLAR qui
sera étalée sur milieu sélectif. Les colonies formées sur bôıte sont ensuite grattées pour en
extraire les plasmides qui constituent la banque de mutants ; celle-ci sera enfin transformée
dans FE013 pour sélectionner un ou plusieurs gènes complémentant le phénotype ∆thyA.

témoin de recircularisation, suggérant un crible de 2635 séquences potentiellement

différentes. Une seconde expérience pour laquelle différents mutants ponctuels ainsi

que la banque de mutants combinatoire ont été utilisés comme matrice a donné lieu

à 1200 mutants différents pour cinq recircularisations. Aucun de ces variants n’a

pu complémenter le phénotype d’auxotrophie pour la thymidine. On notera que le

nombre de mutants obtenus au cours de la deuxième expérience est particulièrement

faible par rapport au nombre minimal requis pour cribler ne serait-ce que la banque

de mutants combinatoire donné en figure 3.14. Le nombre de possibilités explorées

est donc relativement faible, et le système de criblage pourrait être optimisé par une

technique de clonage plus efficace. En outre, la génération de diversité génétique

par PCR mutagène peut, elle aussi, être améliorée comme décrit dans la section

suivante.

3.2.5 Développement d’un utilitaire d’optimisation de l’en-

codage des gènes pour la mutagénèse aléatoire

Il existe différentes limites à la génération d’une diversité génétique par PCR

mutagène dont l’une est intrinsèquement liée à l’usage du code. On peut considérer,
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vu les taux de mutation d’une expérience classique de PCR mutagène, qu’un codon

ne sera jamais muté plus d’une fois. L’encodage d’un acide aminé donné peut donc,

d’une certaine manière, déterminer son potentiel devenir à l’issue d’une PCR error

prone ; l’exemple un peu extrême de la sérine, illustré par la figure 3.16, montre qu’il

est plus intéressant d’encoder une sérine par AGC que par UCA.

AU GC

G

A

C

U
UCYSF

GWSTOPL S

CL P RH

AE GV A

AK RI T

UI N ST

ASTOPSL STOP
CSF Y C

AQPL R
GP QL R

UHPL R

CTI N S

GM T K R

GV A E G

CV A D G
UDV A G

AGC : R G C N T I
UCA : L P T A STOP

1ère base
2nde base

3ème base

Figure 3.16 – Représentation du code génétique. L’exemple des sérines illustre
l’importance de l’encodage d’un gène pour une expérience de PCR mutagène. La sérine
codée par le codon UCA et ses potentielles mutations sont en bleu, la sérine codée par
AGC et ses potentielles mutations sont en mauve.

Lors d’une expérience de mutagénèse aléatoire, certains événements peuvent être

particulièrement indésirables, comme l’apparition d’un codon ”STOP” au milieu

d’une séquence qui mènerait à une protéine tronquée ou l’apparition d’une proline

susceptible de perturber la structure de la protéine. En revanche, il est souhai-

table d’augmenter la diversité des mutations des différents résidus. Un programme

de prédiction prenant en entrée la séquence et proposant en sortie la probabilité

d’apparition des différents résidus a déjà été développé [104].

Nous proposons ici une démarche inverse, un programme (toujours en cours de

développement) d’encodage prenant en entrée un score attribué à chaque critère (vers

une proline, vers un codon ”STOP”, optimisation de la diversité de mutations pos-
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sible) et proposant en sortie une table d’usage du code, utilisable par un programme

de traduction inverse. Le code source de cet utilitaire est présenté en annexe. D’autre

part, les erreurs que commettent les polymérases lors d’une expérience d’évolution

dirigée ne sont pas distribuées équitablement, c’est-à-dire que les trois bases issues

de la mutation d’une base donnée n’ont pas la même probabilité d’apparâıtre (Tab.

3.4).

Tableau 3.4 – Biais de mutagénèse de différentes polymérases utilisées pour
la PCR mutagène. Les différentes valeurs ont été récupérées à partir du manuel du kit
GeneMorph II Random Mutagenesis d’Agilent Technologies.

Type de mutation MutazymeII MutazymeI Taq
A⇒N, T⇒N 50,7% 25,6% 75,9%
G⇒N, C⇒N 43,8% 72,5% 19,6%
A⇒G, T⇒C 17,5% 10,3% 27,6%
G⇒A, C⇒T 25,5% 43,7% 13,6%
A⇒T, T⇒A 28,5% 11,1% 40,9%
A⇒C, T⇒G 4,7% 4,2% 7,3%
G⇒C, C⇒G 4,1% 8,8% 1,4%
G⇒T, C⇒A 14,1% 20,0% 4,5%

Il en résulte un biais de mutagénèse propre à chaque technique de mutagénèse

aléatoire. Une autre fonctionnalité du programme proposée est la prise en compte de

ce biais de mutagénèse en pondérant le score de chaque mutation par sa probabilité

d’apparâıtre.

3.3 Conclusions et ouvertures

Au cours de ce chapitre, j’ai pu me pencher sur la séquentialité du métabolisme

des pyrimidines et, en particulier, sur le fait que les réactions chimiques des différents

métabolites s’effectuent dans le même ordre que celui de leur apparition au cours

de l’évolution, à savoir : dans un premier temps une réduction des nucléotides en

2’désoxyribonucléotides, (ARN vers ADN) et dans un second temps, la méthylation

de l’uridine (ADN U vers ADN T).

S’est alors posée la question de la versatilité de ces voies métaboliques, jusqu’à

quel point le système est-il figé ? Peut on envisager une forme de vie artificielle avec

un anabolisme du thymidylate différent, une thymidylate synthase artificielle dont
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le mécanisme catalytique est celui d’une enzyme de méthylation des ARNt, une

voie métabolique différente et peut-être plus avantageuse de biosynthèse de novo du

thymidylate ?

Ce travail a permis de mettre en évidence qu’une souche d’E.coli auxotrophe

pour la thymidine peut pousser sur milieu contenant de la ribothymidine au même

titre que la thymidine ou de la thymine ; ce sauvetage n’est possible que par l’action

de la thymidine phosphorylase. Cette nouvelle observation suggère que les enzymes

de la voie de sauvetage, la thymidine kinase et/ou la thymidylate kinase n’ont pas

d’activité, suffisante du moins, sur la ribothymidine pour permettre son incorpora-

tion dans l’ADN.

L’idée soutenue par ce chapitre est que la méthylation de l’uridine postérieure

a sa réduction constitue une erreur figée ou frozen mistake (comme définie par

F.Crick [16]) et que la méthylation de l’uridine antérieure à sa réduction permet-

trait de réduire considérablement la concentration intracellulaire en dUTP, réduisant

ainsi son incorporation dans l’ADN, elle même réduisant le besoin en enzymes de

réparation du type Uracil-N-glycosylases (UNG) relativement couteuses en énergie

pour la cellule. Seulement, la méthylation de l’uridine étant apparue après la réduction

des nucléotides au cours de l’évolution, il semble que les différentes enzymes du

métabolisme des pyrimidines sont incapables de prendre en charge cette voie poten-

tielle.

R78AWT

Figure 3.17 – Modélisation de l’UMP dans le site actif de ThyX de Thermotoga
maritima à partir de la structure 1O25. WT : l’UMP est en représentation ”spheres” et
l’enzyme en rouge et en représentation ”mesh”, permet de voir un clash stérique entre le
groupement 2’OH ajouté manuellement et l’enzyme. R78A : Il n’y a plus de clash après
simulation de l’effet sur la structure d’une mutation de l’arginine 78 en alanine.

De cette éventuelle voie alternative de synthèse de novo du thymidylate, la

première étape serait une ribothymidylate synthase. Les thymidylates synthases

semblent spécifiques du dUMP, bien que certaines données de diffraction de rayons
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X aient suggéré la présence de ribothymidylate co-cristallisé avec une thymidylate

synthase ThyX (H.Myllykallio, com. verb.). Une simple modélisation de l’UMP dans

le site actif de la thymidylate synthase ThyX de Thermotoga maritima permet de

mettre en évidence un clash stérique du groupement hydroxyle en 2’ avec le résidu

R78 du motif RHR très conservé chez les ThyX (Fig. 3.17), qui pourrait être la

cause de leur manque de spécificité envers l’UMP.

Ceci dit, du TMP a été très récemment observé in vivo chez Streptomyces viri-

dochromogenes comme intermédiaire dans la châıne de biosynthèse de polyoxynes

[105] (une famille d’antibiotiques). L’enzyme responsable de cette réaction, codée

par un gène homologue de thyX, catalyse indifféremment la méthylation du dUMP

ou de l’UMP ; cette enzyme est capable de complémenter un phénotype d’auxotro-

phie pour la thymidine. Ce qui montre que le TMP compte parmi les métabolites du

vivant après tout. Néanmoins, le TMP semble dans l’incapacité de court-circuiter

la voie métabolique traditionnelle de biosynthèse du thymidylate chez Escherichia

coli.

L’explication pourrait être l’éventuelle production de TTP après phosphoryla-

tions successives du TMP par les nucléotide kinases. Sans discrimination entre TTP

et UTP par les ARN polymérases, le ribothymidylate pourrait être incorporé dans

l’ARN à la place de l’uridylate et engendrer d’importantes perturbations structurales

et fonctionnelles (Fig. 3.18). Cette limite pourrait expliquer pourquoi la méthylation

de l’uridine postérieure à sa réduction a été conservée dans cet ordre par le vivant.

Il apparâıt donc assez clairement que cette voie métabolique alternative est très

peu probable. L’élaboration d’un nouveau mécanisme catalytique de méthylation du

dUMP reste, quand à elle, une possibilité intéressante.

Au cours de ce travail, une approche de mutagénèse aléatoire a été développé

en vue de créer une (ribo)thymidylate synthase artificielle à partir de TrmFO, une

enzyme catalysant une réaction similaire à celle des thymidylate synthases, sur la

boucle T-Ψ d’un ARN de transfert.

Les différents essais ont pu de mettre en évidence certaines limites de l’expérience,

à savoir l’étape de clonage des produits de mutagénèse aléatoire ainsi que l’impor-

tance de l’usage du code dans les expériences de PCR mutagènes en général. Le fait

de s’être penché sur ce problème a permis de proposer un utilitaire ayant le potentiel

d’améliorer l’efficacité des expériences de PCR mutagènes.

Le fait qu’aucun gène complémentant le phénotype d’auxotrophie pour la thy-

midine n’ait été obtenu à partir de trmFO ne veut pas dire que c’est impossible. Le
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Figure 3.18 – Schéma récapitulatif des voies classique et hypothétique de bio-
synthèse du thymidylate. La voie de sauvetage est en bleu, en noir, les voies existantes
et en orange, la voie envisagée. L’insertion d’uridine dans l’ADN est délétère dans la me-
sure ou elle nécessite l’activité des UNG. Cette insertion d’uridines dans l’ADN pourrait
être fortement diminuée en substituant à la méthylation du dUMP (voie de synthèse de
novo en rouge), celle de l’UMP (voie en orange). L’inconvénient de cette voie pourrait être
l’insertion de thymidine dans l’ARN probablement beaucoup plus délétère, qui expliquerait
pourquoi cette voie n’a pas été sélectionnée au cours de l’évolution.

nombre de mutants possibles pour une séquence peptidique donnée étant considérable

(20n avec n=nombre de résidus), on peut être certain de ne pas avoir exploré

toutes les possibilités de mutants pour TrmFO. Gardant à l’esprit que le système

de sélection est particulièrement astringent (tout ou rien), on pourrait envisager un

système plus graduel, avec par exemple, de faibles concentration en thymidine. La

direction prise par mes travaux a plutôt consisté en une approche rationnelle, seule-

ment, les données sur TrmFO n’étant pas suffisantes, une meilleure caractérisation

de cette enzyme est nécessaire. Tel est l’objet du chapitre suivant.
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Chapitre 4

Caractérisation biochimique de la

flavoenzyme TrmFO de Thermus

thermophilus

Les flavines sont des molécules dotées d’une forte versatilité chimique, faisant

d’elles des groupements prosthétiques d’enzymes catalysant de multiples réactions

[106]. Les flavoprotéines sont impliquées dans des processus divers (Fig. 4.1) de

transferts d’électrons (notamment dans la châıne respiratoire), de photoréception

(comme le rythme circadien ou le phototropisme chez les plantes [107]), de biolu-

minescence [108] comme de déshydrogénation à deux électrons (intervenant dans le

métabolisme énergétique ou le métabolisme des xénobiotiques [109]) etc...

Figure 4.1 – Différents processus biologiques impliquant des flavoprotéines. A :
Bioluminescence issue d’une floraison de Noctiluca scintillans dans la baie de Hong Kong
(www.theatlantic.com/photo/2015/01/a-bioluminescent-bloom-in-hong-kong/384759/)
B : Phototropisme de germes de blé (www.snv.jussieu.fr/bmedia/mouvements/trop-
photo.htm).
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Les cofacteurs flaviniques se caractérisent par leur noyau isoalloxazine qui leur

confère une couleur jaune. On en compte trois principaux types (Fig. 4.2) : les ribofla-

vines composées du noyau isoalloxazine et d’un ribitol, les flavines mono-nucléotides

(FMN) dont le ribitol est phosphorylé et les flavines adénine dinucléotides (FAD),

pour lesquelles une adénosine diphosphate est liée au ribitol.

FMN FADRiboflavine

Noyeau 
isoalloxazine

Ribitol

Adénine

Figure 4.2 – Les trois principaux types de cofacteurs flaviniques. La riboflavine
est composée d’un noyau isoalloxazine et d’un ribitol. La flavine mononucléotide (FMN)
consiste en une riboflavine phosphorylée. La flavine adénine dinucléotide est composée
d’une FMN à laquelle est lié un groupement adénosine monophosphate.

Les caractéristiques spectrales des flavines font des flavoprotéines des sujets

d’étude de choix en spectroscopie d’absorption et de fluorescence. En effet, les

spectres d’absorption des flavoprotéines peuvent changer drastiquement en fonction

de leurs états d’oxydo-réduction, comme présenté en figure 4.3.

Les flavines ont un pouvoir fluorescent important avec, pour la forme oxydée, un

maximum d’excitation à 450 nm et un pic d’émission à 520 nm. Cette fluorescence

des flavines est très versatile et peut être éteinte par leur micro-environnement au

sein des flavoprotéines ou par une interaction entre leur noyau isoalloxazine et un

substrat. Certaines modifications chimiques peuvent aussi engendrer des décalages

de longueur d’onde d’excitation ou d’émission.

Les flavoprotéines, de par ces caractéristiques spectrales, se prêtent bien aux

études de dynamique du site actif par spectroscopie résolue en temps [111].

L’activité de transfert de carbone à partir du MTHF catalysée par des flavo-

protéines est un phénomène récemment découvert. On compte aujourd’hui parmi

ces protéines, outre TrmFO, la thymidylate synthase ThyX et l’enzyme RlmFO de
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Figure 4.3 – Les différents spectres d’absorption des flavines en fonction de
leurs états d’oxydation ou de réduction. D’après [110]

méthylation d’ARN ribosomal. TrmFO et RlmFO ont une origine évolutive com-

mune que ThyX ne partage pas ; néanmoins, la compréhension de certains aspects

du mécanisme réactionnel d’une enzyme a pu être extrapolée aux autres, permet-

tant différents angles d’attaque dans l’étude d’un phénomène plus global qu’est le

mécanisme réactionnel des flavoenzymes méthyle-transférases.

La méthylation de l’uridine 54 sur son carbone 5 constitue une modification post-

transcriptionelle des ARNt très conservée parmi les organismes vivants, elle favorise

une interaction de type reverse Hoogsteen avec la méthyladénosine 58 au sein de la

boucle T-Ψ (Fig. 4.4), stabilisant la structure en ”L” de l’ARNt.

Figure 4.4 – Structure de la boucle T-Ψ de l’ARNtPhe de levure (PDB : 4TNA)
(PDB : 4TNA). La 5 méthyluridine et la 1 méthyladénosine 58 forment une interaction
de type reverse Hoogsteen qui stabilise la structure en ”L” de l’ARNt.
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Deux enzymes catalysant cette réaction sont connues, TrmA et TrmFO ; elles

sont codées par des gènes hétérologues et sont apparues indépendamment. Ainsi,

la méthylation de l’uridine 54 constitue une convergence évolutive. TrmA utilise le

S-adénosyl-L-méthionine (SAM) comme donneur de méthyle tandis que TrmFO est

une flavoenzyme qui utilise le MTHF comme donneur de méthyle.

Ce chapitre résume des travaux effectués sur l’enzyme TrmFO de Thermus ther-

mophilus. Au commencement de ce projet, l’enzyme de Bacillus subtilis avait été

étudiée sous ses aspects mécanistiques principalement [46] [112], avec pour appui les

données structurales et fonctionnelles collectées chez celle de Thermus thermophilus

[45]. D’autres études menées sur l’enzyme de Thermus thermophilus avaient permis

de déterminer le substrat minimal, fournissant une base intéressante pour l’étude

des résidus de la protéine impliqués dans la fixation du substrat ribonucléique [113].

Sur cette base, j’ai effectué des études de structure/fonction de TrmFO, via une

approche de mutagénèse dirigée, d’anisotropie de fluorescence et de spectroscopie,

j’ai pu déterminer l’implication de différents résidus dans des phénomènes potentiel-

lement pertinents pour la compréhension de l’activité de cette enzyme.

4.1 Fixation du substrat

Au cours du chapitre précédent, la construction d’une banque de mutants com-

binatoire TrmFO a été décrite, basée sur un postulat selon lequel certains résidus

seraient impliqués dans la fixation de l’ARN sans être catalytiques. Au cours d’une

étude précédant mes travaux, quatre de ces résidus, les lysines 282, 287, 409 et 410

(Fig. 4.5), avaient été mutés en alanines chez Thermus thermophilus et les acti-

vités catalytiques de ces mutants, déterminée [45]. Les mutants K409A et K410A

s’étaient avérés avoir une activité catalytique réduite de moitié environ par rapport

à l’enzyme de type sauvage tandis que les mutants K287A et K282A étaient cata-

lytiquement inactifs. Ces quatre lysines sont relativement éloignées du site actif et

ne semblent pas impliquées dans le mécanisme réactionnel proposé préalablement

[47]. Les lysines étant des résidus chargés positivement, et les phosphates des acides

nucléiques étant chargés négativement, ces résidus sont de bons candidats au rôle

de fixation du substrat. Pour tester cette hypothèse, un test de fixation d’un mini-

substrat ayant un fluorophore Alexa 532 lié en son extrémité 5’ (Fig. 4.6) a été mis

en place (le substrat minimum ayant été préalablement identifié [113]).
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K409

K410
K282

K287

Figure 4.5 – Emplacement des lysines suspectées d’être impliquées dans la
fixation du substrat par TrmFO de Thermus thermophilus (code PDB : 3G5R).
Les Lysines 282, 287, 409 et 410 ayant un rôle dans l’activité enzymatique sont relative-
ment éloignées du site actif et pourraient être impliquées dans la fixation du substrat
ribonucléique.
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Figure 4.6 – Structures secondaires de l’ARNtPhe de Thermus thermophilus
(A) et du substrat minimal utilisé en anisotropie de fluorescence (B).

Afin d’étudier la protéine TrmFO, la synthèse du gène trmFO de Thermus ther-

mophilus ré-encodé pour une expression optimisée chez E.coli a été commandée. Le

gène une fois reçu a été sous-cloné dans le vecteur d’expression pQE-80L, lequel a été

transformé dans une souche d’E.coli BL21 pour exprimer et purifier la protéine. La

protéine une fois purifiée a été soumise à une SDS-PAGE afin d’en vérifier la taille

et d’en estimer la pureté (Fig. 4.7) 1. D’autre part, le même plasmide recombinant a

pu être utilisé comme matrice de mutagénèse dirigée pour étudier l’implication des

quatre lysines dans la fixation du substrat.

1. L’intérêt pour cette étude des différents mutants présentés sur cette figure sera discuté plus
loin.
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odyssey WT C51V C223A C51S S52A

Figure 4.7 – Analyse SDS-PAGE de TrmFO de type sauvage des mutants
C51V, C223A, C51S et S52A. Les signaux des différentes protéines correspondent à
la masse moléculaire attendue pour TrmFO (49 kDa) après 30 minutes de migration à 100
V dans un gel de 12 % d’acrylamide.

4.1.1 Principe de l’anisotropie de fluorescence

ANISOTROPE Se dit d’un corps dont les propriétés physiques dépendent de

la direction suivant laquelle on les évalue : les corps cristallisés sont généralement

anisotropes. [114]

L’anisotropie de fluorescence permet d’observer la fixation d’une protéine à une

molécule fluorescente par un changement de dépolarisation de la lumière émise par

rapport à la lumière excitatrice [115]. L’anisotropie de fluorescence (r) d’une solu-

tion est directement liée au degré de liberté rotationnelle des fluorophores qui la

composent, à l’échelle temporelle de leur durée de vie de fluorescence. En solution,

le ratio d’émission de lumière polarisée parallèlement et perpendiculairement a une

lumière excitatrice sera lié directement aux mouvements browniens du fluorophore.

Lorsque une macromolécule forme un complexe avec un fluorophore, elle contraint

les mouvements browniens de celui-ci et on peut observer une augmentation du

rapport IV V /IV H (intensité de lumière émise polarisée verticalement sur l’intensité

de lumière émise polarisée horizontalement après excitation par une lumière pola-

risée verticalement). Ce rapport intégré dans l’équation suivante permet une relation

linéaire entre l’anisotropie du milieu et la dépolarisation de la lumière émise [116] :
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r = IV V−IV H
IV V +2IV H

avec en indices, la disposition des polarisateurs de la lumière excitatrice et de la

lumière captée respectivement.

Ceci dit, l’appareil de mesure polarise la lumière (Fig. 4.8), il convient donc

d’intégrer à cette équation un facteur de correction. L’intensité d’émission de lumière

polarisée perpendiculairement à la lumière excitatrice, pour une solution donnée,

doit être constante. Gardant à l’esprit que la composante horizontale de la lumière

émise est perpendiculaire à la composante horizontale de la lumière captée (en rai-

son de la disposition du capteur par rapport à la source dans un fluorimètre), le

coefficient de correction sera donc :

G = IHV
IHH

Lumière 
excitatrice

Lumière
captée

V
H

V

H Polarisateur

Polarisateur

Figure 4.8 – Schéma du montage permettant l’anisotropie de fluorescence. Un
polarisateur se situe après la source de lumière et un autre avant le capteur. On peut
noter qu’une seule des quatre configurations de polarisateurs (VV) permet de capter une
lumière polarisée parallèlement à la lumière excitatrice.

Ce coefficient, une fois intégré à l’équation qui donne l’anisotropie de fluorescence,

on obtient :

r = IV V−GIV H
IV V +2GIV H
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4.1.2 Résidus impliqués dans la fixation de TrmFO à son

substrat

Ainsi ont pu être testées les interactions entre le mini-substrat et différentes

protéines dont les résultats sont présentés sur la figure 4.9. On constate tout d’abord

que l’augmentation de la concentration en albumine sérique bovine (BSA) n’a pas

d’influence sur l’anisotropie contrairement à l’augmentation de la concentration en

protéine TrmFO de type sauvage. On peut en déduire une interaction spécifique entre

le substrat minimal fluorescent et TrmFO avec une constante de dissociation sub-

micromolaire. D’autre part, les courbes de fixation des mutants K282A et K287A se

superposent plus ou moins à celle de la protéine de type sauvage, laissant supposer

que les lysines 282 et 287 ne jouent pas de rôle important dans l’interaction entre la

protéine et son substrat, en revanche, les mutants K409A et K410A semblent fixer

le substrat significativement moins efficacement.

Concentration en protéine (nM)
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ni
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Figure 4.9 – Courbes de fixation de TrmFO et différents mutants à son sub-
strat minimal Les constantes de dissociation ont été calculées en adaptant les différentes
courbes à l’équation y = a/(1 + b/x) + c pour une concentration en substrat de 10 nM. La
BSA n’a pas d’influence sur l’anisotropie de fluorescence, tandis que la protéine TrmFO
l’augmente, montrant que l’interaction entre le mini-substrat et TrmFO est bien spécifique.
Les lysines 282 et 287 ne semblent pas impliquées dans la fixation du substrat, contraire-
ment aux lysines 409 et 410.

Ayant établi que l’interaction avec le substrat est spécifique de la protéine, il

reste à s’assurer de la réciproque (spécificité de la protéine pour le substrat). Une
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expérience similaire a été effectuée avec un ARN non structuré de même taille lié à

un fluorophore Cy5. Les résultats présentés en figure 4.10 montrent que la concen-

tration en BSA n’a pas d’influence sur l’anisotropie de fluorescence de ce nouvel

ARN, contrairement à la concentration de TrmFO de type sauvage ; ceci indique

une fixation de la protéine à cet ARN.
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Figure 4.10 – Fixation de TrmFO de type sauvage à un ARN non structuré. La
BSA, faisant office de contrôle négatif, n’a aucune influence sur l’anisotropie de fluorescence
de cet ARN, tandis que TrmFO l’augmente significativement, traduisant une interaction
avec celui-ci.

Les expériences décrites précédemment ont permis de mettre en évidence la fixa-

tion spécifique de TrmFO à son mini-substrat au même titre qu’à un ARN non

structuré. On peut en déduire que la structure de l’ARN n’est pas déterminante

pour son interaction avec la protéine TrmFO. En outre, ces dernières expériences

ont pu mettre en évidence l’implication des résidus K409 et K410 dans la fixation du

substrat. Il est intéressant de constater que la mutation des résidus K282 et K287

n’a pas (ou que peu) d’influence sur la fixation du mini-substrat tout en annihilant

l’activité enzymatique (d’après [45]). Ces résidus n’ont d’ailleurs pas de rôle appa-

rent dans le mécanisme réactionnel proposé pour TrmFO de Bacillus subtilis [46]

[112]. On peut alors proposer un mécanisme catalytique en trois temps :

— D’abord, l’enzyme fixe un ARN (sans discrimination de structure) via les

lysines K409 et K410 pour ne citer qu’elles.

— Ensuite a lieu la reconnaissance de la structure et l’insertion de l’uracile cible

dans le site actif de l’enzyme grâce aux résidus K282 et K287 à la manière de

l’enzyme TrmA (qui effectue une réaction similaire via un mécanisme SAM

dépendant).
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— Enfin peut avoir lieu la réaction de méthylation de l’uridine sur son carbone

5.

Selon des études préalables sur l’enzyme ThyX, l’interaction du dUMP avec le

noyau isoalloxazine induit un décalage du pic d’absorption de la flavine [111]. De

même manière, les aspects spectroscopiques de TrmFO ont été étudiés dans l’espoir

de visualiser un changement de spectre d’absorption induit par le mini-substrat

ribonucléique.

4.2 Caractérisation spectrale de TrmFO de Ther-

mus thermophilus

Le spectre d’absorption de TrmFO frâıchement purifiée a été mesuré dans le but

d’observer une différence attribuable à l’ajout du mini-substrat (Fig. 4.11). Bien que

n’ayant pu déceler de changement du spectre induit par le substrat minimal ARN,

il a été constaté la protéine TrmFO présentait un spectre d’absorption particulier

avec une contribution inhabituelle aux alentours de 400 nm.
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Figure 4.11 – Étude de l’effet du substrat minimal ribonucléique sur le spectre
d’absorption de TrmFO. L’absorbance à 450 nm est d’environ 0,1 et la concentration en
flavine peut être estimée à 100 µM. À température ambiante, l’ajout d’une concentration
équivalente de substrat n’a pas d’influence sur le spectre global, la baisse d’absorption
pouvant être attribuée à un effet de dilution.
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4.2.1 Spectroscopie d’absorption UV-visible

Ayant constaté que cette contribution spectrale à 400 nm diminuait irréversiblement

lorsque la protéine était exposée à la lumière (tout en restant constante lorsque la

protéine était conservée à l’obscurité), j’ai pu affirmer que la protéine frâıchement

purifiée comportait une espèce chimique de flavine photosensible (Fig. 4.12A). Après

soustraction d’un spectre de flavoprotéine oxydée (en l’occurrence, le mutant Y343F

de TrmFO) multiplié par un coefficient correcteur aux différents spectres d’absorp-

tion de TrmFO au cours de l’illumination, on obtient un pic à 400 nm qui di-

minue pour finalement donner un spectre semblable à celui d’une forme FADH−

(Fig. 4.12B). On peut supposer qu’une préparation de TrmFO frâıchement purifiée

contient, pour la partie holoenzymatique, un mélange de flavine oxydée et de cette

espèce particulière absorbant à 400 nm.
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Figure 4.12 – Évolution du spectre d’absorption de TrmFO au fil de son illu-
mination. A : spectre de la protéine frâıchement purifiée, B : spectre de la protéine duquel
est soustrait le spectre du mutant Y343F qui n’a pas de composante à 400 nm. Au cours
de l’illumination de TrmFO l’absorption à 400 nm diminue de pair avec une augmentation
d’absorption vers 350.

Les données cristallographiques obtenues sur l’enzyme TrmFO de Thermus ther-

mophilus [45] ont pu mettre en évidence certains résidus notables aux alentours du

noyau isoalloxazine de la flavine (Fig. 4.13). On note ici la présence d’une tyrosine

en position 343 à 3,8 Å de la flavine, dont le noyau aromatique est impliqué, avec
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cette dernière, dans une interaction de type π − π et dont le groupement hydroxyle

permet une liaison hydrogène avec l’azote d’une cystéine en position 51. Il a été

démontré préalablement que cette cystéine 51 est impliquée dans la catalyse [45]

au même titre que son équivalent en position 54 de l’enzyme de Bacillus subtilis

[46]. Afin de déterminer l’implication de ces différents résidus dans la formation de

cet espèce (potentiellement révélatrice d’un intermédiaire réactionnel), différentes

mutagénèses dirigées ont été réalisées.

Figure 4.13 – Représentation du site actif de TrmFO de Thermus thermophilus
(PDB : 3G5R) co-cristallisée avec FAD (en jaune) et tétrahydrofolate (en orange). On
observe des interactions d’empilement π − π entre la Tyrosine 343, le noyau isoalloxazine
de la flavine, le tétrahydrofolate et l’histidine 308. En outre, le groupement hydroxyle de la
tyrosine 343 est impliqué dans une liaison hydrogène avec l’azote de la cystéine catalytique
C51.

Les plasmides codant pour les mutants C51A, Y343F, et H308G ont été synthétisés

par PCR pour être transformés dans la souche d’expression BL21 et in fine, exprimer

et purifier les protéines pour lesquelles ils codent.

La mutation d’une cystéine en alanine équivaut à une excision du groupement

thiol réactif ; celle de la tyrosine en phénylalanine revient à ôter la fonction hydroxyle

portée par le noyau ϕ ; enfin, la mutation d’une histidine en glycine équivaut à

dépléter le résidu de sa châıne latérale.

Les différents mutants purifiés présentaient des spectres de flavine oxydée clas-

siques avec deux pics à 450 nm et 380 nm, indiquant une implication de ces trois

résidus dans la formation ou dans la stabilisation de cette espèce absorbant à 400

nm. D’autre part, j’ai pu remarquer que, dans le cas du mutant Y343F, la flavine

était photo-réductible, tandis qu’elle ne l’était pas dans le cas des mutants H308G

et C51A (Fig. 4.14).
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Figure 4.14 – Spectres d’absorption des mutants Y343F et C51A (A) et pho-
toréduction du mutant Y343F (B). Le spectre d’absorption de la protéine TrmFO
frâıchement purifiée présente une composante inhabituelle à 400 nm. Les spectres d’absorp-
tion des mutants Y343F, H308G et C51A n’ont pas cette caractéristique. Les résidus Y343,
H308 et C51 sont donc probablement impliqués dans la formation ou la stabilisation d’une
espèce de flavine absorbant à 400 nm. En outre le mutant Y343F est photo-réductible.

En outre, le rôle d’une seconde cystéine (C223) catalytique a été examiné et le

mutant C223A a été conçu, exprimé et purifié. Son spectre d’absorption s’est avéré

similaire à celui de la protéine de type sauvage au même titre que son comportement

vis-à-vis de la lumière (Fig. 4.15). À ce stade, ce pic d’absorption à 400 nm observé

pour l’enzyme de type sauvage pouvait refléter un intermédiaire réactionnel stabilisé

dans la protéine frâıchement purifiée, dont la formation nécessitait l’action du résidu

C51 mais pas celle du résidu C223.

4.2.2 Identification de l’espèce chimique absorbant à 400 nm

Quelques rares occurrences de flavoprotéines dont le spectre d’absorption présente

une contribution inhabituelle à 400 nm apparaissent dans la littérature. On compte

parmi elles, le cas d’une flavoprotéine de transfert d’électron (ETF) qui, après ajout

de flavine libre, présente un spectre d’absorption similaire [117]. Dans le cas de

TrmFO, l’ajout de FAD dans l’extrait cellulaire n’a pas d’effet sur le spectre d’ab-

sorption et la contribution à 400 nm est toujours observable. Dans le cas de la

chito-oligosaccharide oxydase de Fusarium graminearum, la flavine est covalament

liée par son carbone 5 à une cystéine et une histidine par son groupement méthyle

porté sur le carbone 8. Le spectre d’absorption de cette enzyme dont l’histidine im-

pliquée a été mutée en alanine compte, lui aussi, une contribution à 400 nm [118],

probablement caractéristique d’un simple adduit cystéinyl.
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Figure 4.15 – Spectres d’absorption des protéines de type sauvage (WT)
et mutante (C223A) avant et après illumination. Les protéines WT et C223A
frâıchement purifiées ont des spectres d’absorption similaires avec une composante à 400
nm et ont le même comportement vis-à-vis de la lumière. Les mesures ont été réalisées
dans des cuves de quartz d’1 mm et les concentration en flavine du type sauvage et du
mutant peuvent être estimée à 40 µM et 55 µM respectivement

Enfin, des expériences de stopped flow sur la sarcosine oxydase ont révélé un in-

termédiaire réactionnel absorbant à 400 nm [119] [120]. L’intermédiaire en question

s’avère être un ion iminium (un groupement methylène sur l’azote 5 du noyeau isoal-

loxazine). Cette dernière hypothèse sera discutée plus en détails pour sa pertinence

mécanistique. En effet, tous les mécanismes catalytiques proposés jusqu’ici pour les

méthyle-transférases flavine dépendantes impliquent un transfert de méthylène vers

la flavine dans un premier temps, puis vers l’uridine dans un second.
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C51

FAD
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C51
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Y343

Figure 4.16 – Stabilisation de l’intermédiaire iminium par les résidus C51 et
Y343. La tyrosine 343 permettrait une stabilisation électrostatique de l’iminium ; et la
cystéine 51, pourrait le stabiliser via une liaison covalente réversible.
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En outre, ce travail a pu affirmer que les résidus H308, Y343 et C51 sont

nécessaires à la formation ou la stabilisation de l’espèce chimique absorbant à 400

nm. L’histidine 308 pourrait être responsable du positionnement du MTHF donneur

de méthylène en face de la flavine. L’intermédiaire iminium étant probablement in-

stable, on pourrait envisager un rôle stabilisateur pour les résidus C51 et Y343. La

figure 4.16 représente un mécanisme postulé de stabilisation de l’iminium par ces

derniers.

Il est à noter que le spectre d’absorption de la protéine TrmFO de Bacillus

subtilis frâıchement purifiée présente des similitudes avec celui de TrmFO de Ther-

mus thermophilus après illumination (et après soustraction du spectre d’une flavine

oxydée) [112]. Chez Bacillus subtilis, ce spectre a été attribué à une flavine alkylée

(pont méthylène entre la cystéine 54 et l’azote 5 du noyau isoalloxazine). Dans le cas

de TrmFO, cette forme alkylée pourrait résulter d’un effet irréversible de la lumière

sur la forme de droite de la figure 4.16. Le mécanisme réactionnel de la lumière sur

cette forme reste à élucider. En outre, la forme alkylée chez Bacillus subtilis s’oxyde,

tandis qu’elle est stable chez Thermus thermophilus.

L’instabilité de l’intermédiaire iminium rend son étude difficile, le voici désormais

à disposition, stabilisé par le micro-environnement de TrmFO ; ceci devrait permettre

de mieux le caractériser, notamment en fluorescence.

4.2.3 Spectroscopie d’émission de fluorescence à l’état sta-

tionnaire

Afin de mieux caractériser ce phénomène, des mesures de fluorescence ont été

effectuées. Dans le cas de la protéine de type sauvage excitée à une longueur d’onde

de 400 nm, on observe un spectre d’émission de fluorescence ayant un maximum aux

environs de 540 nm. Dans le cas du mutant C51A excité par une lumière de 450 nm,

l’émission de fluorescence est quasi nulle. L’observation des données structurales de

TrmFO montrant la tyrosine 343 à proximité du noyau isoalloxazine de la flavine,

laissait supposer que cette tyrosine était un quencher de fluorescence, à juste titre,

dans la mesure où l’on peut constater que la fluorescence est restaurée dans le cas

du double mutant C51A Y343F, seulement, avec un pic d’émission à 520 nm après

excitation à 450 nm.

Il en a été conclu que la protéine TrmFO de Thermus thermophilus frâıchement

purifiée contient, pour la partie holoenzymatique, un mélange de protéines dont
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Figure 4.17 – Spectres d’émission de fluorescence de différents mutants de
la protéine TrmFO. La composante absorbant à 400 nm de la partie holoenzymatique
de la protéine frâıchement purifiée présente un pic d’émission de fluorescence à 520 nm.
La composante ”flavine oxydée” (omniprésente chez le mutant C51A) trouve sa fluores-
cence éteinte par la tyrosine 343, le double mutant C51A Y343F trouvant sa fluorescence
restaurée avec un pic d’émission classique à 500 nm.

une partie contient une flavine oxydée et une autre partie contient une espèce de

flavine non identifiée. La partie contenant une flavine oxydée trouve sa fluorescence

éteinte par la tyrosine 343 ; l’autre partie dont la formation nécessite une cystéine

en position 51, absorbe à 400 nm et fluoresce avec un maximum d’émission à 540

nm en plus de s’avérer photoconvertible en une potentielle flavine alkylée.

Pour s’assurer que l’extinction de fluorescence observée chez le mutant C51A

n’était pas du fait de la présence d’une alanine à cette position, les plasmides codant

pour des mutants C51V et C51S ont été synthétisés, et les protéines correspondantes

exprimées et purifiées afin d’être caractériseés en spectrofluorimétrie 2.

Dans les cas de ces trois mutants, l’intensité d’émission de fluorescence s’est

trouvée considérablement diminuée (en comparaison avec le spectre d’émission d’une

flavine oxydée classique). Néanmoins, la comparaison entre ces trois différents mu-

tants a permis de constater des différences significatives. Tout d’abord, l’émission de

fluorescence de C51V est plus importante que celle de C51A (alors que sa concen-

tration en cofacteur donné par l’absorbance à 380 nm est plus faible). En outre, l’in-

tensité d’émission de fluorescence du mutant C51S semble environ sept fois moins

2. Ces dernières expériences ont été réalisées par Maeva SABBAN, à l’occasion de son stage de
licence effectué sous ma bienveillante supervision.
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Figure 4.18 – Spectres d’émission de fluorescence de trois différents mutants
pour la cystéine 51. Le photo-multiplicateur a été réglé à 1000 V, et la longueur d’onde
d’excitation à 380 nm. L’absorbance à 380 nm pour chaque préparation est indiquée et
permet de rapporter les intensités de fluorescence à la concentration en flavine. C51S
fluoresce trois fois moins que C51A qui lui même fluoresce deux fois moins que C51V.

importante que celle de C51A pour une différence de concentration d’un facteur

deux. La nature du résidu en position 51 a donc une influence notable sur l’extinc-

tion de fluorescence de la flavine par la tyrosine 343.

Afin d’étudier plus en détail ces différences observables en état stationnaire, les

différentes protéines ont été étudiées en fluorimétrie résolue en temps.

4.3 Spectroscopie ultra-rapide

4.3.1 Principe

La spectroscopie ultra-rapide permet, entre autres, d’étudier des phénomènes

de fluorescence avec une résolution de l’ordre de la centaine de femto-seconde. Le

principe repose sur un obturateur Kerr. Le milieu de Kerr a la particularité de

tourner la polarisation de la lumière qui le traverse sous l’effet d’un pulse à 800

nm. Lorsqu’il est placé entre deux polarisateurs perpendiculaires, il joue le rôle

d’obturateur (à la manière de celui d’un appareil photo). Sans pulse à 800 nm,

la lumière passe par le premier polarisateur, puis le milieu de Kerr qui n’a pas
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d’influence sur sa polarisation, et sera donc arrêtée par le second polarisateur orienté

perpendiculairement au premier. Après un pulse de lumière à 800 nm, le changement

de polarisation du milieu de Kerr permettera le passage de lumière (une émission de

fluorescence en ce qui concerne ce travail). Le temps d’obturation sera défini par le

milieu de Kerr utilisé, le CS2 a un temps de réponse d’une pico-seconde tandis que le

suprasil et le benzène en ont un d’environ 200 et 500 femto-secondes respectivement

[121].

Afin de décrire un phénomène dans sa globalité, il est nécessaire de l’échantilloner

par une fréquence d’acquisition largement supérieure à la durée du phénomène lui

même. Par exemple, pour photographier le vol d’un pélican pendant un cinquième de

seconde (Fig. 4.19), avec une résolution temporelle satisfaisante, il faudrait prendre

25 photographies par seconde.

Figure 4.19 – Chronophotographie du vol du pélican. Prise à 25 images par seconde
par Etienne-Jules Marey [122].

Pour obtenir un espacement temporel des acquisitions, le laser d’obturation (qui

envoie des pulses de lumière à 800 nm sur le milieu de Kerr) s’éloigne du milieu

de Kerr pour chaque point. Le décalage spatial induit un décalage temporel du

moment d’obturation (le temps parcouru par la lumière étant plus long) permet-

tant l’échantillonnage de l’émission de fluorescence à des intervales de l’ordre de la

centaine de femto-seconde.

4.3.2 Identification d’un second quencher de fluorescence

On peut constater que la décroissance de fluorescence de la protéine de type

sauvage est multiphasique (Fig. 4.20) 3. Une première phase rapide (::1 ps) avec un

3. Ces expériences ont été réalisées en collaboration avec Lipsa Nag et Marten Vos.
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maximum d’émission vers 520 nm correspond probablement à la fluorescence d’une

flavine oxydée et une autre phase plus lente (::2 ns) avec un maximum d’émission

vers 540 nm correspondant à l’espèce absorbant à 400 nm (Fig. 4.21). Le fait que

la fluorescence de l’iminium supposé est 2000 fois plus longue que celle de la flavine

oxydée explique pourquoi son spectre est largement majoritaire en fluorescence à

l’état stationnaire. La fluorescence du mutant C51A décroit considérablement plus

rapidement, du fait d’un transfert de charge vers la tyrosine 343. Dans le cas du

double mutant C51A Y343F, on constate aussi une phase de décroissance rapide,

suggérant que la tyrosine 343 n’est pas le seul résidu à pouvoir éteindre la fluores-

cence de la flavine.
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Figure 4.20 – Décroissance de fluorescence en fonction du temps. On peut dis-
tunguer deux phases de décroissance de fluorescence de la protéine de type sauvage, une
rapide (environ 1 ps) et une lente (environ 2 ns). Pour le mutant C51A, on observe princi-
palement une phase de décroissance rapide (1 ps), indiquant une extinction de fluorescence
par le micro-environnement de la flavine. Le double mutant Y343F C51A trouve sa fluores-
cence restaurée, ce qui montre que Y343 est un quencher de fluorescence, mais une phase
rapide persiste. La décroissance de fluorescence du triple mutant C51A W214F Y343F n’a
pas de phase rapide ; le résidu W214 est donc le deuxième quencher de fluorescence.

Après observation des données structurales, la tyrosine 394 située à 9 Å du noyau

isoalloxazine a été mutée en phénylalanine et aucune différence significative n’a pu

être observé avec la protéine de type sauvage ; il en a été de même pour le double
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Figure 4.21 – Spectres associés à la décroissance de fluorescence de la protéine
de type sauvage (WT) et du mutant C51A. La décroissance de fluorescence de la
protéine de type sauvage a été décomposée en une phase rapide (1 ps) dont le spectre
d’émission correspond à celui d’une flavine oxydée, et une phase lente (2 ns) correspondant
à l’iminium suspecté.

mutant Y343F Y394F comparé au simple mutant Y343F. En outre un tryptophane

situé au milieu d’une boucle non structurée en position 214 semblait un candidat.

Dans le cas du triple mutant Y343F W214F C51A, la phase de décroissance rapide

n’est pas observable, ce qui indique que le résidu W214 est un second quencher de

la fluorescence de la flavine.

Dans l’objectif de cerner la nature de l’espèce de flavine absorbant à 400 nm, la

protéine de type sauvage a été dialysée et précipitée thermiquement en vue d’une

analyse du surnageant par spectrométrie de masses.

4.4 Chromatographie en phase liquide couplée à

un spectromètre de masses

4.4.1 Principe

La spectrométrie de masses permet de déterminer les masses des molécules d’une

solutions, via la mesure de leurs rapports masses/charges (m/z). Cette technique se

base sur le lien entre la masse et l’énergie cinétique, ou sur celui entre la masse et

l’oscillation dans un champ électrique ou magnétique. Les molécules, dans un premier

temps, seront chargées (étape d’injection) par MALDI (Matrix assisted Desorption
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ionization) ou ou par electronébulisation (ESI pour Electro Spray Ionisation). Ces

molécules seront ensuite accélérées dans un vide poussé (10−7 Torr) pour enfin être

analysées par temps de vol (TOF pour time of flight) ou résonnance cyclotronique

dans les cas de la FTICR (Fourrier Transform Ion Cyclotron Resonnance) et de

l’orbitrap.

L’injection

— Le MALDI consiste en une cristallisation des échantillons mélangés à une

matrice excitable dans l’ultraviolet par séchage sur plaque. Une fois cette

plaque introduite dans un spectromètre ou le vide est fait, elle sera irradiée

par un LASER, induisant l’évaporation de la matrice et la libération des

molécules contenues dans l’échantillon. A cette étape, la matrice cèdera des

protons aux molécules alors mono-chargées (Fig. 4.22).
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Figure 4.22 – Schéma d’une source MALDI. L’irradiation par le LASER induit
la désorption du mélange matrice + échantillon, puis l’évaporation de la matrice
protonne les molécules de l’échantillon.

— L’electronébulisation se fait dans des capillaires de section micrométrique sou-

mis à une tension électrique. L’échantillon est pulvérisé sous forme d’aérosol

et les molécules qu’il contient sont désolvatées et multi-chargées (Fig. 4.23).

L’analyse

— Le temps de vol (TOF pour Time Of Flight) permet de discriminer les ions

en fonction de leur masses. Les ions reçoivent tous une quantité d’énergie
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Figure 4.23 – Schéma d’une source électronébulisante.La haute tension entre le
capillaire et l’analyseur sous vide permet la désolvatation des molécules alors chargées.

cinétique égale (Ec = 1/2mv2), et la mesure de leurs temps d’arrivée au

détecteur permet d’en déduire leurs masses.

— Les quadrupôles et pièges ioniques filtrent les ions en leurs imposant un champ

électrique. Les ions y oscillent et sont éjectés si leurs rapport masse sur charge

est trop éloigné de leurs zone de stabilité dans le champ. Ces deux systèmes

sont couplés à des détecteurs à dynodes en cascade, permettant une amplifi-

cation du signal lors d’un choc avec un ion.

— FTICR et l’orbitrap piègent les ions à l’aide de champs, magnétiques pour

le FTICR (Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance), et électriques pour

l’orbitrap. Les ions ainsi captés par l’analyseur y oscillent et c’est leur fréquence

de rotation qui permet d’établir leur rapport masse sur charge.

4.4.2 Indication d’un intermédiaire covalent FAD-ARNt par

LC-MS

Après dénaturation, le spectre d’absorption de la flavine contenue dans le sur-

nageant était caractéristique de celui d’une flavine oxydée. Ces dernières observa-

tions appuyaient l’hypothèse selon laquelle l’ion iminium postulé est stabilisé par

le micro-environnement de la protéine. En outre, le rapport des absorbances à 260

et 450 nm était significativement plus important que selui d’une solution de FAD,

suggérant la présence d’acides nucléiques dans le surnageant. La chromatographie

en phase liquide couplée à un spectromètre de masses (LC-MS) a permis d’identifier

des molécules de la masse des différents ribonucléotides constituants l’ARN, ainsi

que de la ribothymidine (Fig .4.24).
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On constate des pics pour les masses du CMP, GMP, et de l’UMP pour lesquels

l’élution cöıncide. En outre, l’AMP présente un profil d’élution différent avec un pic

à 2,9 minutes ainsi que d’autres pics entre 8 et 9 minutes d’élution ; une partie de

l’AMP est co-éluée avec les différents ribonucléotides et l’autre partie est co-éluée

avec la flavine. Contrairement aux autres nucléotides, l’élution du TMP cöıncide avec

celle de la flavine. Cette dernière observation nous a poussé à croire en la présence

d’un intermédiaire covalent entre la flavine et l’ARN, stable à la température de

dénaturation et rompu lors de l’ionisation.
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Figure 4.24 – Résultats de LC-MS du surnageant obtenu après précipitation
d’une préparation de TrmFO. Les ribonucléotides caractéristiques de l’ARN sont élués
à 2,9 min, l’AMP est aussi présente après 8 min d’élution, correspondant à la flavine. Du
TMP est aussi présent et élué à 8,6 minutes (en même temps que la flavine), laissant
suggérer un intermédiaire covalent entre la flavine et une thymidine.

4.5 Conclusions et ouvertures

Ce chapitre a pu résumer des travaux et réflexions sur les flavoprotéines méthyle-

transférases en général, et TrmFO plus particulièrement. Bien que les enzymes ThyX

et TrmFO catalysent des réactions relativement similaires, quelques différences sont

à noter.

Des données structurales de ThyX co-cristallisée avec dUMP et MTHF sont dis-

ponibles (Fig. 4.25). On peut constater un empilement entre dUMP, FAD, MTHF

et une histidine en position 53 chez Thermotoga maritima, ce qui suggère la possi-

bilité d’un transfert direct du MTHF vers le dUMP via le noyeau isoalloxazine de

la flavine.
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Figure 4.25 – Structure du site actif de l’enzyme ThyX de Thermotoga ma-
ritima co-cristallisée avec FAD, dUMP et MTHF. La co-structure (code PDB :
4GT9) a été alignée à celle du tétramère (code PDB : 1O24) et le résidu H53 du tétramère
a été réorienté pour mettre en évidence son interaction d’empilement avec le MTHF. La
structure montre que les deux substrat peuvent coexister au sein du site actif suggérant
un mécanisme bibi aléatoire.

En ce qui concerne TrmFO, aucune donnée structurale de l’enzyme en présence

du substrat n’est, pour le moment, disponible. La structure de TrmFO co-cristallisée

avec MTHF et FAD ne laisse pas de place pour une uridine supplémentaire (Fig. 4.27

(A)). On peut spéculer un mécanisme de type ping-pong pour l’enzyme TrmFO (Fig.

4.26), à savoir : un transfert de méthylène du MTHF vers la flavine dans un premier

temps suivi de la sortie du THF du site actif de l’enzyme avant le transfert du

méthylène vers l’uridine 54. Cette proposition est appuyée par une étude préalable

sur TrmFO de Bacillus subtilis, selon laquelle la protéine frâıchement purifiée peut

méthyler efficacement l’ARNt sans ajout de MTHF [48].

TrmFO FADH-

MTHF

THF
ARNt U54

ARNt m5U54

TrmFO FAD ImH+

TrmFO FAD

Figure 4.26 – Mécanisme enzymatique de TrmFO. Dans un premier temps a lieu
le transfert d’un groupement méthylène sur le noyau isoalloxazine de la flavine, menant à
la formation d’un ion iminium ; dans un deuxième temps, le groupement méthylène sera
transféré sur l’ARNt

Pour ce faire, le groupement méthyle transféré au noyeau isoalloxazine de la

flavine doit être stabilisé par le micro-environnement de l’enzyme. Ce travail a pu
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Figure 4.27 – Structure de l’enzyme TrmFO de Thermus thermophilus co-
cristallisée avec MTHF et FAD (code PDB : 3G5R). La configuration structurale
suggère fortement une impossibilité de co-existance de l’uridine de l’ARNt et du MTHF
au sein du site actif. Il en découle que TrmFO catalyserait la méthylation de l’uridine 54
selon un mécanisme de type ping-pong (A). Après transfert du groupement méthylène sur
le noyeau isoalloxazine, l’ARNt peut être fixé par les lysines 409 et 410, puis ajusté par
les lysines 282 et 287 (B).

mettre en évidence l’importance des résidus H408, Y343 et C51 de l’enzyme TrmFO

de Thermus thermophilus pour la formation, ou la stabilisation, d’une espèce chi-

mique inhabituelle de flavine absorbant à 400 nm que l’on suppose être un ion

iminium. Cette hypothèse impliquerait l’existence d’un équilibre entre une forme

d’adduit FAD-enzyme via un pont méthylène entre l’azote 5 et la cystéine 51, et

une forme réactive chargée positivement, stabilisée par la tyrosine 343.

En outre, ThyX catalyse la méthylation du dUMP libre tandis que l’uridine

ciblée par TrmFO se trouve au sein de la boucle T-Ψ de L’ARNt et intéragit avec

une adénosine. On peut supposer la nécessité d’un ajustement conformationnel du

substrat pour rendre accessible le carbone 5 de l’uridine au site actif de l’enzyme

TrmFO.

Ce travail a permis d’établir clairement le rôle des résidus K409 et K410 dans la

fixation du substrat par TrmFO, et soulever la question du rôle des résidus K282 et

K287 (Fig. 4.27 (B)). En effet, la mutation de ces deux derniers en alanine n’a pas eu

d’influence notable sur l’interaction entre la protéine et son substrat minimum, tout

en annihilant l’activité catalytique. Ces dernières observations font des résidus K282

et K287 des candidats intéressants au rôle d’ajustement structurel du substrat.

Des informations structurales de TrmFO co-cristallisée avec son substrat ribo-

nucléique permettraient de confirmer ou d’infirmer l’hypothèse énoncée précédemment.

Les résultats de LC-MS présentées dans ce chapitre suggèrent la présence d’un in-

termédiaire covalent stable entre la flavine et un substrat ARN dans une préparation
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de TrmFO de Thermus thermophilus. Il devrait être possible de piéger cet in-

termédiaire covalent (éventuellement avec le substrat minimal) afin d’en résoudre la

structure.
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Conclusions générales et

perspectives

Ce travail, d’abord motivé par une démarche de biologie synthétique visant à

explorer des voies artificielles de biosynthèse du thymidylate, s’est vite heurté à des

limites. Les voies de biosynthèse du thymidylate constituent un système ancestral,

particulièrement rigide, qui s’est avéré difficile à contourner.

Métabolisme des pyrimidines chez E.coli

Dans un premier temps, la séquentialité des réactions métaboliques menant à la

synthèse de novo du thymidylate ne semblait pas optimale. Cette séquentialité ne

trouvant a priori pour seule explication que l’ordre d’apparition de ses différents

composants au cours de l’évolution, une voie alternative a été proposée. Cette po-

tentielle voie orthogonale consiste en une méthylation de l’uridine antérieure à sa

réduction en 2’désoxyuridine. Pour tester cette voie, un sauvetage du phénotype

d’auxotrophie pour la thymidine par la ribothymidine a été réalisé.

J’ai pu identifier la voie métabolique permettant ce sauvetage comme impli-

quant la désoxythymidine phosphorylase. Le mécanisme de sauvetage par la ribo-

thymidine se fait donc en deux temps : une phosphorolyse de la ribo-thymidine

en ribose-1-phosphate et en thymine, puis la formation d’une liaison n-glycosidique

entre thymine et 2’désoxyribose-1-phosphate dont le produit est la thymidine. Cette

observation indique une incapacité de la thymidine kinase, ou des ribonucléotides

réductases, à prendre en charge la ribothymidine.

La spécificité des ces enzymes à l’encontre de la ribothymidine pourrait s’ex-

pliquer par le risque d’incorporer de la thymidine dans l’ARN au cours de la tra-

duction. On peut facilement envisager les effets particulièrement délétères d’une

éventuelle incorporation de thymidine dans l’ARN : si la thymidine pouvait s’incor-
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porer dans l’ARN au même titre que l’uridine et sans discrimination, c’est toute la

structure macromoléculaire des ARN qui risquerait de s’en trouver perturbée. En

effet, contrairement à la thymidine, l’uridine peut être impliquée dans de nombreux

types d’interactions stabilisant la structure des ARN [123].

Néanmoins, dans certains cas d’interaction rares et spécifiques, la présence d’une

thymidine est plus favorable que celle d’une uridine. La spécificité de ces cas explique

pourquoi la thymidine dans l’ARN n’est synthétisée que post-transcriptionnellement

par des enzymes dédiées à ces fonctions.

Évolution dirigée de TrmFO en thymidylate synthase

Au cours de ce travail, j’ai eu l’occasion de tenter de modifier une de ces enzymes,

TrmFO, pour en annihiler la spécificité envers les ARNt et la rendre catalytiquement

active sur de l’uridine libre. Un système de sélection a pu être développé à cette fin,

consistant en un clonage de gènes issus de mutagénèse aléatoire, d’amplification de

la banque de mutants et, de transformation d’une souche d’E.coli auxotrophe pour

la thymidine étalée sur milieu sélectif. Les essais, bien que n’ayant pas aboutis, n’im-

pliquent pas nécessairement l’impossibilité de leur aboutissement. Ainsi, les limites

du protocole ont pu être mises en évidence. Un clonage plus efficace permettrai

la sélection du gène complémentant le phénotype d’auxotrophie pour la thymidine

parmi un plus grand nombre de mutants. D’autre part, et de manière plus générale,

une somme de contraintes qui s’appliquent aux expériences de mutagénèse aléatoire

pourraient être contournées. L’encodage d’un gène peut avoir une influence signifi-

cative sur l’issue d’une campagne d’évolution dirigée. Ce travail a présenté l’occasion

de proposer un programme permettant d’optimiser l’encodage d’un gène en vue d’un

campagne d’évolution dirigée (écrit par Simon Dadoun et dont le code source est

exposé en annexe). Au vu de la baisse continuelle des tarifs de synthèse de gènes,

ce programme pourrait apporter une valeur ajoutée non négligeable aux campagnes

d’évolution dirigée, et éventuellement aider à l’évolution in vitro du gène trmFO en

un gène complémentant le phénotype d’auxotrophie pour la thymidine.

Caractérisation biochimique et spectrale de TrmFO

Ceci dit, une manière plus rationnelle d’arriver à cet objectif a été de se pen-

cher sur les différences mécanistiques entre TrmFO et la thymidylate synthase

ThyX. TrmFO et ThyX sont les représentants d’une classe d’enzymes récemment
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découvertes, les méthyle-transférases flavine-dépendantes. Bien que les réactifs soient

similaires (MTHF comme donneur de carbone, NADPH comme réducteur), certaines

différences restent notables. TrmFO méthyle l’udirine d’un ARN tandis que ThyX

méthyle du dUMP libre. Il en découle que TrmFO utilise un mécanisme permet-

tant de discriminer le substrat. Ce travail a permis d’identifier l’implication de deux

résidus, les lysines 409 et 410, de l’enzyme TrmFO de Thermus thermophilus, dans

la fixation d’un substrat minimal. Les rôles de deux autres résidus, critiques pour

l’activité catalytique, les lysines 282 et 287, demeurent indéfinis ; ces deux derniers

n’étant pas impliqués dans la fixation du substrat, ils pourraient l’être dans son ajus-

tement conformationnel. Une co-structure de TrmFO et son substrat permettrait

probablement d’appuyer ou réfuter cette hypothèse. Dans un avenir plus proche, un

modèle de docking de TrmFO à son substrat ribonucléique (un ARNt) offrira des

perspectives intéressantes 4.

Une autre différence entre ThyX et TrmFO réside en leurs mécanismes cataly-

tiques. Une structure de ThyX co-cristallisée avec dUMP, MTHF et FAD montre

une co-existence des trois substrats au sein du site actif, suggérant la possibilité d’un

transfert ”direct” du méthyle depuis le MTHF vers le dUMP via la flavine. Dans le

cas de TrmFO de Bacillus subtilis, un intermédiaire capable de méthyler de l’ARN

sans ajout de MTHF, a pu être isolé au cours d’une étude préalable [47]. Cette ob-

servation ouvre la possibilité d’un mécanisme de type ping-pong pour TrmFO. Les

observations recueillies au cours de ce travail vont dans ce sens. La protéine TrmFO

de Thermus thermophilus exprimée par Escherichia coli absorbe la lumière entre

200 nm 600 nm de façon singulière. Une composante du spectre d’absorption à 400

nm, inhabituelle chez les flavoprotéines, a été observée.

Devant cette particularité, l’hypothèse suggérée est celle d’un ion iminium, formé

au cours de l’expression de la protéine. L’iminium, (groupement méthylène sur

l’azote 5 du noyau isoalloxazine) constitue un intermédiaire réactionnel postulé pour

chacune des méthyltransférases flavine-dépendantes, selon les mécanismes cataly-

tiques proposés à ce jour. Cet iminium pourrait être l’intermédiaire réactionnel formé

après action du MTHF. Selon nos observations, cet intermédiaire serait stabilisé par

deux résidus du site actif, la cystéine 51 et la tyrosine 343. J’ai mis en évidence une

photo-conversion de cet intermédiaire en une espèce de flavine alkylée, ceci selon un

mécanisme qui reste à élucider. L’intermédiaire postulé a été caractérisé en spectro-

4. Un modèle de docking à déjà été proposé [124] ne faisant pas intervenir les résidus 409 et
410. Les observation rapportées par ce travail permettront d’affiner ce modèle.
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scopie d’absorption, en spectroscopie de fluorescence à l’état stationnaire ou résolue

en temps. La spectroscopie ultra-rapide a, en outre, fourni certaines informations

sur la dynamique moléculaire de TrmFO. La fluorescence de la flavine oxydée de

TrmFO peut être éteinte par la tyrosine 343 et par le tryptophane 214 situé sur une

boucle flexible (qui n’apparâıt pas dans les données structurales) de TrmFO. Cette

boucle flexible peut donc contacter le site actif de TrmFO.

Des simulations dynamiques sont en cours et permettront certaines précisions

sur le rôle des différents résidus de l’enzyme TrmFO, et, plus généralement, sur son

mécanisme catalytique. La conaissance de TrmFO permettra de mieux caractériser

l’activité de transfert de méthyle, une partie récemment découverte de l’éventail des

réactions catalysées par les flavo-enzymes.
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1.7 Instabilité intrinsèque de la liaison phosphodiester des ARN et mécanisme
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1.12 Différentes bactéries pathogènes utilisant une thymidylate synthase

ThyX. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12
1.13 Structure de ThyX de Thermotoga maritima co-cristallisée avec FAD

et dUMP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
1.14 Comparaison des conformations du dUMP au sein de ThyA d’Escherichia

coli (code PDB : 1BID) et de ThyX de Thermotoga maritima (code
PDB : 1O25). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14
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1.16 Mécanisme catalytique proposé pour les thymidylate synthases ThyX. 15
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1.22 Postulat de mécanisme catalytique pour TrmFO. . . . . . . . . . . . 22
1.23 Alignement partiel de séquences des protéines MnmG de Aquifex aeo-

licus et TrmFO de Thermus thermophilus. . . . . . . . . . . . . . . . 23
1.24 Comparaison des sites actifs de TrmFO et MnmG . . . . . . . . . . . 23
1.25 Formule des cofacteurs flaviniques. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24

108
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3.18 Schéma récapitulatif des voies classique et hypothétique de biosynthèse
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préparation de TrmFO. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 88
4.25 Structure du site actif de l’enzyme ThyX de Thermotoga maritima

co-cristallisée avec FAD, dUMP et MTHF. . . . . . . . . . . . . . . . 89
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 Introduction 

 It is now widely believed that ribonucleic acid (RNA) acted as genetic material 

prior to deoxynucleic acid (DNA).  Consequently, transition from the RNA to the DNA 

world was a key event in the history of Life.  Establishment of DNA as genetic material, 

found nowadays in all free-living cellular organisms and many viruses, required the 

invention of several enzymatic activities, including those required for converting RNA 

precursors to DNA precursors, retro-transcription of RNA templates to DNA and 

replication machineries, required for duplication of the resulting DNA molecules 

(Forterre et al., 2004).   

 Modern day metabolic pathways for DNA precursor synthesis provide important 

clues for understanding how the RNA/DNA transition has taken place.  For instance, 

ribonucleotide reductases (RNRs) are the only enzyme family known to perform de novo 

synthesis of deoxyribonucleotides, the precursors of DNA, via the reduction of 

ribonucleotides, RNA’s building blocks (Torrents et al., 2014).  Three different classes of 

modern ribonucleotide reductases exist in present day organisms.  They differ regarding 

their ways of producing and storing the catalytically necessary cysteinyl radical and are 

thought to be originating from one common ancestor of modern day RNRs.  The 

homology of the three RNR families was revealed by structural work showing a 

conserved fold and the conservation of key residues (Lundin et al., 2015). Thus, 

conversion of ribonucleotides to deoxyribonucleotides is an excellent example of 
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divergent evolution, where the evolution of an ancestral protein led to three different 

RNR classes with more specialized mechanisms and functions, used under different 

growth conditions.  

 The other important difference between DNA and RNA is the systematic presence 

of T, and not of U, in DNA, albeit T is also found at specific positions in RNA molecules, 

where it plays a structural role.  The postulated replacement of U with T in DNA via 

evolutionary tinkering allowed the detection of mutations arising from frequently 

occurring cytosine deamination (Poole et al., 2001).  Several different ways of producing 

T could be imagined, but at least in modern day organisms, free dTMP used for DNA 

replication is only formed from dUMP by thymidylate synthases.  Production of freely 

soluble ribothymidylate (TMP) would be counter-selected, presumably because it could 

be potentially integrated into RNA directly, thus creating RNAs with methyl groups 

(Figure 1), which would be destabilized and likely non-functional.  Having said this, UMP 

methylation at the level of ribonucleotides is nevertheless possible. A paralog of the 

ThyX enzyme, which is involved in antibiotics synthesis in Streptomyces 

viridochromogenes, can methylate both dUMP and UMP in solution (Chen et al., 2016).   

 Here we review recent literature and present our own findings on mechanistic 

studies of uracil methylation, which has occurred independently several times during 

evolution.  After a brief presentation of the canonical ways of forming T (thymidylate 

synthase ThyA and tRNA methylase TrmA), special emphasis will be given for studies 

that have revealed mechanistic similarities and differences between two unrelated, 

flavin-dependent methyltransferases, ThyX and TrmFO that both use 

methylenetetrahydrofolate as carbon donor.  Despite these enzymes catalyzing an 

essentially identical chemical reaction, the transfer of a carbon to position 5 of uracil, 

structural and mechanistic studies have indicated distinct evolutionary origins for these 

two flavoproteins.  Finally, as essential ThyX enzymes are found in many human 

pathogenic bacteria, but are absent in humans, we also discuss the considerable efforts 

from several laboratories (including our own) in targeting ThyX proteins in view of 

developing new anti-microbial compounds. 

 

 



 Evolutionary convergence of thymidylate forming enzymes 

 A fundamental enzymatic reaction occurring during the metabolism of DNA and 

RNA in all organisms is the methylation at the C5 position of the uracil ring by site-

specific methylases.  These modification reactions occur at high frequency per cell 

division and the resulting thymidine (5-methyluridine)-derivatives are essential for 

DNA biosynthesis and RNA modification.  

 The first enzyme found to catalyze this reaction was thymidylate synthase ThyA 

(EC 2.1.1.45), encoded by thyA in most prokarya and by the TYMS gene in humans 

(Carreras & Santi, 1995;  Leduc et al., 2004-1).  It was demonstrated that ThyA converts 

2′-deoxyridine-5′-monophosphate [dUMP] to the essential DNA precursor 2′-

deoxythymidine-5′-monophosphate [dTMP].   

 

Figure 1: Metabolic pathways required for converting ribonucleotides to 
deoxyribonucleotides.  Notice that three evolutionary related families of ribonucleotide 
reductases exist, capable of converting all ribonucleotides (A, U, C, G) to corresponding 
deoxynucleotides (not shown here).  A hypothetic pathway converting “free” U to “free” T, 
would potentially result in the replacement of U by T, which would not be tolerated in 
structured RNAs, like different tRNAs or rRNAs.  ThyA and the flavoenzyme ThyX convert 
dUMP to dTMP without sharing sequential, structural or mechanistic similarities.   

 

 Homodimeric ThyA enzymes catalyze the reductive transfer of the methylene 

group from methylene-5,6,7,8-tetrahydrofolate (CH2-H4folate), which is subsequently 

reduced by H4folate to form a methyl group, thus resulting in formation of H2folate.  

Independently, an S-adenosyl-l-methionine (SAM)-dependent ribothymidylate synthase 

was discovered in Escherichia coli, initially designated as RumT (Santi et al., 1987) and 

called TrmA in bacterial systems (Björk GR, 1975; Ny & Björk, 1980).  TrmA (and its 

orthologs in eukarya and archaea) methylate C5 of a uridine that is invariably found at 



position 54 of the T-Psi loop of almost all functional tRNAs.  Differently from ThyA, 

TrmA directly transfers an activated methyl group from SAM to C5 of U54 in tRNA, thus 

stabilizing its L-shaped conformation and facilitating decoding of mRNA on the 

ribosome. Moreover, at least two other SAM-dependent, homologous 

methyltransferases are known: RlmD (Agarwalla et al., 2002; 2004), catalyzing the site-

specific formation of m5U at position 1939 in 23s rRNA, and RlmC, which catalyzes the 

site-specific formation of m5U at position 747 in the same 23s rRNA (Madsen et al., 

2003).  Interestingly, despite the similar outcome of the methylation reactions catalyzed 

by ThyA and TrmA, the two enzymes use very different reaction mechanisms, as was 

subsequently confirmed by detailed biochemical and structural characterizations of 

ThyA and TrmA proteins. 

 For decades, the canonical enzyme family members ThyA and TrmA were 

considered the only enzymes capable of (deoxy)ribothymidylate formation.  This held 

true until the discovery of two novel flavoproteins that catalyze the formation of 

thymidyl groups using CH2-H4folate as the carbon donor.  The first one discovered, 

deoxythymidylate synthase ThyX (EC 2.1.1.148; Myllykallio et al., 2002), is an essentially 

prokaryotic enzyme, with only very few eukaryotic representatives known to date.   This 

homotetrameric flavoenzyme uses methylene from CH2-H4folate and acquires the 

reducing hydride from nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) 

(Myllykallio et al., 2002; Leduc et al., 2004-2; Koehn et al., 2009).  In the case of the RNA 

metabolism, a gene encoding a new type of bacterial tRNA:m5U-methylase, dubbed 

TrmFO, was identified a decade ago (Urbonavicius et al., 2005; 2007).  Similarly to ThyX 

proteins, TrmFO flavoproteins also use CH2-H4folate as donor of a carbon group that is 

transferred to the uracil ring.  Note that the presence of a tRNA methylation pathway 

dependent on the cellular reduced folate pools was known several decades prior to the 

identification of TrmFO proteins (Delk et al., 1975, 1980; Romeo et al., 1974). 

 Strikingly, bioinformatics and structural characterization of these enzyme 

families have revealed four independent evolutionary origins for thymidylate forming 

enzymes, thus providing an excellent example of the evolutionary convergence and 

versatility of the DNA/RNA modification machinery (Table 1).  

  

 



Table 1: Mechanistic overview of T-forming methyltransferases. See text for 

details.  

 

 ThyA ThyX TrmFO TrmA 

Substrate dUMP dUMP t-RNA U54 t-RNA U54 

Carbon 

source 

CH2H4fol CH2H4fol CH2H4fol SAM 

Substrate 

activation 

Nucleophilic 

(Cys) 

Electrostatic 

polarisation 

Nucleophilic 

(Cys) 

 

Activated 

methyl group 

 

Reductant H4folate FAD/NADH FAD/NADH - 

 

   

 Mechanism of flavin-dependent methylation reactions: Bridging the DNA 

and RNA worlds 

  

 Both, TrmFO and ThyX catalyse the transfer of a carbon group from CH2H4folate 

to uracil rings, resulting in the formation of thymidylate.  How is this carbon transfer 

achieved and what is the role of FAD in this process? 

 

 

Figure 2.  Active site configurations of ThyX (left) and TrmFO (right) proteins as 

discussed in the text. 

  

 TrmFO is a folate-and FAD-dependent enzyme found in many Gram-positive 

bacteria.  Isolated Bacillus subtilis TrmFO is a mixture of several different species, one of 

which is capable of tRNA methylation without added substrates (Urbonavicius et al., 

2005, Hamdane et al., 2011).  This species has been identified as a covalent enzyme-

methylene-FAD adduct by mass spectrometry (Hamdane et al., 2012).  The optical 

spectrum of this adduct has a broad maximum at 360 nm, which also is fully consistent 



with an alkylated FAD that is covalently bound to the enzyme via a cysteine residue 

(C53), as was demonstrated via mutagenesis studies.  These results indicate that this 

cysteine is required for formation of a reaction intermediate, where CH2 originating 

from CH2folate is transferred to tRNA using FAD as transfer agent.  Note that this unique 

flavin-dependent tRNA-methylation can be activated at low pH (protonation of Cys53) 

and that the actual methylation agent is likely not the above described intermediate, but 

rather its highly reactive iminium intermediate [(FADH(N5)=CH2]+ (Hamdane et al., 

2013). Although this intermediate has not been observed in B. subtilis TrmFO, it is 

expected to absorb at 400-420 nm.  

 Structural data for the Thermus thermophilus enzyme indicate binding of folic 

acid in the vicinity of the FAD isoribityl ring; fully consistent with the proposed 

mechanism.  The RNA binding site is not known, but tRNA binding is likely to bring 

about important configurational changes, similar to what is observed for TrmA.  

Moreover, it is unknown where the accepting uracil is located, but in the B. subtilis 

enzyme, Cys226 is implicated in activation of uracil, as a mini-tRNA substrate becomes 

covalently attached if it carries fluorine at C5 of U54 of tRNA (Hamdane et al., 2011). 

 Mechanistic studies using ThyX proteins provide an interesting parallel with 

TrmFO proteins.  Here it is known that the complex interplay of several substrates takes 

place during oxidative and reductive half reactions that minimize the unwanted 

turnover of ThyX proteins with molecular oxygen (Gattis & Palfey, 2005; Koehn et al., 

2009; Mishanina et al., 2012; Becker et al., 2014).  Recent mechanistic studies have 

managed to trap a key reaction intermediate under alkaline conditions.  This reaction 

intermediate was identified as a dUMP-CH2-FAD bridged compound, suggesting that, 

similar to TrmFO proteins, FAD transfers carbon atoms during enzymatic formation of 

thymidyl groups (Mishanina et al., 2014, 2016).  Here it has also been demonstrated that 

the 5-deazaflavin reconstituted enzyme is inactive, indicating that nucleophilicity of the 

FAD co-factor plays a key role in this reaction.  The key mechanistic difference between 

TrmFO and ThyX proteins is that for ThyX enzymes an electrostatic, and not covalent, 

activation of dUMP has been proposed (Stull et al., 2016; Mishanina et al., 2016).  This 

proposal is fully consistent with the structural information available for ThyX proteins, 

indicating that both, CH2H4folate and dUMP are bound in close vicinity, at opposite sides 

of the FAD isoribityl ring system. Consequently, ThyX and TrmFO proteins share the 



same carbon relay mechanism, but differ in terms of how the receiving substrates (U54 

or dUMP) are activated.  

 

  

 Flavin-dependent enzymes as anti-microbial targets 

 
 As described above, the last synthesis step of the essential DNA precursor dTMP 

is the methylation of dUMP, catalyzed by two distinct families of thymidylate synthases, 

ThyA and the flavoprotein ThyX (Myllykallio et al., 2002, 2003; Graziani et al., 2004, 

2006), which are in general mutually exclusive.  As the active site configurations and 

catalytic mechanisms of ThyX and ThyA proteins are drastically different, selective 

inhibition of ThyX is a highly feasible goal and of particular interest, as ThyX enzymes 

are present in many enteric pathogens or bacteria causing zoonotic diseases, including 

Helicobacter, Mycobacteria and Clostridium species.  ThyX proteins have attracted broad 

interest from different scientific communities worldwide and recent genome-wide 

sequencing studies have established thymidylate synthase ThyX as a virulence factor, as 

frameshift mutations within Leptospira interrogans thyX attenuate virulence in this 

spirochete, a causative agent of leptosprirosis (Lehmann et al., 2013).  These studies also 

revealed substantial in vivo upregulation of L. interrogans thyX when compared with in 

vitro cultured bacterial cells. Moreover, replacement of thyX by thyA, which encodes a 

catalytically more efficient thymidylate synthase, thus possibly increasing fitness 

(Escartin et al., 2008), has been linked to hypervirulence in Clostridium difficile (Knetsch 

et al., 2011).  Systematic studies have associated mutations resulting in thymidylate 

synthase ThyX overexpression in drug resistance (Zhang et al., 2013).  Recently it has 

also been proposed that mutations occurring during the intra-patient evolution of multi-

drug resistant Mycobacterium tuberculosis complex strains result in up-regulation of 

ThyX (Merker et al., 2013).   Altogether, these observations indicate that the thymidylate 

metabolism is not only required for growth, but also actively shapes virulence and 

fitness of pathogenic bacteria.  Together with their unique biochemical reaction 

mechanism, these observations make ThyX proteins attractive drug targets (Myllykallio 

et al., 2002; Choi et al., 2016) and extensive efforts to identify ThyX inhibitors are 

underway.  Note also, provided the fact that methylation of U54 is a non-essential tRNA 



modification, TrmFO enzymes do not constitute an optimal starting point for the 

development of new antibiotics compounds.  

 To date, several classes of ThyX inhibitors have been discovered.  Early efforts of 

targeting ThyX allowed the identification of two distinct classes of compounds, based on 

a thiazolidine core, as inhibitors of thymidylate synthase X with submicromolar 

concentrations (Esra Onen et al., 2008).   

 Activity-based screening of a small library of 2500 chemically diverse molecules 

using identified 1,4-naphthtoquinone (NQ) derivatives as specific inhibitors of ThyX 

proteins (Basta et al., 2012), without affecting human thymidylate synthase.  To date, the 

most interesting of these inhibitors with a clear dose-response against Helicobacter 

pylori have Ki-values in the range of 200-300 nM (Skouloubris et al., 2015).  These 

molecules, likely preventing formation of the catalytically relevant FADH2, show 

competitive inhibition with respect to dUMP and a non-competitive inhibition mode 

with respect to the other substrates, suggesting that CH2H4folate and NADPH binding 

sites do not markedly overlap with the dUMP/inhibitor site.  Testing the in vivo efficacy 

of identified non-cytotoxic, non-mitotoxic 2-OH-1,4-NQ inhibitors in a mouse model for 

H. pylori infections identified tight-binding ThyX inhibitors that were tolerated in mice 

and can be associated with a modest effect in reducing the number of colonizing 

bacteria, thus providing proof-of-concept that targeting ThyX enzymes is a highly 

feasible strategy for the development of therapies against H. pylori and other ThyX-

dependent pathogenic bacteria. 

  

 Differently from the large majority of bacteria, where distribution of thyX and 

thyA is mutually exclusive, mycobacteria contain both, thyA and thyX genes.  While both 

thymidylate synthases are expressed in M. tuberculosis, mutational studies show that 

thyX is essential, confirming the enzyme as an attractive drug target (Fivian-Hughes et 

al., 2012). 

 5-aryl- and 5-alkynyl-substituted 2'-deoxyuridine monophosphate (dUMP) 

analogues were synthesized and evaluated as potential inhibitors of mycobacterial 

ThyX.  This led to the identification of a derivative that lacks activity against 

mycobacterial ThyA and displays an IC(50) value against mycobacterial ThyX of 0.91 μM 

(Kögler et al., 2011).  In a continuation of these studies, 5-substituted 6-aza-dUMP 

analogues in which the C(6) of the uracil moiety is replaced by a N-atom, thus precluding 



the nucleophilic attack of a hydride from FADH2, were synthesized and evaluated as 

potential inhibitors of the two mycobacterial thymidylate synthases.  This led to a 

derivative exhibiting weak ThyX inhibitory activity (33% inhibition at 50 μM).  

Introduction of alkyl and aryl groups at C(5) resulted in complete loss of inhibitory 

activity, whereas the attachment of a 3-(octanamido)prop-1-ynyl side chain retained a 

weak level of mycobacterial ThyX inhibition (40% inhibition at 50 μM).  None of the 

synthesized derivatives displayed any significant inhibitory activity against 

mycobacterial ThyA (Kögler et al., 2012).  

 Moreover, the interaction of the known inhibitor 5-(3-octanamidoprop-1yn-1yl)-

2'-deoxyuridine-5'-monophosphate with Mtb ThyX was explored by molecular modeling 

and NMR experiments.  While the dUMP moiety was found to occupy the cavity of the 

natural substrate in ThyX, the rest of the ligand extends to the outside between two of 

its four subunits of the homotetrameric enzyme and inhibitory effects of up to 43 % 

were found on ThyX at 50 μM.  Guided by the results of the modeling and NMR studies, 

and inspired by the success of acyclic antiviral nucleosides, compounds where a 5-

alkynyl uracyl moiety is coupled to an acyclic nucleoside phosphonate (ANP) were 

synthesized and evaluated for inhibition of ThyX.  While only modest activity was 

achieved, this is the first example of an ANP inhibiting ThyX, and a starting point for 

developing more potent compounds (Parchina et al., 2013).  

 The activity of several N-(3-(5-(2'-deoxyuridine))prop-2-ynyl)octanamide 

phosphoroamidates as potential anti-tuberculars was evaluated. Several 

phosphoroamidate derivatives of N-(3-(5-(2′-deoxyuridine-5′-monophosphate))prop-2-

ynyl)octanamide were designed in order to improve permeability through the 

mycobacterial cell wall.  Biological tests of these prodrugs showed antimycobacterial 

activity against M. tuberculosis H37Rv and M. bovis BCG, suggesting that the increased 

lipophilicity together with the correct molecular size of phosphoroamidate derivatives 

allowed the compounds to penetrate through the mycobacterial cell wall, thus liberating 

the monophosphate intracellulary and targeting ThyX (McGuigan et al., 2014). 

 Further systematic SAR and docking studies revealed 5-undecyloxymethyl-2'-

deoxyuridine 5'-monophosphate, displaying an IC50 value against ThyX of 8.32 μM and 

lacking activity against ThyA (Alexandrova et al., 2015). 

  



 Very recent studies based upon a virtual screening and structural approach 

revealed the first X-ray crystal structure of Thermatoga maritima ThyX in complex with 

a non-substrate analog inhibitor, identifying 1H-imidazo[4,5-d]pyridazine as scaffold for 

the development of Mtb-ThyX inhibitors (Luciani et al., 2016).  

 Finally, using a combination of cheminformatics and in vitro screening, new Mtb 

ThyX inhibitors, 2-chloro-3-(4-methanesulfonylpiperazin-1-yl)-1,4-dihydronaphthalene 

-1,4-dione) and idebenone were identified, which show modest whole-cell activity.  As 

idebenone has already passed clinical trials for unrelated uses and targets at least 

partially ThyX in living cells, this is very encouraging for the further development of 

ThyX inhibitors towards biomedical applications (Djaout et al., 2016).   

 It is obvious that mechanism-based ThyX inhibitors are expected to have a large 

impact, as several important human pathogens, among them Mycobacteria, Chlamydia 

or Rickettsia, rely on ThyX for de novo dTMP synthesis. 

 

 Conclusions and Perspectives 

 Here we have described how all the roads from U lead to T, with a special focus 

on flavin-dependent enzymes that relay a methylene using the FAD co-factor from 

CH2H4folate to the uracil ring.  These enzymes, ThyX and TrmFO, provide an excellent 

example how Nature has modified the micro-environment of the FAD co-factor to 

modulate its chemical reactivity, thus allowing carbon transfer, as well as preventing 

unwanted turnover of FADH2 with molecular oxygen. Strikingly, as enzymes using the 

analogous methylation reaction have not been identified in humans, the mechanistic and 

inhibitory studies discussed here have potential to aid in the development of new anti-

microbial compounds.  In this respect it is noteworthy that several ThyX inhibitors with 

anti-microbial activity already been reported, prompting further optimization by 

exploiting the newly discovered reaction mechanisms. 
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1. Anti-microbial compounds targeting the alternative thy-
midylate synthase ThyX.

Hannu Myllykallio, Kamel Djaout, Pierre Sournia, Stéphane Skouloubris,
Ursula Liebl FEBS-EMBO Conference, 30 August-4 September 2014, Paris, France.

ABSTRACT : The growing problem of antibiotic-resistant bacteria in clinical
settings points to a need for new anti-infective therapies to address global health
problems. However, the rate of new antimicrobial compounds to be developed by
the pharmaceutical industry alone will not be sufficient to meet the expected need
for the foreseeable future.

We have exploited the alternative thymidylate synthase ThyX proteins discove-
red in the laboratory as a new target for antimicrobial compounds. This is highly
justified as ThyX enzymes are essential, present in many pathogenic bacteria (e.g.
Helicobacter, Mycobacteria, Chlamydia, Rickettsia and Clostridium species, 30%
of completed bacterial genomes carry thyX), but absent in humans. The active
site configurations and catalytic reaction mechanisms differ drastically between hu-
man thymidylate synthase and ThyX proteins, thus further facilitating conception
of ThyX-specific inhibitors. Moreover, recent genome-wide sequencing studies have
established ThyX proteins as a virulence factor in Leptospira and revealed that
overexpression of thyX is associated with resistance to the first- and second-line
tuberculosis drugs.

We describe how the use of medium-throughput robotized tests for detecting
ThyX activity led to the discovery of specific ThyX inhibitors that do not act on
human thymidylate synthase. The most interesting ThyX inhibitors inhibit ThyX in
genetically modified bacterial strains and show bactericidal activity in the micromo-
lar range against laboratory and clinical strains of Helicobacter and Mycobacteria
species. These inhibitors bind in the vicinity of the redox active co-factor flavin
adenine nucleotide, in unexpected configuration.

Our molecules are the first non-substrate based ThyX inhibitors with activity
against whole cells. Our biochemical, biophysical and structural studies provide
means for development of more potent ThyX inhibitors in order to the fight the
problem of antibiotics resistance.
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2. Active site dynamics of flavin-dependent methylases.

Pierre Sournia, Marten H. Vos, Ursula Liebl, Hannu Myllykallio 40th FEBS
Congress (FEBS 2015), 4–9 July 2015, Berlin, Germany

ABSTRACT : Enzymatic methylation of uridyl to form (ribo)thymidyl occurs du-

ring the metabolism of DNA and RNA in all organisms. Different pathways exist, impli-

cating thymidylate synthase ThyA that forms the essential DNA precursor thymidylate

by methylating deoxyuridine monophosphate (dUMP), and the S-adenosyl-l-methionine-

dependent methyltransferase TrmA, which catalyzes the formation of 5-methyluridine at

position 54 of tRNA. Recently, two novel folate/flavin-dependent methylases, thymidylate

synthase ThyX and tRNA methyltransferase TrmFO, were discovered. Both enzymes use

CH2-H4folate as carbon donor and rely on an FAD/NADPH couple as reductant to form

a methyl group. In ThyX, all three substrates bind in close proximity to the catalytic

FAD group and we have recently demonstrated the real time active site flexibility by stu-

dying the dynamics of FAD fluorescence. In order to determine if active site flexibility

is a general feature of flavin-dependent methylases, we expressed TrmFO enzymes from

mesophilic and thermophilic bacteria. The tRNA substrate of TrmFO proteins is much

larger than dUMP, suggesting that substantial flexibility of the active site is required for

enzyme function. Different from the mesophilic enzyme, the thermophilic TrmFO purified

as highly stable complex with unusual spectral properties. Mass spectrometric analysis

revealed very tightly, but non-covalently, bound RNA and FAD linked to the complex. We

are currently using the quenching of flavin fluorescence, together with tyrosine mutagene-

sis and molecular dynamics simulations, to probe the dynamic properties of the active site

on different time scales in TrmFO. Our data are expected to have important implications

for the role of active site flexibility in multisubstrate enzymes.
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3. Ultrafast electron transfer and visualisation of active site
dynamics in the flavoenzyme TrmFO.

Lipsa Nag, Pierre Sournia, Ursula Liebl, Marten H. Vos. Symposium TCBIO
Transferts de charges, dynamique des biomolécules et fonctions biologiques, mai
2016, Orsay, France

EuCheMS Congress, septembre 2016, Sevilla, Spain

ABSTRACT : Flavoproteins are are a class of enzymes containing flavin nucleo-
tides (FAD and FMN) as cofactors in their active site. They are known to participate
in electron transfer reactions in various biological processes including DNA synthe-
sis and DNA repair. With the discovery of the enzyme TrmFO, flavoproteins have
now been proven involved in modification of RNA. TrmFO is a folate-dependent
tRNA(uracil-54,C5)-methyltransferase. This makes it an important system to study
the mechanism of methylation of tRNA.

TrmFO has three aromatic substrates (NADPH, folate, and tRNA) and must
be quite flexible to be able to co-accommodate these. In this study, we used elec-
tron transfer as a probe for protein dynamics. Time-resolved fluorescence and ab-
sorption spectroscopies were employed to visualize the excited state and product
state respectively for the investigation the functional dynamics of the active site in
TrmFO (from the bacterium Thermus thermophilus). Mutations in the active site
yield strong modulations in the excited state lifetimes and their distributions and
product state spectral properties. We examined wild type TrmFO along with several
active site mutants using an in-house femtoscond Kerr-gate spectrofluorometer and
a femtosecond pump-probe spectrometer.

A proximal tyrosine has been identified as the main fluorescence quencher of the
femtosecond timescale FAD* excited state, with a contiguous Trp residue also be-
lieved to be involved in charge separation. Moreover, we encountered and identified
a TyrOH+ product state, the slow re-reduction of which allows for the characteri-
zation of the reclusive TyrOH+ transient which is predicted to be an intermediate
in many reactions but has not been spectrally identified before.
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<!DOCTYPE html PUBLIC "-//W3C//DTD XHTML 1.0 Transitional//EN" 

    "http://www.w3.org/TR/xhtml1/DTD/xhtml1-transitional.dtd"> 

 

<html lang="en" xmlns="http://www.w3.org/1999/xhtml" xml:lang="en"> 

<head> 

  <meta name="generator" content="HTML Tidy for Mac OS X (vers 31 October 2006 - Apple Inc. 

build 13), see www.w3.org" /> 

  <meta name="author" content="Simon Dadoun, Pierre Sournia, Laboratoire d'Optique et 

Biosciences, Ecole Polytechnique, France"> 

  <title>Mutagenesis Bias Fraction</title> 

  <meta http-equiv="Content-Type" content="text/html; charset=us-ascii" /> 

  <link rel="stylesheet" href="includes/stylesheet.css" type="text/css" /> 

  <script type="text/javascript" src="scripts/sms_common.js"> 

</script> 

  <script type="text/javascript" src="scripts/sms_genetic_codes.js"> 

</script> 

  <script type="text/javascript" src="scripts/trans_map.js"> 

</script> 

  <script type="text/javascript" src="scripts/mutagenesis_bias_fraction.js"> 

</script> 

</head> 

 

<body class="main" onload="document.main_form.main_submit.focus()"> 

  <!-- MAIN TABLE --> 

 

  <table border="0" cellspacing="2" cellpadding="2"> 

    <tbody> 

      <tr> 

        <td class="links"> 

          <a href="index.html"><img src="includes/logo.png" alt="SMS logo" width="144" 

height="56" border="0" /></a> <!-- INSERT LINKS --> 

  <div class="category"> 

    Format Conversion 

  </div> 

 

  <div class="program"> 

    <a href="combine_fasta.html" onmouseover="self.status='Combines multiple FASTA entries 

into a single sequence.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-Combine 

FASTA</a><br /> 

    <a href="embl_fasta.html" onmouseover="self.status='Returns the entire sequence contained 

in an EMBL file in FASTA format.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-

EMBL to FASTA</a><br /> 
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    <a href="embl_feat.html" onmouseover="self.status='Parses the feature table of an EMBL 

file and returns the feature sequences.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return 

true;">-EMBL Feature Extractor</a><br /> 

    <a href="embl_trans.html" onmouseover="self.status='Parses the feature table of an EMBL 

file and returns the protein translations.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return 

true;">-EMBL Trans Extractor</a><br /> 

    <a href="filter_dna.html" onmouseover="self.status='Removes non-DNA characters from 

text.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-Filter DNA</a><br /> 

    <a href="filter_protein.html" onmouseover="self.status='Removes non-protein characters 

from text.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-Filter Protein</a><br 

/> 

    <a href="genbank_fasta.html" onmouseover="self.status='Returns the entire sequence 

contained in a GenBank file in FASTA format.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; 

return true;">-GenBank to FASTA</a><br /> 

    <a href="genbank_feat.html" onmouseover="self.status='Parses the feature table of a 

GenBank file and returns the feature sequences.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; 

return true;">-GenBank Feature Extractor</a><br /> 

    <a href="genbank_trans.html" onmouseover="self.status='Parses the feature table of a 

GenBank file and returns the protein translations.'; return true;" onmouseout="self.status=' 

'; return true;">-GenBank Trans Extractor</a><br /> 

    <a href="one_to_three.html" onmouseover="self.status='Converts single letter amino acid 

codes to three letter codes.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-One 

to Three</a><br /> 

    <a href="range_extract_dna.html" onmouseover="self.status='Reads a list of positions and 

ranges and returns those parts of a DNA sequence.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; 

return true;">-Range Extractor DNA</a><br /> 

    <a href="range_extract_protein.html" onmouseover="self.status='Reads a list of positions 

and ranges and returns those parts of a protein sequence.'; return true;" 

onmouseout="self.status=' '; return true;">-Range Extractor Protein</a><br /> 

    <a href="rev_comp.html" onmouseover="self.status='Determines the reverse-complement, 

reverse, or complement of the sequence you enter.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; 

return true;">-Reverse Complement</a><br /> 

    <a href="split_codons.html" onmouseover="self.status='Separates bases according to codon 

position.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-Split Codons</a><br /> 

    <a href="split_fasta.html" onmouseover="self.status='Converts a FASTA sequence into 

multiple sequences.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-Split 

FASTA</a><br /> 

    <a href="three_to_one.html" onmouseover="self.status='Converts three letter amino acid 

codes to one letter codes.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-Three 

to One</a><br /> 

    <a href="window_extract_dna.html" onmouseover="self.status='Returns DNA sequence segments 

specified by a position and window size.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return 

true;">-Window Extractor DNA</a><br /> 

    <a href="window_extract_protein.html" onmouseover="self.status='Returns protein sequence 

segments specified by a position and window size.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; 

return true;">-Window Extractor Protein</a> 

  </div> 

 

  <div class="category"> 

    Sequence Analysis 

  </div> 

 

  <div class="program"> 
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    <a href="codon_plot.html" onmouseover="self.status='Plots codon frequency (according to 

the codon table you enter) for each codon in a DNA sequence.'; return true;" 

onmouseout="self.status=' '; return true;">-Codon Plot</a><br /> 

    <a href="codon_usage.html" onmouseover="self.status='Returns a standard codon usage 

table.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-Codon Usage</a><br /> 

    <a href="cpg_islands.html" onmouseover="self.status='Returns a list of potential CpG 

islands.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-CpG Islands</a><br /> 

    <a href="dna_mw.html" onmouseover="self.status='Calculates the molecular weight of DNA 

sequences.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-DNA Molecular 

Weight</a><br /> 

    <a href="dna_pattern.html" onmouseover="self.status='Returns positions of the patterns you 

enter.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-DNA Pattern Find</a><br /> 

    <a href="dna_stats.html" onmouseover="self.status='Returns basic sequence statistics.'; 

return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-DNA Stats</a><br /> 

    <a href="fuzzy_search_dna.html" onmouseover="self.status='Returns sequences that are 

identical or similar to a query sequence.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return 

true;">-Fuzzy Search DNA</a><br /> 

    <a href="fuzzy_search_protein.html" onmouseover="self.status='Returns sequences that are 

identical or similar to a query sequence.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return 

true;">-Fuzzy Search Protein</a><br /> 

    <a href="ident_sim.html" onmouseover="self.status='Accepts aligned sequences in FASTA 

format and calculates the identity and similarity of each sequence pair.'; return true;" 

onmouseout="self.status=' '; return true;">-Ident and Sim</a><br /> 

    <a href="multi_rev_trans.html" onmouseover="self.status='Can be used to predict a DNA 

sequence in another species using a protein sequence alignment.'; return true;" 

onmouseout="self.status=' '; return true;">-Multi Rev Trans</a><br /> 

    <a href="mutate_for_digest.html" onmouseover="self.status='Finds DNA sequences that can 

easily be converted to a restriction site.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return 

true;">-Mutate for Digest</a><br /> 

    <a href="orf_find.html" onmouseover="self.status='Determines the positions of open reading 

frames.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-ORF Finder</a><br /> 

    <a href="pairwise_align_codons.html" onmouseover="self.status='Returns the optimal global 

alignment for two coding DNA sequences.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return 

true;">-Pairwise Align Codons</a><br /> 

    <a href="pairwise_align_dna.html" onmouseover="self.status='Returns the optimal global 

alignment for two DNA sequences.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-

Pairwise Align DNA</a><br /> 

    <a href="pairwise_align_protein.html" onmouseover="self.status='Returns the optimal global 

alignment for two protein sequences.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return 

true;">-Pairwise Align Protein</a><br /> 

    <a href="pcr_primer_stats.html" onmouseover="self.status='Returns a report describing PCR 

primer properties'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-PCR Primer 

Stats</a><br /> 

    <a href="pcr_products.html" onmouseover="self.status='Generates PCR products from a 

template and two primer sequences.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return 

true;">-PCR Products</a><br /> 

    <a href="protein_gravy.html" onmouseover="self.status='Returns the grand average of 

hydropathy value of protein sequences.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return 

true;">-Protein GRAVY</a><br /> 

    <a href="protein_iep.html" onmouseover="self.status='Returns the predicted isoelectric 

point of protein sequences.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-

Protein Isoelectric Point</a><br /> 

    <a href="protein_mw.html" onmouseover="self.status='Calculates the molecular weight of 

protein sequences.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-Protein 

Molecular Weight</a><br /> 
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    <a href="protein_pattern.html" onmouseover="self.status='Returns positions of the patterns 

you enter.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-Protein Pattern 

Find</a><br /> 

    <a href="protein_stats.html" onmouseover="self.status='Returns basic sequence 

statistics.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-Protein Stats</a><br 

/> 

    <a href="rest_digest.html" onmouseover="self.status='Converts the sequence you enter into 

restriction fragments.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-Restriction 

Digest</a><br /> 

    <a href="rest_summary.html" onmouseover="self.status='Returns the number and positions of 

restriction sites.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-Restriction 

Summary</a><br /> 

    <a href="rev_trans.html" onmouseover="self.status='Can be used to convert protein into 

DNA.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-Reverse Translate</a><br /> 

    <a href="translate.html" onmouseover="self.status='Returns the translation in the reading 

frame you specify.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-Translate</a> 

  </div> 

 

  <div class="category"> 

    Sequence Figures 

  </div> 

 

  <div class="program"> 

    <a href="color_align_cons.html" onmouseover="self.status='Colors a sequence alignment 

based on sequence conservation.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-

Color Align Conservation</a><br /> 

    <a href="color_align_prop.html" onmouseover="self.status='Colors a protein alignment based 

on biochemical properties of residues.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return 

true;">-Color Align Properties</a><br /> 

    <a href="group_dna.html" onmouseover="self.status='Numbers and groups DNA according to 

your specifications.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-Group 

DNA</a><br /> 

    <a href="group_protein.html" onmouseover="self.status='Numbers and groups amino acids 

according to your specifications.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-

Group Protein</a><br /> 

    <a href="primer_map.html" onmouseover="self.status='Shows PCR primer annealing sites, 

translations, and restriction sites.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return 

true;">-Primer Map</a><br /> 

    <a href="rest_map.html" onmouseover="self.status='Shows restriction sites and protein 

translations.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-Restriction 

Map</a><br /> 

    <a href="trans_map.html" onmouseover="self.status='Shows protein translations.'; return 

true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-Translation Map</a> 

  </div> 

 

  <div class="category"> 

    Random Sequences 

  </div> 

 

  <div class="program"> 

134



    <a href="mutate_dna.html" onmouseover="self.status='Introduces random mutations into DNA 

sequences.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-Mutate DNA</a><br /> 

    <a href="mutate_protein.html" onmouseover="self.status='Introduces random mutations into 

protein sequences.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-Mutate 

Protein</a><br /> 

    <a href="random_coding_dna.html" onmouseover="self.status='Generates a random coding 

sequence of the length you specify.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return 

true;">-Random Coding DNA</a><br /> 

    <a href="random_dna.html" onmouseover="self.status='Generates a random DNA sequence of the 

length you specify.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-Random DNA 

Sequence</a><br /> 

    <a href="random_dna_regions.html" onmouseover="self.status='Replaces regions of the DNA 

sequences you enter with random bases.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return 

true;">-Random DNA Regions</a><br /> 

    <a href="random_protein.html" onmouseover="self.status='Generates a random protein 

sequence of the length you specify.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return 

true;">-Random Protein Sequence</a><br /> 

    <a href="random_protein_regions.html" onmouseover="self.status='Replaces regions of the 

protein sequences you enter with random residues.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; 

return true;">-Random Protein Regions</a><br /> 

    <a href="sample_dna.html" onmouseover="self.status='Samples bases from a DNA sequence with 

replacement.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-Sample DNA</a><br /> 

    <a href="sample_protein.html" onmouseover="self.status='Samples residues from a protein 

sequence with replacement.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-Sample 

Protein</a><br /> 

    <a href="shuffle_dna.html" onmouseover="self.status='Randomly shuffles the DNA sequences 

you enter.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-Shuffle DNA</a><br /> 

    <a href="shuffle_protein.html" onmouseover="self.status='Randomly shuffles the protein 

sequences you enter.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-Shuffle 

Protein</a> 

  </div> 

 

  <div class="category"> 

    Miscellaneous 

  </div> 

 

  <div class="program"> 

    <a href="iupac.html" onmouseover="self.status='IUPAC codes for DNA and protein.'; return 

true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-IUPAC codes</a><br /> 

    <a href="genetic_code.html" onmouseover="self.status='The genetic codes used in the 

Sequence Manipulation Suite.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-

Genetic codes</a><br /> 

    <a href="browser_compat.html" onmouseover="self.status='Browser compatibility.'; return 

true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-Browser compatibility</a><br /> 

    <a href="mirror.html" onmouseover="self.status='Mirror the Sequence Manipulation Suite.'; 

return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-Mirror this site</a><br /> 

    <a href="mirror.html" onmouseover="self.status='Use the Sequence Manipulation Suite off-

line.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-Use this site off-

line</a><br /> 

    <a href="about.html" onmouseover="self.status='About the Sequence Manipulation Suite.'; 

return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-About this site</a><br /> 
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    <a href="acknowledgments.html" onmouseover="self.status='Acknowledgments.'; return true;" 

onmouseout="self.status=' '; return true;">-Acknowledgments</a><br /> 

    <a href="reference.html" onmouseover="self.status='Citing the Sequence Manipulation 

Suite.'; return true;" onmouseout="self.status=' '; return true;">-Reference</a> 

  </div> 

<!-- END INSERT LINKS --> 

 

          <div class="copyright"> 

            <br /> 

            The Sequence Manipulation Suite Copyright &copy; 2000, 2004 Paul Stothard. Send 

questions and comments to stothard@ualberta.ca 

          </div> 

 

          <center> 

            <div class="program"> 

              <a href="index.html" target="_top">home</a> 

            </div> 

          </center> 

        </td><!-- PROGRAM CONTENT --> 

 

        <td class="program"> 

          <table border="0" cellspacing="0" cellpadding="2"> 

            <tbody> 

              <tr> 

                <td class="sms">Sequence Manipulation Suite:</td> 

              </tr> 

 

              <tr> 

                <td class="title">Mutagenesis Bias Fraction</td> 

              </tr> 

 

              <tr> 

                <td class="description"> 

                  "Mutagenesis Bias Fraction" needs a mutagenegis bias as input and weights 

for each type of mutation, it generates a codon usage table that can be used as input of 

"reverse translate".<br /> 

                  <br /> 

 

                  <form action="" name="main_form" id="main_form"> 

                   <br /> 

                   <input type="hidden" /> 

                   <br /> 
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                    <div class="warning"> 

                      Please check the <a href="browser_compat.html">browser compatibility</a> 

page before using this program. 

                    </div> 

<input type="button" value="Submit" name="main_submit" 

onclick="try{mutagenesisBiasFraction(document)} catch(e) {alert('The following error was 

encountered: ' + e);}" /> 

<input type="button" value="Log" name="main_log" 

onclick="try{mutagenesisBiasFractionLog(document)} catch(e) {alert('The following error was 

encountered: ' + e);}" /> 

<!--<input type="button" value="Clear" onclick="document.forms[0].elements[0].value = ' '; 

document.forms[0].elements[4].value = ' '" />--> 

<input type="reset" value="Reset" /> 

                    <ul> 

                      <li>Use the <select> 

                        <option selected="selected" value="transl_table=1"> 

                          standard (1) 

                        </option> 

 

                        <option value="transl_table=2"> 

                          vertebrate mitochondrial (2) 

                        </option> 

 

                        <option value="transl_table=3"> 

                          yeast mitochondrial (3) 

                        </option> 

 

                        <option value="transl_table=4"> 

                          mold mitochondrial (4) 

                        </option> 

 

                        <option value="transl_table=5"> 

                          invertebrate mitochondrial (5) 

                        </option> 

 

                        <option value="transl_table=6"> 

                          ciliate nuclear (6) 

                        </option> 

 

                        <option value="transl_table=9"> 

                          echinoderm mitochondrial (9) 

                        </option> 
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                        <option value="transl_table=10"> 

                          euplotid nuclear (10) 

                        </option> 

 

                        <option value="transl_table=11"> 

                          bacterial (11) 

                        </option> 

 

                        <option value="transl_table=12"> 

                          alternative yeast nuclear (12) 

                        </option> 

 

                        <option value="transl_table=13"> 

                          ascidian mitochondrial (13) 

                        </option> 

 

                        <option value="transl_table=14"> 

                          flatworm mitochondrial (14) 

                        </option> 

 

                        <option value="transl_table=15"> 

                          Blepharisma macronuclear (15) 

                        </option> 

 

                        <option value="transl_table=16"> 

                          chlorophycean mitochondrial (16) 

                        </option> 

 

                        <option value="transl_table=21"> 

                          trematode mitochondrial (21) 

                        </option> 

 

                        <option value="transl_table=22"> 

                          Scenedesmus obliquus mitochondrial (22) 

                        </option> 

 

                        <option value="transl_table=23"> 

                          Thraustochytrium mitochondrial (23) 
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                        </option> 

                      </select> <a href="genetic_code.html">genetic code</a>.</li> 

                    </ul> 

                    Enter mutation probabilities in % or select a preset 

 

<select id="mutagenesis_preset" onclick="try{click_mutagenesis_preset(document)} catch(e) 

{alert('The following error was encountered: ' + e);}"> 

<option selected="selected" value=""></option><option value="Mutazyme II">Mutazyme 

II</option><option value="Mutazyme I">Mutazyme I</option><option 

value="Taq">Taq</option></select> 

 

                    <br /> 

A -> T <input type="text" value="0.01" size="3" id="mpat"/> A -> C <input type="text" 

value="0.01" size="3" id="mpac"/> A -> G <input type="text" value="0.01" size="3" id="mpag"/> 

T -> A <input type="text" value="0.01" size="3" id="mpta"/> T -> C <input type="text" 

value="0.01" size="3" id="mptc"/> T -> G <input type="text" value="0.01" size="3" id="mptg"/> 

<br /> 

G -> A <input type="text" value="0.01" size="3" id="mpga"/> G -> T <input type="text" 

value="0.01" size="3" id="mpgt"/> G -> C <input type="text" value="0.01" size="3" id="mpgc"/> 

C -> A <input type="text" value="0.01" size="3" id="mpca"/> C -> T <input type="text" 

value="0.01" size="3" id="mpct"/> C -> G <input type="text" value="0.01" size="3" id="mpcg"/> 

<br /> 

                    <br /> 

                    Enter weights for score : <br /> 

stop codon <input type="text" value="2" size="4" id="wstop"/> 

silent mutation <input type="text" value="7" size="4" id="wsilent"/> 

from proline <input type="text" value="2" size="4" id="wfromproline"/> 

to proline <input type="text" value="2" size="4" id="wtoproline"/> 

stay proline <input type="text" value="14" size="4" id="wstayproline"/> 

diversity <input type="text" value="14" size="4" id="wdiversity"/> <br /> 

                  </form>*This page requires JavaScript. See <a 

href="browser_compat.html">browser compatibility.</a><br /> 

                  *You can <a href="mirror.html">mirror this page</a> or <a 

href="mirror.html">use it off-line</a>.<br /> 

                  <br /> 

 

                  <center> 

                    <a href="codon_usage.html" target="_blank">new window</a> | <a 

href="index.html">home</a> | <a href="reference.html">citation</a> 

                  </center><span class="version">Sun Oct 28 03:52:59 2012</span> 

                </td> 

              </tr> 

 

              <tr> 

                <td><span class="valid">Valid XHTML 1.0; Valid CSS</span></td> 

              </tr> 
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            </tbody> 

          </table><!-- MAIN TABLE END --> 

        </td> 

      </tr> 

    </tbody> 

  </table> 

</body> 

</html> 
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Titre : La méthylation flavine-dépendante d’acides nucléiques : aspects évolutifs,
métaboliques, biochimiques et spectroscopiques

Mots clefs : Flavoenzymes, évolution dirigée, spectroscopie optique, ARNt méthyltransferases TrmFO,
(ribo)thymidine, anabolisme des nucléotides

Résumé : La méthylation de l’uridine sur son car-
bone 5 est apparue au cours de l’évolution sous plu-
sieurs formes. Tout d’abord, les thymidylate synthases
permettent la synthèse de novo du dTMP, un précurseur
essentiel de l’ADN des trois règnes du vivant. Deux fa-
milles de thymidylate synthases sont connues à ce jour
: ThyA et la flavo-enzyme ThyX, codées par des gènes
hétérologues et ayant des structures et mécanismes réac-
tionnels radicalement différents. En outre, cette méthyla-
tion de l’uridine est apparue sous forme de modifications
post-transcriptionnelles des ARNt et ARNr. Cette thèse
vise à questionner les contraintes évolutives ayant menés
à l’établissement de cet ordre selon lequel la méthylation
de l’uridine sur son carbone 5 est apparue quatre fois de
manière indépendante au cours de l’évolution. Dans un
premier temps, elle décrit des travaux de génétique bac-
térienne sur le métabolisme de E.coli, plus précisément,
l’identification de certains analogues nucléosidiques ca-
pables de complémenter le phénotype d’auxotrophie pour

la thymidine et les enzymes permettant cette complé-
mentation. Une approche de biologie synthétique en vue
d’établir une voie alternative de biosynthèse du thymidy-
late a aussi été mise en oeuvre. Une technique de sélection
de gènes de complémentation du phénotype d’auxotro-
phie pour la thymidine, issus de mutagénèse aléatoire, a
pu être développée. Dans un deuxième temps, des études
biochimiques et sppectroscopiques ont été réalisées sur
la méthyltransférase flavine-dépendante TrmFO, respon-
sable de la méthylation post-transciptionnelle de l’uridine
54 des ARNt de certains microorganismes. L’implication
de résidus spécifiques dans la fixation du substrat a pu
être déterminée d’une part, et certains intermédiaires ré-
actionnels potentiels ont été caractérisés spectralement
d’autre part. Ces dernières observations s’appuient, en
outre, sur des études de spectroscopie résolue en temps et
des simulations de dynamique moléculaire afin de mieux
comprendre les flavoprotéines en général et les méthyle-
transférases flavine-dépendantes en particulier.

Title : Flavin-dependent methylation of nucleic acids: evolutionary, metabolic,
biochemical and spectroscopic aspects

Keywords : Flavoenzymes, directed evolution, optical spectroscopy, tRNA methyltransferase TrmFO,
(ribo)thymidine, nucleotides anabolism

Abstract : Enzymes catalyzing the methylation of uri-
dine at its carbon 5 position have appeared indepen-
dently in different forms across evolution. Thymidylate
synthases ThyA and the flavoprotein ThyX catalyze the
de novo synthesis of dTMP, an essential DNA precursor
in the three domains of life. They are encoded by hete-
rologous genes and have drastically different structures
and reaction mechanisms. On the other hand, this uri-
dine methylation is also performed by tRNA and rRNA
post-transcriptional modification enzymes. This thesis as-
sesses the question of the evolutionary constraints that
have led independently to four kinds of uridine methyla-
tion. The first part describes the identification of a me-
tabolic pathway allowing complementation of thymidine
auxotrophy by non-natural nucleoside analogs in Esche-
richia coli. A synthetic biology approach, aiming to es-
tablish an alternative pathway for thymidylate biosyn-

thesis, was also implemented and a selection strategy for
thymidine auxotrophy-complementing genes was develo-
ped. In a second part, biochemical and spectral studies
where performed on the flavin-dependent methyltransfe-
rase TrmFO, responsible for the post-transcriptional me-
thylation of uridine at the invariant position 54 of tRNA
in several microorganisms. The involvement of specific
amino acid residues in substrate fixation and/or stabili-
zation of potential reaction intermediates was demonstra-
ted. Their spectral characterization supports previously
proposed reaction schemes for flavin-dependent thymidy-
late forming enzymes. These observations are currently
being pursued by parallel approaches combining time-
resolved spectroscopy and molecular dynamics simula-
tions, aiming to further our understanding of how flavin
mediates the transfer of carbon molecules from folate to
uracil rings.
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