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Chapitre 1

Introduction

1.1 Evolution du support génétique

Une des caractéristiques fondamentales du vivant est le programme selon lequel
les organismes peuvent s’adapter a leur milieu, y puiser les ressources nécessaires
a leur homéostasie et in fine a leur reproduction [1]. Chez les cellules vivantes, ce
programme, dit génétique, a pour support de stockage ubiquitaire TADN (acide
2’désoxyribonucléique), un polymere de quatre nucléotides différents formant entre
eux des liaisons phosphodiester; ces polymere s’organisent en deux brins antipa-
ralleles et complémentaires, formant une double hélice [2]. Cette structure permet
la réplication de ’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 ’ADN en ARN messagers (ARNm) puis de traduction de
ces ARN messagers en protéines, des polymeres 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 (ARNY).

Les deux différences principales entre ADN et ARN résident d’une part en un
groupement hydroxyle sur le carbone 2" du ribose présent dans I’ARN et absent de
I’ADN, d’autre part, en un remplacement de 'uridine dans I’ARN par la thymidine
dans ’ADN (Fig. 1.2).

Ces observations du vivant suggerent deux étapes notables dans 1’évolution du
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FIGURE 1.1 — Schéma représentant la structure de la double hélice d’ADN.
Les deux brins sont antiparalleles et complémentaires I'un de 'autre par des interactions
Watson-Crick A-T et G-C (images.huffingtonpost.com/2013-12-17-figl sm.jpg).

programme génétique ayant mené a ’ADN des organismes modernes : le passage
d’un monde ARN (A,U,G,C) (Fig. 1.3) a 'ADN (dA, dU, dG, dC) dans un premier
temps, et celui d'un ADN contenant de 'uridine (dU) a de ’ADN contenant de la

thymidine (dT) dans un deuxiéme.

1.1.1 Monde ARN

L’hypothese du monde ARN a été formulée pour la premiere fois par Walter Gil-
bert [3] des la découverte d’ARN ayant des activités catalytiques. Jusqu’alors, les
premiers systemes réplicatifs étaient supposés étre composés a la fois de protéines
et ’ARN. La découverte d’ARN catalytiques (ribozymes), au nombre de deux a
I’époque, laissait déja entrevoir la possibilité de multiples réactions catalysables par
des ARN. Des réactions qui se sont vérifiées plus tard !, permettant au modele 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 ’ARN ayant des propriétés
catalytiques parmi une banque d’oligonucléotides combinatoire
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FIGURE 1.2 — Comparaison des structures de ’ADN et de ’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 ’ARN et absent
des désoxyriboses de ’ADN. Une autre différence notable est la lettre "U” de ’ARN
correspondant a la lettre "T” de ’ADN.

d’auto-épissage chez les ARN leur conférant un important potentiel évolutif consti-
tuait un argument supplémentaire.

Cette hypothese 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 a l'aide des ARNt) est un bon
indicateur du passage de ’ARN aux protéines comme catalyseur.

On peut ainsi distinguer le deuxieme age du monde ARN du premier age. Le
premier age correspondant a I’étape ou les catalyseurs biologiques étaient exclu-

sivement ribonucléiques, et le deuxieme age (aussi appelé monde RNP pour ribo-



FIGURE 1.3 — Structure des différents ribonucléosides, constituants de ’ARN et
numérotation de leurs carbones et azotes (en rouge). En bleu les lettres correspondantes :
A (adénosine) U (uridine) G (guanosine) et C (cytidine).

nucléoprotéique) correspondant & une ere de systemes réplicatifs composés d’ARN

et de protéines.

1.1.2 Le monde RNP

Les protéines ont, dans le vivant actuel, des roles 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 chaines peptidiques, des hétéropolymeres
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
protéinogenes, c’est-a-dire pouvant étre incorporé a la chaine 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 étre encodé par un ensemble d’au moins trois nucléotides, ensemble appelé
codon. Quatre possibilités pour trois emplacements donne 4% = 64 possibilités. Il en
résulte que le code génétique est dégénéré, c’est-a-dire qu’'un acide aminé peut étre

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

2. On en compte en réalité deux de plus, la sélénocystéine [9] et la pyrolysine [10] [11], que Pon
peut considérer comme des cas particuliers et dont je ne parlerai pas dans cet exposé.



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 étres vivants?).

Le déchiffrage de chaque codon se fait via un ARNt chargé de son acide aminé
et comptant dans sa structure primaire '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 *.

Le code génétique contemporain s’est probablement établi progressivement et de
maniere séquentielle. En 1993, Baumann et Oro ont proposé un modele d’évolution
du code génétique en trois étapes [15]. D’abord, un code génétique primitif [16]
ayant des codons de deux bases permettait I’expression de protéines contenant douze
acides aminés différents comme décrit par la figure 1.5. La provenance des différents
acides aminés peut, quand a elle, s’expliquer par une approche bottom up de chimie
pré-biotique [17].

Au cours d’une deuxieme étape, le code aurait évolué et permis l'incorporation,
dans les protéines, d’acides aminés chimiquement plus complexes tels que I’histidine,
la cystéine, la phénylalanine et la tyrosine ainsi que celle de I'asparagine et du gluta-
mate. Ce ne serait qu’au cours d’une troisieme et derniere 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.



2nde base

lére base| U C A G 3éme base
F S Y C U
U F S Y C C
L S STOP STOP A
L S STOP w G
L p H R U
L P H R C
C L P Q R A
L P Q R G
I T N S U
I T N S C
A I T K R A
M T K R G
\% A D G U
\% A D G c
G \% A E G A
\% A E G G

FIGURE 1.4 — Tableau matérialisant le code génétique [12].

2%m hage
1% base U C A G
U Leu Ser STOP STOP
C Leu Pro Gln Arg
A Ile Thr Lys ? ieré
G Val Ala Asp Gly

FIGURE 1.5 — Postulat d’un code génétique primitif (selon [15]).

antérieure a ’apparition ® de ’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 a leur instabilité, détaillée dans la section suivante). Cette
sensibilité suggere la nécessité de catalyseurs protéiques pour ’apparition de ’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

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

5. Il convient d’entendre, par apparition, I’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 : I'extraction de I’atome d’hydrogene
en 3’ permet 'activation du substrat dont la conséquence est la libération du groupement
2’0OH en une molécule d’eau.

que lors de la deuxieme étape de 1’évolution du code génétique. L’intégration de la
cystéine dans le code aurait été une étape limitant 1'évolution du support génétique
de ’ARN en ADN.

1.1.3 Passage de ARN a '’ADN

Une des limites de ’ARN comme molécule du support génétique est son instabi-
lité intrinseque en conditions alcalines. La présence de fonctions alcool en 2’ permet
I’attaque nucléophile d'un ion hydroxyle sur son hydrogene; s’ensuit une attaque
d’un doublet non liant de l'oxygene sur le phosphate en 3’ pour finir par une at-
taque de 'oxygene 5" du nucléotide précédent sur une molécule d’eau, libérant une

extrémité 5’0OH et une autre 3’ 2’ phosphate cyclique (Fig. 1.7).

NH
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o o—H o o
O\Pfo O\P/’O
/ - R
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HO,
o o
zZ =z o)
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° NH © NH o
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OH OH /
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FIGURE 1.7 — Instabilité intrinséque de la liaison phosphodiester des ARN
et mécanisme de son hydrolyse en condition alcaline. Un ion hydroxyle attaque
I’hydrogene du 2°0OH dont 'oxygene attaque le phosphate en 3’, le libérant de sa liaison
avec 'extrémité 5’ du nucléotide précédent. Enfin, 'oxygene 5’ récupeére son proton par
une attaque sur une molécule d’eau pour laisser une extrémité 5’0OH et une autre 2’ 3’
phosphate cyclique.



Pour assurer une adaptabilité pérenne des organismes a leurs environnements, le
support physique du programme génétique, qu’ils conserveront tout au long de leur
vie, se doit d’étre stable. La sélection des ribonucléotides réductases, qui catalysent
I’excision du groupement hydroxyle en 2’ des ribonucléotides, a permis d’augmenter
cette stabilité en empéchant 1’hydrolyse de la liaison phosphodiester, marquant ainsi

le passage de 'ARN a I’ADN, support ubiquitaire des organismes vivants actuels.

1.1.4 Passage de TADN U a ’ADN T

L’ADN permettait donc une meilleure stabilité structurale du support génétique,
mais comptait encore une instabilité du message liée a la désamination spontanée
des cytidines (Fig. 1.8). L’ADN alors composé des bases dA, dU, dG, et dC aurait

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

NH;

NH3 0O
| SN | NH
HO . N/&O HO . N/l\o
I
H,O

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 délétere dans la mesure ou 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 maniere aléatoire et spontanée, le message risquerait de s’en
trouver fortement altéré. Une solution pour pallier ce probleme serait de dessiner
un nouveau caractere pour remplacer le "e” et de lire tous les "e¢” comme des ”a”
(chose que le lecteur de ce manuscrit est invité a ne pas faire). Ce désavantage aurait
mené a la sélection, dans un premier temps, des uracile-N-glycosylases qui détectent
les mésappariements G-U dans ’ADN double brin pour remplacer le U par un C, et

dans un deuxieéme temps, la sélection des thymidylate synthases [20].



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

dUMP dTMP

FIGURE 1.9 — Réaction catalysée par les thymidylate synthases. Les carbones et
azotes du thymidylate (d{TMP) et de l'uridylate (dUMP) sont numérotés en rouge.

Le thymidylate est ainsi devenu un précurseur indispensable et ubiquitaire de la
synthese d’ADN des organismes vivants contemporains. La premiere famille d’en-
zymes identifiée comme catalysant la synthese de novo du thymidylate fut ThyA,
dont fait partie la thymidylate synthase humaine. Cette biosynthese s’effectue via
un mécanisme de réduction du 5,10-méthyleénetetrahydrofolate (MTHF') en dihydro-
folate. Plus récemment, une nouvelle famille d’enzymes a été découverte par analyse
informatique des séquences d’organismes desquels le géne thyA était absent [21]. Les
enzymes de cette famille, nommée ThyX, catalysent la synthese de novo du thymidy-
late de maniere 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 I'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 'uti-
lisation de ThyA va de pair avec la nécessité d’exprimer la dihydrofolate réductase
codée par le gene folA, géne pouvant étre absent de certains organismes qui utilisent
ThyX exclusivement [23].

Les deux familles d’enzymes catalysent donc la synthese 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 ’ADN constitue
une convergence évolutive et aurait été sélectionnée deux fois, indépendamment, au

cours de I’évolution.



1.2 La lettre ”T” dans PADN : 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 a 35 kDa (Fig. 1.10). Les enzymes
ThyA, depuis leur découverte, ont été tres largement étudiées dans la mesure ou la
synthese de novo du thymidylate est une étape nécessaire a la réplication de 'ADN ;

elles constituent une cible thérapeutique de choix.

FIGURE 1.10 — Structure de I’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 synthese du dTMP de
maniere séquentielle et ordonnée en six étapes notables (Fig. 1.11). Apres fixation

du dUMP dans le site actif, la premiere 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 deuxieme étape, un intermédiaire énolate se forme
par transfert d’électrons vers le méthylenetétrahydrofolate, qui est alors activé en un
ion iminium, lequel fixera ensuite covalemment 1’énolate. Au cours de la troisieme
étape, '’hydrogene du carbone 5 de 1’énolate sera capté par une base, entrainant une
quatrieme étape de S-élimination du tétrahydrofolate pour former un intermédiaire
méthylene exocyclique. La cinquieme étape de la réaction consiste en une réduction
par le tétrahydrofolate du groupement méthylene transféré en un groupement méthyle,
entrainant la S-élimination de I’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 sixieme et derniere étape.

Hy-Hfolate

/H
o)
\’—\ ol
o N S-Enz

4

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
méthylenetetrahydrofolate en ion iminium. 3 : recaptage de I’hydrogene du carbone. 5 de
I’enolate exocyclique. 4 : B-élimination du tetrahydrofolate et formation de I'intermédiaire
méthylene exocyclique. 5 : réduction du groupement méthyléne en groupement méthyle
par le tétrahydrofolate et 5-élimination de ’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 'on trouve exclusivement chez
certaines bactéries, archées et quelques virus®, 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 intérét depuis leur découverte au vue
de leur potentiel comme cible thérapeutique [27] [28]. Outre le fait que les thymi-
dylate synthases catalysent la synthese d'un précurseur sine qua non du vivant,
de nombreuses bactéries pathogenes pour 'homme tels que Chlamydia trachomatis,
Mycobacterium tuberculosis™, Borrelia burgdorferi (facteur étiologique de la maladie
de Lyme) ont une thymidylate de la famille des ThyX (Fig. 1.12).

i

Borrelia sp. Treponema paladium  Campylobacter jejuni
Maladie de Lyme Syphillis Diarrhée

- e .

Rickettsia sp. Mycobacterium tuberculosis Helicobacter pylori
Typhus Tuberculose Ulceére et cancer gastriques

FIGURE 1.12 — Différentes bactéries pathogeénes 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 pathogene sans impacter son hote.

6. La encore, au moins une exception existe, le gene 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 ’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’homotétrameres 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 : 1026). L’enzyme est homotétramérique et chacun des quatre
cofacteurs FAD se fixe & I'interface de deux sous unités successives, formant quatre sites
actifs.

A la différence des enzymes ThyA qui utilisent le méthylenetétrahydrofolate
comme donneur de carbone et comme agent réducteur, les thymidylate synthases
ThyX ne I'utilisent que comme donneur de méthyle. L’étape de réduction est assurée
par un troisieme co-substrat, le NADPH.

La détection d’un intermédiaire covalent entre une thymidylate synthase ThyA et
le 5 fluoro-dUMP & permis d’identifier une cystéine catalytique (numérotée 146 chez
FE.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 a 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 I'enzyme (Fig. 1.14).

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

inhabituelle, comme replié sur lui-méme, qui pourrait étre moteur de la catalyse.

13



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 : 1025). 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 ’azote 1 favorise sa charge, de méme que les charges positives des
arginines 174 et 90 favorisent une charge négative de 'oxygene lié au carbone 4.

Cette conformation permet au phosphate (chargé négativement) d’étre a 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 'oxygene du carbone 4 (Fig. 1.15).
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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 modele de mécanisme
catalytique plus complet [32] détaillé sur la figure 1.16.

Dans un premier temps se forme une base de Schiff sur le méthylenetétrahydrofolate
permettant le transfert du méthylene sur I’azote 5 de la flavine (sous forme FADH™).
C’est grace a la polarisation du dUMP, décrite précédemment, que se formera par

la suite un pont méthylene entre le dUMP et la flavine. Le groupement méthylene
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sera ensuite entierement transféré sur le dUMP avant d’étre réduit en groupement
méthyle de paire avec une oxydation de la flavine en FAD. Enfin, le FAD sera réduit
en FADH™ grace a I'oxydation du NADPH en NADP™ pour permettre un nouveau

cycle.
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FIGURE 1.16 — Mécanisme catalytique proposé pour les thymidylate synthases
ThyX, d’apres [32]. La formation sur le MTHF d’une base de Schiff permet le transfert
du méthylene sur I'azote 5 du FAD (1). Un pont méthyléne peut ensuite se former entre le
FAD et le dUMP grace a la polarisation de celui-ci (2). Le méthylene est ensuite transféré
au dUMP (3) avant que l'oxydation de la flavine ne permette la réduction du méthylene
en méthyle (4). En fin de cycle, la flavine (FAD) sera réduite en FADH™ par 'oxydation
du NADPH en NADP™.

La méthylation des désoxyuridines est ainsi apparue, de deux manieres entierement
différentes, indépendamment au cours de I’évolution. Toujours indépendamment, et
en réponse a des pressions évolutives différentes, est apparue la méthylation des
uridines des ARN en ribothymidines. Contrairement a I’ADN, ces méthylations in-
terviennent exclusivement sous forme de modifications post-transcriptionelles, ¢’est-

a-dire sur des ARN, apres leurs polymérisations.
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1.3 Lalettre ”T” dans ’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 a former des interactions avec d’autres partenaires
ou autre.

Ce travail est essentiellement axé autour de la méthylation de 1'uridine sur son
carbone 5 mais se permettra une légere 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 synthese protéique en catalysant la liaison peptidique entre deux acides

aminés successifs (Fig. 1.17).

3!

FIGURE 1.17 — Schéma représentant la synthése d’une protéine en cours
d’élongation. [’ ARN¢t chargé de I'acide aminé correspondant au codon N+1 entre par le
site accepteur (A) pour former une liaison peptidique avec la chaine en cours d’élongation
lié au peptidyl ARNt présent dans le site peptide (P). Enfin, TARNt 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 ’ARNr 16S et de 21 protéines

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

L’ARNr 23S de la grande sous-unité du ribosome procaryote est soumise a 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
I’ARNr 23S, impliquée dans une interaction avec I’ARNr 16S selon les données cris-
tallographiques obtenues sur le ribosome 70S [33]. Bien que le role de sa méthylation
n’ait pas été élucidé, il a été observé que la substitution de cette base augmentait la
sensibilité a 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 role de sa
méthylation reste a déterminer.

Les ARN de transfert (ARNt) sont des ARN relativement courts (70 a
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 a tour s’apparier aux différents
codons successifs des ARN messager (ARNm) et permettre au ribosome une synthese
peptidique dictée par ’ARNm.

La structure secondaire des ARNt, comparable a un trefle, présente trois motifs
en "tige-boucle” notables : la boucle T-W¥, 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 a la pointe du "L” et a sa base, la boucle T-¥, 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 a une
méthylation (trés conservée dans le vivant). La méthylation de cette uridine située
au sein de la boucle T-W¥ favorise une interaction de type reverse Hoogsteen entre la

méthyladénosine et cette uridine qui in fine renforce la structure en ”L” de I’ARNE.
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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, a une extrémité la boucle anticodon (en
noir) et a 'autre le 3’OH pouvant fixer '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 1'uridine
54 des ARNt chez des organismes appartenant aux trois domaines du vivant. Le
mécanisme catalytique de TrmA, une fois résolu [35], a pu étre 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 I’ARNt permettant la sortie de l'uridine ciblée de la
boucle et son insertion dans le site actif de I'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,
lattaque du groupement méthyle du SAM par un des doublets liant le carbone 5 au
carbone 6. La réaction se termine par la récupération de I’hydrogene 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 I’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 P’ARN et l'insertion de I'uridine 54 dans le site actif.

HO o
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FIGURE 1.20 — Meécanisme catalytique des méthyltransférases SAM
dépendantes. [36]. 1 : La cystéine 324 (numérotation d’E.coli) attaque le carbone 6
de 'uridine. 2 : Attaque d’un doublet sur le groupement méthyle du SAM. 3 : Une base de
Penzyme récupere 'hydrogene lié au carbone 5 de 1'uridine permettant la formation d’une
double liaison entre les carbones 5 et 6 de l'uridine et la libération du substrat.

les genes codant pour ces enzymes appartenant a I’ensemble de genes homologues
COG2265 dont fait partie trmA :
— RImC catalyse la méthylation de 1'uridine 747 de la sous-unité 23s du ribo-
some [37].
— RImD catalyse la méthylation de I'uridine 1939 de la sous-unité 23S du ri-
bosome. La structure de RImD a été résolue [38] et présente un groupement
FeS de role inconnu.
On notera en outre que, chez Bacillus subtilis, ces deux modifications post-
transcriptionnelles sont assurées par une méme enzyme judicieusement baptisée

RImCD [39].
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Plus tard, une recherche dans la banque de données de genes orthologues COG
(Cluster of Orthologous Groups of proteins [40] [41]) a permis d’identifier un en-
semble de genes homologues, baptisé COG1206, ayant avec trmA une distribu-
tion mutuellement exclusive [42]. De cet ensemble fait partie le gene 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 a ThyX, utilisant le MTHF comme donneur de méthyle et le
NADPH comme agent réducteur, tour en ayant un mécanisme réactionnel 1égerement
différent.

Malgré I'absence de donnée structurale de TrmFO en présence de son substrat,
on peut facilement envisager qu’'une activation électrostatique de l'uridine a la
maniere de ThyX est difficilement concevable pour une macromolécule (remarque
a posteriori, puisque le mécanisme catalytique de ThyX a été proposé apres les
considérations mécanistiques de TrmFO détaillées ci-apres).

Apres identification du gene 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 A8 (Fig. 1.21), un test d’ac-
tivité a été développé et a permis d’identifier, avec 'aide de mutagéneses dirigées,
I'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 roles 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 a la place de 'uridine cible, est fortement suspecté
jouer le role 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 a
la proposition d’un mécanisme catalytique ; lequel est détaillé sur la figure 1.22 [48].

Outre trmFO, les protéines codés par deux genes faisant partie du cluster COG1206
ont été caractérisées. La méthylation post-transcriptionelle de I'uridine 54 des ARN¢t

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

8. Ce manuscrit s’autorise 'usage de 1’angstrom (A: 10~ %n), une unité bien pratique mais ne
faisant pas partie du systeme international.

20



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 I'attaque nucléophile sur le carbone 5
de l'uridine cible.

chromosome de deux genes homologues de trmFO. La mutation d’un de ces genes a
permis d’identifier la premiere enzyme flavine-dépendante catalysant la méthylation
de T'uridine 1939 de ARNr 23S [49] mettant en évidence une certaine versati-
lité de reconnaissance de substrats dans 1’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 'uridine 34 d’ARNt

Le code génétique a la particularité d’étre dégénéré, chaque codon code pour un
acide aminé spécifique, mais un acide aminé peut étre codé par plusieurs codons
différents. Différentes modifications de l'anticodon de certains ARNt permettent
a un méme ARNt de reconnaitre différents codons. Une de ces modifications est
la méthylaminoéthylation de 1'uridine 34 par le complexe MnmEG. Le complexe
MnmEG constitue un hétérodimere formé par les protéines MnmE et MnmG, cette
derniere codée par un gene 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 a ’autre discutés dans

les quelques paragraphes suivants (Fig. 1.23) :
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