
Projet	3	:	Enzymes	de	maturation	de	l’ARN	
 

Personnel permanent impliqué 
Béatrice Golinelli-Pimpaneau (DR2 CNRS), Djemel Hamdane (CR1 CNRS), Murielle Lombard (CR1 
CNRS), Bruno Faivre (IE CDF), Marc Fontecave (Pr CDF). 
 

Les	 ARN	 sont	 impliqués	 dans	 des	 processus	 biologiques	 variés	 tels	 que	 le	 codage,	 décodage,	 la	
régulation	et	l'expression	des	gènes.	En	particulier,	les	ARN	de	transfert	(ARNt)	sont	des	molécules	
clé	 de	 la	 machinerie	 traductionnelle,	 qui	 assurent	 le	 décodage	 des	 codons	 successifs	 de	 l'ARN	
messager	(ARNm)	au	sein	du	ribosome,	permettant	la	synthèse	de	la	protéine	correspondant	à	la	
séquence	de	l'ARNm.	Dans	la	plupart	des	organismes,	les	gènes	non	codant	comme	ceux	de	l'ARNt	
sont	transcrits	en	ARN	précurseurs,	qui	subissent	une	transformation	ultérieure,	tandis	que	 le	de	
l'ARNm	 est	 crucial	 pour	 le	 contrôle	 de	 l'expression	 des	 gènes.	 A	 l’aide	 des	 outils	 de	 la	 biologie	
moléculaire,	 de	 la	 chimie	 des	 protéines,	 de	 la	 biophysique	 et	 de	 la	 biologie	 structurale,	 nous	
étudions	 plusieurs	 ribonucléases	 et	 enzymes	 de	 modification	 post-transcriptionnelle	 impliquées	
dans	la	dégradation	des	ARNm	et	la	maturation	des	ARN	stables.		
Il	a	été	montré	récemment	que	 le	contrôle	dynamique	des	modifications	post-transcriptionnelles	
des	 ARN	 (épitranscriptome)	 correspond	 à	 un	 nouveau	 niveau	 de	 régulation	 de	 l’expression	 des	
gènes.	Parmi	toutes	les	espèces	d'ARN,	les	ARNt	présentent	la	plus	grande	variété	de	modifications	
chimiques	 et	 le	 plus	 haut	 degré	 de	 modification.	 Dans	 des	 conditions	 de	 stress,	 la	
reprogrammation	 des	 modifications	 des	 ARNt	 contribue	 à	 la	 survie	 cellulaire	 en	 assurant	 la	
synthèse	de	protéines	spécifiques	vitales	pour	la	réponse	au	stress.	 Il	a	été	montré	que	certaines	
pathologies	 sont	 liées	 à	 des	 modifications	 anormales	 des	 ARNt.	 Par	 exemple,	 certaines	
modifications	de	 l’ARNt	 sont	 surexprimées	dans	des	 tissus	 cancéreux	 tandis	que	 la	déficience	en	
certaines	 autres	modifications	 est	 à	 l’origine	 de	maladies	 spécifiques,	 telles	 que	 les	myopathies	
mitochondriales.		
Nous	 cherchons	 à	 caractériser	 biochimiquement	 et	 structuralement	 ces	 différentes	 enzymes	 de	
maturation	de	l’ARN.	Afin	de	comprendre	la	base	structurale	de	leur	mécanisme	de	catalyse,	nous	
essayons	 de	 cristalliser	 ces	 protéines	 seules	 et	 en	 complexe	 avec	 leur	 substrat	 ARN.	 La	
connaissance	de	la	structure	tridimensionnelle	par	diffraction	aux	rayons	X,	couplée	à	des	études	
biophysiques	et	biochimiques	et	à	 la	modélisation	moléculaire,	permet	de	mettre	en	évidence	 le	
mode	 d’activation	 du	 substrat,	 le	 mécanisme	 catalytique	 et	 la	 dynamique	 de	 la	 catalyse	 et	 de	
mieux	 comprendre	 les	 mécanismes	 de	 reconnaissance	 entre	 les	 enzymes	 et	 leur	 substrat	 ARN	
spécifique.	Nous	étudions	aussi	l’interaction	de	ces	enzymes	avec	leurs	partenaires	protéiques.		
 
 

1- Biosynthèse des nucléosides contenant du soufre et du sélénium 

Responsable : Béatrice Golinelli-Pimpaneau  

Le soufre est un élément essentiel pour de nombreux constituants cellulaires (dont les protéines et les 
ARNs) dans tous les organismes vivants. Plusieurs nucléosides contenant du soufre sont présents dans 
les ARNts: la thiouridine et ses dérivés (s4U8, s2U34, m5s2U54), les dérivés de la 2-thioadénosine 
(ms2i6A37, ms2t6A37) et la 2-thiocytidine (s2C32). Il a été récemment montré par différents 
laboratoires indépendants, dont le nôtre, que la formation ATP-dépendante de s2C32, s2U54, s4U8 et 
s2U34 dans certains ARNts dépend d’enzymes contenant un centre fer-soufre [Fe-S], nommées 



respectivement TtcA, TtuA, ThiI et NcsA (Nucleic Acids Res, 2014, 42: 7960-7970; Proc Natl Acad 
Sci  USA 2017, 114: 4954-4959; Proc Natl Acad Sci USA, 2017, 114: 7355-7360; Proc Natl Acad Sci 
USA, 2016, 113: 12703-12708 ; Figure ci-dessous, gauche). Notre projet vise à continuer la 
caractérisation in vitro de cette famille d’enzymes de thiolation qui ciblent différentes positions dans 
l’ARNt (8, 32, 34 or 54) par des méthodes biochimiques et par cristallographie des rayons X. En effet, 
des structures cristallines ne sont connues que pour l’apo (sans centre [Fe-S]) et l’holo-TtuA (avec 
centre [Fe-S]; Figure ci-dessous, droite), et aucune structure en complexe avec l’ARN n’a été 
déterminée.  
 
 

 

Thiolations dépendantes d’un centre [Fe-S] dans les 
ARNt. 

 Structure du site actif de TtuA montrant la proximité 
entre l’AMP et le centre [4Fe-4S] (Proc Natl Acad Sci 
USA, 2017, 114: 7355-7360). 

 

De plus, nous voulons confirmer le mécanisme de thiolation de l’ARNt que nous avons proposé, dans 
lequel le quatrième fer du centre catalytique [4Fe-4S] sert à lier un soufre exogène, servant ainsi de 
transporteur de soufre (Proc Natl Acad Sci USA, 2017, 114: 7355-7360).  
 

 
 
Mécanisme proposé pour la reaction catalysée par TtuA dans lequel le centre [4Fe-4S] joue le rôle de transporteur de soufre, 
permettant plusieurs cycles catalytiques (Proc Natl Acad Sci USA, 2017, 114: 7355-7360). 
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Finalement, nous voulons caractériser les enzymes orthologues Ncs6/Ctu1, catalysant la thiolation en 
position 34 des ARNts chez les mammifères, dont on connaît peu de choses, et comprendre la façon 
dont cette modification pourrait réguler la synthèse des protéines dans certains conditions de 
croissance.  
 
Le sélénonucléoside le plus abondant, le 5-méthylaminométhyl-2-sélénouridine (mnm5se2U), présent à 
la position 34 (position wobble) des ARNts des trois domaines de vie, joue un rôle important dans la 
précision des interactions codon-anticodon et donc dans la fidélité de la traduction. Nous étudions 
aussi la 2-sélénouridine synthase MnmH qui catalyse le remplacement du soufre présent sur le C2 de 
l'uridine modifiée en position 34 dans la boucle anticodon des ARNt par le sélénium,  pour former le 
nucléoside hypermodifié mnm5se2U34.  

 
 
2- Epitranscriptomique dépendante de Flavine 
 
Responsables: Murielle Lombard and Djemel Hamdane 

A ce jour, il existe sept modifications d'ARN qui dépendent de l'activité d'une flavoenzyme, 
permettant au cofacteur de flavine d'entrer dans le nouveau monde épitranscriptomique. Nos 
principaux objectifs sont d'étudier les relations structure/fonction de ces flavoenzymes. 

 

 

 

 



 

1. La dihydrouridine et la famille des dihydrouridine synthases dépendantes du FMN 

La synthèse de dihydrouridine est catalysée par une grande famille d'enzymes dépendantes de la FMN 
nommées dihydrouridine synthases (Dus) qui emploient NADPH comme agent réducteur de flavine. 
L'analyse phylogénétique a classé ces flavoenzymes en trois groupes principaux et huit sous-familles, 
qui ont tous évolué grâce à des duplications indépendantes d'un gène ancestral dus. Le premier groupe 

trouvé dans les procaryotes regroupe trois 
Dus (Dus A, B et C) tandis que le second 
est eucaryote et contient quatre enzymes 
différentes (Dus 1 à 4). Le dernier groupe 
est caractérisé par un Dus unique observé 
seulement dans les archées. Notre objectif 
à long terme est de caractériser la relation 
structure/fonction des enzymes 
bactériennes et eucaryotes. 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
2. Méthylation réductive des ARNt et ARNr par une nouvelle classe d’ARN 
méthyltransférases dépendantes de la flavine et du folate.  

Dans la plupart des organismes 
vivants, la 5-méthyluridine (m5U) 
est synthétisée par des méthyle- 
transférases indépendantes de la 
S-adénosylméthionine (SAM), 
qui transfèrent directement un 
groupe méthyle du cofacteur 
SAM au carbone C5-uracile par 
une simple réaction SN2. 
Cependant, dans les bactéries 
Gram positives et dans plusieurs 
mycoplasmes, cette méthylation 
se déroule par un procédé multi-

étapes beaucoup plus complexe impliquant le N5, le méthylène tétrahydrofolate (CH2THF) utilisé 
comme donneur de méthylène et l'hydroquinone à faible teneur en flavine adénine et dinucléotide 
(FADH). Ce type de réaction alternatif, également appelé méthylation réductrice, est catalysé par des 
flavoenzymes caractéristiques dénommées m5U54 tRNA méthyltransferase FAD / folate-dependent 
(TrmFO) et m5U1939 rRNA methyltransferase FAD/folate-dépendante (RlmFO) selon la nature du 
substrat utilisé, l'ARNt et ARNr, respectivement. L'importance de la réaction catalysée par TrmFO 

Réaction catalysée par les enzymes Dus 

Structure 3D des Dus bactériennes en complexe avec un ARNt substrat. 



comme faisant partie du mécanisme d'adaptation de l'organisme en réponse aux changements 
physiques de son environnement a récemment été découverte. Notre caractérisation étendue sur 
TrmFO a conduit à la découverte récente que la flavine peut fonctionner comme un agent de 
méthylation d'ARN sans précédent. Ce nouvel agent se présente sous la forme d'un dérivé unique de 
méthylène-iminium de flavine. La même espèce de CH2 = FAD est utilisée par la thymidylate synthase 
dépendante de la flavine bactérienne ThyX, une flavoenzyme trouvée dans plusieurs agents 
pathogènes humains et qui catalyse la conversion vitale du dUMP en dTMP. Notre objectif à long 
terme est de caractériser en détail ce mécanisme en utilisant la chimie synthétique, la biologie 
structurale de la biochimie ainsi que les outils biophysiques. 
 

 
 
 
3. Un complexe flavoenzyme contrôle la traduction via l’hypermodification de l’uridine 
en position « wobble » des ARNts. 

Dans les bactéries, les 5-
carboxyméthylaminométhyle 
(cmnm5) et 5-aminométhyle 
(nm5) appartenant à la 
famille des modifications 
xm5U sont synthétisées par 
un hétérocomplexe 

enzymatique conservé impliquant un composant flavoenzyme. Pour certaines espèces d'ARNt, ces 
substituants C5 peuvent servir d'intermédiaires dans les voies métaboliques de la modification de 
mnm5U. Le complexe hétérotétramérique formé par deux protéines, MnmE et MnmG, utilise un 
mélange impressionnant compliqué consistant en GTP, K+, CH2THF et glycine ou NH4+ pour 
catalyser ces modifications xm5U. Chacune de ces protéines forme un homodimère stable à la fois à 
l'intérieur et à l'extérieur du complexe. GTPBP3 et MTO1 sont les homologues humains de MnmE et 
MnmG, respectivement. Ces protéines sont synthétisées dans le noyau et transportées vers les 
mitochondries afin de modifier les ARNt d'organelle. Actuellement, il n'existe pas de caractérisation 
biochimique et structurale de ces enzymes, mais on sait que le complexe GTPBP3 / MTO1 catalyse la 
formation de 5-taurinométhyluridine 34 (τm5U34) en utilisant de la taurine au lieu de la glycine. 
MTO1 et GTPBP3 sont importants car plusieurs mutations génétiques de ces protéines sont associées 
à des maladies graves telles que la myopathie mitochondriale, la cardiomyopathie hypertrophique, 
l'encéphalopathie, l'acidose lactique. Notre objectif à long terme est de comprendre comment les 
complexes bactériens et humains fonctionnent de manière synergique pour catalyser ces modifications 
complexes. La relation structure/fonction de ces complexes nous aiderait à comprendre la base 
moléculaire des pathologies humaines. 

Mécanisme de méthylation de l’ARNt par TrmFO (Hamdane D, et al. J Am Chem Soc. 2012 134(48):19739. 



 
 
 
 
 
 
 

3- Les ribonucléases des ARNm.  

L'instabilité de l'ARN messager est cruciale pour le contrôle de l'expression des gènes. 
L'endoribonucléase Y (RNase Y), récemment découverte, est un acteur important qui régule le 
métabolisme de l'ARN dans de nombreuses bactéries Gram +. De plus, la RNase Y n'est pas présente 
chez les eucaryotes et il a été montré qu'elle est impliquée dans la régulation de l'expression de gènes 
de virulence chez plusieurs pathogènes de l'homme (Staphylococcus, Streptococcus), ce qui en fait une 
cible potentielle pour la recherche de nouveaux antibiotiques. 
La RNase Y est ancrée à la membrane par son domaine N-terminal intrinsèquement désordonné, qui 
est censé faciliter la liaison de partenaires multiples au sein d'un complexe de type dégradosome. 
Notre but est d’étudier la structure de la RNase Y pour nous éclairer sur sa fonction et son mode 
d'action et pour comprendre ses interactions avec ses partenaires protéiques.  
 
 

Méthodes et expertises :  

• Clonage, surexpression et purification de protéines recombinantes 

• transcription in vitro et purification d'ARN 

• mutagenèse dirigée 

• enzymologie 

• méthodes thermodynamiques (ITC) et cinétique (cinétique rapide: stopped-flow) 

• spectroscopie (UV, visible, IR, dichroïsme circulaire, fluorescence, diffusion de la 

lumière) 

• spectrométrie de masse des acides nucléiques et protéines  

• cristallisation, cristallographie aux rayons X des protéines et analyse des structures 

• modélisation moléculaire 

 

Collaborations  

Représentation schématique du fonctionnement du complexe MnmE/MnmG 
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