Projet 3 : Enzymes de maturation de ’ARN

Personnel permanent impliqué

Béatrice Golinelli-Pimpaneau (DR2 CNRS), Bruno Faivre (IE CDF), Marc Fontecave (Pr CDF).

Depuis une dizaine d’années, l'importance des modifications chimiques de I'ARN, qui permet a
celui-ci de ne pas étre constitué seulement des quatre nucléosides canoniques, est largement
reconnue. Récemment, les modifications de I'ARN ont été au centre d'une avancée scientifique,
qui a eu un impact majeur non seulement sur notre vision de la science, mais aussi sur notre société
dans son ensemble, puisque le prix Nobel 2023 a été décerné pour les « découvertes concernant les
modifications des bases nucléosidiques qui ont permis le développement de vaccins a ARNm
efficaces contre la COVID-19 ». Notre laboratoire étudie le mécanisme et la structure d’enzymes

de maturation des ARN (ribonucléase et enzymes de modification des ARNt).

I Modification des ARNt

Des modifications chimiques, nombreuses et vari¢es, en particulier dans les ARN de transfert, jouent un
role clé dans la fidélité et I’efficacité de la traduction génétique. Il a été récemment montré que la
distribution de ces modifications dans les ARNt est régulée de facon dynamique en fonction de
I’environnement cellulaire, en particulier en réponse au stress oxydatif. Chez I’homme, des anomalies
des modifications des ARN ou des enzymes catalysant ces modifications sont souvent liées a des
maladies impliquant des défauts métaboliques, des disfonctionnements mitochondriaux, des désordres

neurologiques ou des cancers.

Ces derniéres années, notre activité s’est focalisée sur 1’étude biochimique et structurale de différentes

enzymes de sulfuration non-rédox de I’ARNt, dépendantes d’un centre [4Fe-4S].

Un souftre est présent sur I’uridine en position 8, 34 et 54 et sur la cytidine en position 32 dans plusieurs
ARNt. La formation des thionucléosides correspondants est catalysée par des enzymes spécifiques
appelées Thil/Ttul (s*U8) chez les bactéries et les archées, TtuA (s*U54) chez les archées et bactéries
thermopbhiles, et TtcA (s*C32) chez les bactéries et certaines archées. La modification s?U34 est catalysée
par des enzymes de type MnmA chez les bactéries et les mitochondries et de type NcsA chez les archées

et le cytosol des eucaryotes.

Nous avons étudié plusieurs de ces enzymes et montré qu’elles utilisent un centre [4Fe-4S] pour
catalyser la réaction de thiolation des ARNt, puis publié une revue en 2024 qui récapitule tous les
résultats biochimiques et cristallographiques obtenus sur ces enzymes (Gervason et al., Biochim.

Biophys. Acta. Molec. Cell Res. 2024, 1871, 119807, doi:10.1016/j.bbamcr.2024.119807)



En 2025, nous avons écrit un article de fond pour expliquer la théorie et confronter les données des
différents chercheurs sur les enzymes de sulfuration des ARNt (Gervason et al., Accounts Chem Res,

2025, doi: 10.1021/acs.accounts.5c00485).
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1) La structure cristallographique de TtuA lié a son cluster [4Fe-4S] montre une nouvelle

fonction des centres [4Fe-4S] en biologie.

Nous avons d’abord montré qu’il est possible de reconstituer un cluster [4Fe-4S] dans les enzymes TtuA
en condition anaérobique et I’avons caractérisé par des méthodes spectroscopiques. Nous avons ensuite
obtenu plusieurs structures cristallographiques de TtuA en anaérobie, qui ont montré que le cluster [4Fe-
4S] est coordonné par seulement 3 cystéines, permettant au quatriéme atome de fer de lier un ion
hydrosulfure. Ceci nous a permis de proposer un mécanisme original pour la réaction de
sulfuration dans lequel le cluster [4Fe-4S] joue le role d’acide de Lewis pour lier et activer le soufre
et qui implique la formation d'un intermédiaire catalytique [4Fe-5S] (Arragain et al., PNAS, 2017,
114, 7355, doi: 10.1073/pnas.1700902114).
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Mécanisme proposé pour la réaction catalysée par TtuA dans lequel le centre [4Fe-4S] joue le
réle de transporteur de soufre, permettant plusieurs cycles catalytiques (Arragain et al., PNAS,
2017, 114: 7355-7360, doi: 10.1073/pnas.1700902114).

2) Le cluster [4Fe-4S] de MnmA, lié par deux cystéines et un aspartate, est nécessaire a la

sulfuration des ARNt

Apres avoir caractérisé le cluster [4Fe-4S] de TtuA, nous avons réétudié plusieurs enzymes de cette
famille d’enzymes de thiolation de I’ARNt pour lesquelles un mécanisme avait ét€ proposé
précédemment, pour savoir si elles utilisaient aussi un cluster [4Fe-4S] pour la catalyse. Ainsi, nous
avons montré que I’enzyme MnmA d’E. coli, pour laquelle un mécanisme basé sur la chimie des
persulfures avait été proposé précédemment (Numata et al., Nature, 2006, 442, 419, doi:
10.1038/nature04896), utilise en fait, elle aussi, un centre [4Fe-4S] pour catalyser sa réaction de
thiolation lorsque le sulfure inorganique est utilis¢ comme donneur de soufre (Zhou et al., Nucleic Acids
Res. 2021, 49, 3997, doi: 10.1093/nar/gkab138; Gervason et al., J Inorg Biochem. 2025, 274, 113064.
doi: 10.1016/].jinorgbio.2025.113064). Ce nouveau mécanisme de MnmA d’E. coli ne pouvait étre
dévoilé qu’en maintenant 1’holo-protéine en condition d’anaérobie stricte. Cependant, le systéme qui
permet la maturation de MnmA n’est pas compris a ce jour car des études in vivo montrent que la
thiolation de U34 a lieu méme en absence des systémes de biogenese des centres [Fe-S], ISC et SUF.
Nous avons par ailleurs montré (collaboration avec 1’équipe du Professeur F. Barras a I’Institut Pasteur)
que le thionucléoside s*Uss formé par MnmA est impliqué dans la résistance des cellules en condition de
stress puisqu’a pH acide ou en condition oxydative en présence de H>O,, une absence ou un
ralentissement de la croissance cellulaire a été observé dans la souche ou le géne mnmA a été muté, par

rapport a la souche sauvage.

3) Thil et NcsA sont dépendantes d’un cluster [4Fe-4S], et non d’un cluster [3Fe-4S]




Nous avons montré qu’une sous-classe de protéines Thil/Ttul utilisent aussi un cluster [4Fe-4S] pour la
catalyse (He et al., Nucleic Acids Res., 2022, 50, 12969, doi: 10.1093/nar/gkac1156), et non un cluster
[3Fe-4S] comme publié précédemment (Liu et al., PNAS, 2016, 113, 12703, doi:
10.1073/pnas.1615732113). Le cluster [3Fe-4S] proviendrait donc trés probablement d’une dégradation
du centre [4Fe-4S] par de I’oxygene résiduel. De méme, il avait aussi été montré que 1’enzyme NcsA de
I’archée Methanococcus maripaludis (MmNcsA) lie un centre [3Fe-4S] (Liu et al., PNAS, 2016, 113,
12703, doi: 10.1073/pnas.1615732113) mais nous avons résolu la structure cristallographique de
MmNcsA apres reconstitution du cluster, qui montre qu’elle lie un cluster [4Fe-4S] (Bimai et al., Sci
Rep, 2023, 13, 5351, doi: 10.1038/s41598-023-32423-9). La structure du dimére de MmNCcsA est tres
proche du modéle AlphaFold du complexe cytosolique humain Ctul/Ctu2, suggérant que les enzymes
de sulfuration de U34-ARNt eucaryotes utilisent le méme mécanisme [4Fe-4S]-dépendant que NcsA.
Le complexe Ctul/Ctu2 est essentiel pour I’intégrité du génome. De plus, 1’activité de sulfuration de
U34-ARNt est surexprimée dans certains cancers (notamment sein et mélanome), favorisant survie et

résistance aux traitements, ce qui en fait une cible thérapeutique prometteuse.

4) LarE, une enzyme de sulfuration d’une petite molécule, dépendante d’un cluster [4Fe-4S]

Récemment, nous avons montré que ce mécanisme de sulfuration faisant intervenir trés probablement
un intermédiaire [4Fe-5S] s’étend également a une sous-classe d’enzymes LarE, [4Fe-4S]-
dépendantes, qui catalysent successivement deux réactions de sulfuration au sein du précurseur du
cofacteur de la lactate racémase. En effet, nous avons résolu la structure cristallographique de LarE de
M. maripaludis et observé que seuls 3 atomes de Fe du cluster [4Fe-4S] sont liés par des cystéines et que
le quatriéme Fe est capable de lier un ligand anionique comme un groupement phosphate ou un ion
chlorure (Zecchin et al., Protein Science, 2024, 33, e4874, doi: 10.1002/pro.4874). Le cluster [4Fe-4S] lié
a un chlorure mimerait I’intermédiaire [4Fe-5S] donneur de soufre lors de la réaction. Les études
biochimiques et la structure de LarE de Lactobacillus plantarum avaient montré précédemment que
I’enzyme sacrifie I’atome de soufre d’une cystéine conservée pour donner le soufre pour la réaction de
sulfuration, conduisant ainsi a la formation de déshydroalanine (Fellner, PNAS, 2017, 114, 9074, doi:
10.1073/pnas.1704967114). Les deux sous-familles d’enzymes LarE apparaissent donc utiliser deux
mécanismes tres différents pour sulfurer leur substrat respectif, en agissant catalytiquement ou de maniére

sacrificielle.

5) TudS, une enzyme de désulfuration des ARNt, dépendante d’un cluster [4Fe-4S]

De fagon intéressante, nous avons mis en ¢évidence par cristallographie et diffusion anomale
I’intermédiaire [4Fe-5S] lors de la désulfuration du thiouracile, catalysée par la thiouracil désulfisase TudS

(Zhou et al., Angew Chem Int Ed Engl. 2021, 60, 424, doi: 10.1002/anie.202011211; Fuchs et al.,



Commun. Biol., 2023, 7, 1092, doi: 10.1038/s42003-023-05450-5), réaction inverse de la réaction de

sulfuration.
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Mécanisme proposé pour la désulfuration du 4-thiouracile par TudS impliquant la formation d’un intermédiaire [4Fe-5S] (Zhou
et al. Angew Chem Intl Ed, 2021, 160, 424-431, doi: 10.1002/anie.202011211). A Modéle du complexe 4-thiouracil/TudS. B
Structure cristalline de I'intermédiaire [4Fe-5S]. C Mécanisme catalytique proposé pour TudS. La catalyse est probablement
assistée par deux bases du site actif qui peuvent étre désignées comme Glu45 et Ser101 d’apres la structure cristalline de
Tuds, le docking et la mutagenese dirigée.

De fagon remarquable, il s’est avéré que TudS est le domaine catalytique d’une enzyme de désulfuration
de s*US-ARNt (Jamontas et al., Nucleic Acids. Res, 2024, 52, 10543, doi: 10. 1093/nar/gkae716; Munneke
et al., Cell Host & Microbe, 2025, 33, 573, doi: 10.1016/j.chom.2025.03.001), mettant en évidence pour
la premiere fois que la sulfuration des ARNt peut étre dynamiquement régulée dans la cellule en fonction

des conditions environnementales, au moins chez les bactéries.

6) CyuA, une enzyme [4Fe-4S]-dépendante impliquée dans le métabolisme du soufre chez les



archées méthanogenes

La L-cystéine désulfidase CyuA catalyse la dégradation de la L-cystéine en pyruvate, ammoniac et sulfure
d'hydrogeéne. Nous avons ¢tudié¢ le role de CyuA dans le métabolisme du soufre par des méthodes
phylogénétiques, génétiques, biochimiques, spectroscopiques et structurales (Gervason et al, Commun.
Biol 2025, 8, 1667, doi: 10.1038/s42003-025-09053-0). Cette étude révele que les Methanococcales et
certains autres groupes d'archées ont probablement acquis CyuA par transfert génétique horizontal a partir
des Terrabacteria. Chez M. maripaludis, CyuA (MmCyuA) stimule la croissance en présence de sulfure
et permet une croissance lente lorsque la cystéine est la seule source de soufre. MmCyuA possede un
cluster [4Fe-4S] coordonné par trois cystéines conservées, le quatriéme atome de fer pouvant se lier a
différents petits ligands. Les structures cristallographiques et analyses biochimiques nous ont permis de
modéliser la cystéine substrat lice a MmCyuA et de proposer un mécanisme détaillé de désulfuration de
la L-cystéine impliquant un intermédiaire [4Fe-5S]. Celui-ci pourrait servir a transférer le soufre de la
cystéine vers diverses enzymes de sulfuration des ARNt dépendantes du [4Fe-4S], soulignant le rdle

central de CyuA dans le transport et le métabolisme du soufte.

En conclusion, nous avons donc mis en évidence une nouvelle fonction des centres fer-soufre en
biologie et proposé que plusieurs types d’enzymes de sulfuration/désulfuration [4Fe-4S]-
dépendantes utilisent un mécanisme dans lequel le centre [4Fe-4S] agit comme transporteur et

activateur de soufre exogéne en formant tres probablement un intermédiaire [4Fe-5S].

II) La RNase Y

La maturation et la dégradation des ARNm est cruciale pour le controle de l'expression des genes.
L'endoribonucléase Y (RNase Y), identifiée en 2009 chez Bacillus subtilis, est un acteur important qui
régule le métabolisme de I'ARN dans de nombreuses bactéries Gram positif. La RNase Y initie un
clivage endonucléolytique, rendant les fragments d’ARN plus sensibles aux exonucléases. Bien
qu’équivalente fonctionnellement a la RNase E d’E. coli, la RNase Y n’a ni homologie de séquence ni
de structure avec la RNase E. 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 genes de virulence chez plusieurs pathogenes de
I'homme (Staphylococcus, Streptococcus), ce qui en fait une cible potentielle pour la recherche de
nouveaux antibiotiques.

A ce jour, il n’existe aucune structure 3D expérimentale de RNase Y.

La RNase Y est ancrée a la membrane par son domaine N-terminal intrinséquement 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.



Nous avons montré que la RNase Y existe en équilibre entre un dimere (~112 kDa) et un oligomeére
soluble (~700 kDa)(Hardouin et al., Biophys. J. 2018, 115, 2102-2113, doi:10.1016/j.bpj.2018.10.016)
mais la fonction biologique de cet oligomére reste inconnue.

En utilisant la RMN hétéro-nucléaire multidimensionnelle (collaboration avec 1’équipe RMN de I'ICSN
dans le cadre d’Infranalytics), et les prédictions tridimensionnelles d’ AlphaFold, nous avons montré que
le dimére Nter-BsRNaseY adopte une structure de type « coiled-coil » (Morellet et al., Biomolecules,
2022, 12, 1798, doi: 10.3390/biom12121798). Chaque chaine constituant le dimére est constitué¢e de
deux longues hélices reliées entre elles par un coude. Cette organisation structurale du domaine Nter-
BsRNaseY est maintenue dans le modele AlphaFold de I’enzyme RNase Y entiére. Dans ce mode¢le, le
domaine catalytique globulaire, est constitué¢ par deux hélices reliant les modules KH (domaine de
liaison a I’ARN) et HD (caractéristique de la superfamille de phosphohydrolases métallo-dépendantes),
et par la région C-terminale. Celle-ci, dont la fonction était encore inconnue, est trés probablement
impliquée dans la dimérisation de la RNase Y. Ce travail illustre la fagon dont la RMN a tres haut champ
peut répondre a des questions inaccessibles par d’autres techniques bio-structurales.

Nous poursuivons 1’étude structurale de la RNase Y par cryo-microscopie.

Méthodes et expertises :

Clonage, surexpression et purification de protéines recombinantes

transcription in vitro et purification d'ARN

mutagenese dirigée

enzymologie

spectroscopie (UV, visible, IR, dichroisme circulaire, fluorescence, diffusion de la lumiére)
spectrométrie de masse des acides nucléiques et protéines

cristallisation, cristallographie aux rayons X des protéines, cryo-EM et analyse des structures
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