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Les ARN sont impliqués dans des processus biologiques variés tels que le codage, décodage, la
régulation et I'expression des génes. En particulier, les ARN de transfert (ARNt) sont des molécules
clé de la machinerie traductionnelle, qui assurent le décodage des codons successifs de I'ARN
messager (ARNm) au sein du ribosome, permettant la synthése de la protéine correspondant a la
séquence de I'ARNm. Dans la plupart des organismes, les génes non codant comme ceux de I'ARNt
sont transcrits en ARN précurseurs, qui subissent une transformation ultérieure, tandis que le de
I'ARNm est crucial pour le contrdle de I'expression des genes. A I'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 contréle dynamique des modifications post-transcriptionnelles
des ARN (épitranscriptome) correspond a un nouveau niveau de régulation de I'expression des
genes. Parmi toutes les espéces 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 a la survie cellulaire en assurant la
synthése de protéines spécifiques vitales pour la réponse au stress. Il a été montré que certaines
pathologies sont liées a des modifications anormales des ARNt. Par exemple, certaines
modifications de 'ARNt sont surexprimées dans des tissus cancéreux tandis que la déficience en
certaines autres modifications est a I'origine de maladies spécifiques, telles que les myopathies
mitochondriales.

Nous cherchons a caractériser biochimiquement et structuralement ces différentes enzymes de
maturation de ’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 ou, en absence de
cristaux, par cryo-microscopie électronique, couplée a des études biophysiques et biochimiques et
a 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
I'interaction de ces enzymes avec leurs partenaires protéiques.

1- Enzymes de sulfuration/désulfuration dépendantes d’un centre [4Fe-
4S]

Le soufre est un élément essentiel pour de nombreux constituants cellulaires (dont les protéines et les
ARNSs) dans tous les organismes vivants. Plusieurs nucléosides contenant du soufre sont présents dans
les ARNts: la thiouridine et ses dérivés (s*U8, s*U34, m’s*U54), les dérivés de la 2-thioadénosine
(ms*i®A37, ms’t°A37) et la 2-thiocytidine (s*C32). Il a été récemment montré par différents
laboratoires indépendants, dont le nétre, que la formation ATP-dépendante de s2C32, s’U54, s*U8 et



s2U34 dans certains ARNts dépend d’enzymes contenant un centre fer-soufre [Fe-S], nommées
respectivement TtcA, TtuA, Ttul et MnmA/NcsA (Gervason et al. Biochim Biophys Acta Mol Cell
Res. 2024,1871: 119807, doi: 10.1016/j.bbamcr.2024.119807; cf Figure ci-dessous, gauche). Notre
projet vise a continuer la caractérisation in vitro de cette famille d’enzymes de thiolation par des
méthodes biochimiques, spectroscopiques et structurales. En effet, des structures cristallines ne sont
connues que pour 1I’apo (sans centre [Fe-S]), I’holo-TtuA (avec centre [Fe-S]; Figure ci-dessous,
droite) et I’holo-NcsA (PDB code 6SCY) et aucune structure en complexe avec I’ARN n’est connue a

ce jour.
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Thiolations dépendantes d’un centre [Fe-S] dans les Structure du site actif de NcsA montrant le centre [4Fe-

ARNTL. 48] lié par seulement trois cystéines (Bimai et al., Sc.
Rep., 2023, 13,5351, doi: 10.1038/s41598-023-32423-9).

De plus, nous cherchons a confirmer le mécanisme de thiolation de I’ARNt que nous avons proposeé,
dans lequel le quatriéme fer du centre catalytique [4Fe-4S] sert a lier un soufre exogene, servant ainsi
de transporteur de soufre (Arragain et al., Proc Natl Acad Sci USA4, 2017, 114: 7355-7360, doi:

10.1073/pnas.1700902114).
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Meécanisme proposé pour la reaction catalysée par TtuA dans lequel le centre [4Fe-4S] joue le role de transporteur de soufre,
permettant plusieurs cycles catalytiques (Arragain et al., Proc Natl Acad Sci US4, 2017, 114: 7355-7360, doi:
10.1073/pnas.1700902114).



2- Désulfidases dépendantes d’un centre [4Fe-4S]

En collaboration avec I’équipe de Jaunius Urbonavicius, Agota Aucynaité, Lituanie, et Mathias Boll,
Allemagne nous avons caractérisé 1’enzyme TudS (ThioUracile DéSulfidase) (Zhou et al. Angew
Chem Intl Ed, 2021, 160, 424-43, doi: 10.1002/anie.202011211; Fuchs et al.. Comm. Biol. 2023, 6,
1092), identifi¢e lors de la découverte de nouveaux genes codant pour des protéines de la famille
Domain of Unknown function 523 (DUF523). Cette enzyme, qui contient un centre [4Fe-4S], catalyse
le transfert de soufre entre son substrat, le thiouracile et le centre [4Fe-4S]. Nous avons pu visualiser
I’intermédiaire catalytique [4Fe-5S] par cristallographie a 1.5 A de résolution et ’avons caractérisé par
diffusion anomale aux seuils du fer et du soufre. Nous avons proposé un mécanisme pour sa
formation qui fait intervenir deux résidus catalytiques Glu45 et Serl01 pour activer une molécule
d’eau qui joue le réle de nucléophile. Notre travail valide une nouvelle fonction des centres fer-soufre
en biologie, en tant qu’agents de transfert de soufre. De facon remarquable, il vient d’étre montré que
TudS correspond en fait au domaine catalytique d’une enzyme catalysant la déthiolation de s*US8 dans
les ARNt (Jamontas et al., Nucleic Acids Res. 2024, 52, 10543-10562. doi: 10.1093/nar/gkae716),
montrant ainsi que la thiolation des ARNt, comme la méthylation, est un processus dynamique li¢ a la
réponse au stress chez les procaryotes.
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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 1’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.



Nous nous intéressons également a la cystéine désulfidase CyuA, une enzyme [4Fe-4S]-
dépendante impliquée dans le métabolisme du soufre chez les archées méthanogenes (Tchong
SI, Xu H, White RH. Biochemistry, 2005, 44, 1659-1670. doi: 10.1021/bi0484769). CyuA
catalyse la conversion de la L-cystéine en sulfure d’hydrogeéne et 2-aminoacrylate,
ultérieurement transformé en pyruvate et ammoniac. Les structures cristallographiques de
CyuA de Methanococccus maripaludis (MmCyuA), que nous avons obtenues, ainsi que nos
résultats biochimiques et analyses spectroscopiques, révelent 1’aptitude de MmCyuA a lier un
cluster [4Fe-4S], indispensable a ’activité, via trois ou quatre cystéines. Les structures de
l'enzyme en complexe avec 1’éthyléne glycol et le glycérol permettent de modéliser la
premicre étape de la réaction, la fixation de la cystéine et suggerent un mécanisme de
désulfuration de la cystéine impliquant la formation d'un intermédiaire [4Fe-5S]. Des
expériences comparatives de croissance de la souche sauvage de M. maripaludis et de la
souche mutante dépourvue de I'enzyme MmCyuA soulignent I’importance de MmCyuA pour
une croissance cellulaire optimale et pour permettre une croissance ou la cystéine est utilisée
comme unique source de soufre. Nous proposons que la fonction majeure de MmCyuA soit de
transférer le soufre li¢ au cluster [4Fe-5S] a des accepteurs en aval des voies de biosynthése
des composés souftés, tels que les enzymes de thiolation dépendantes d’un centre [4Fe-4S].

2- Les ribonucléases des ARNm.

L'instabilitt de I'ARN messager est cruciale pour le controle de l'expression des genes.
L'endoribonucléase Y (RNase Y), récemment découverte, est un acteur important qui régule le
métabolisme de 'ARN dans de nombreuses bactéries Gram +. De plus, la RNase Y n'est pas présente
chez les eucaryotes et il a ¢t¢ montré qu'elle est impliquée dans la régulation de I'expression de geénes
de virulence chez plusieurs pathogenes de I'homme (Staphylococcus, Streptococcus), ce qui en fait une
cible potentielle pour la recherche de nouveaux antibiotiques.

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.
(Morelet) 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.

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
dimere est constituée de deux longues hélices reliées entre elles par un coude. Cette organisation
structurale du domaine Nter-BsRNaseY est maintenue dans le modele AlphaFold de ’enzyme RNase
Y enti¢re. Dans ce modeéle, 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 a merveille comment la RMN a trés haut champ peut répondre a des questions inaccessibles
par d’autres techniques bio-structurales.

Méthodes et expertises :
e Clonage, surexpression et purification de protéines recombinantes
e transcription in vitro et purification d'ARN

e mutagenese dirigée



e enzymologie

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

e spectroscopie (UV, visible, IR, dichroisme circulaire, fluorescence, diffusion de la
lumicre)

e spectrométrie de masse des acides nucléiques et protéines

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

e modélisation moléculaire
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