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La terminaison de la traduction

/ 4.Recyclage

1. Initiation 2.Elongation 3. Terminaison
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Translecture et terminaison chez S. cerevisiae

ERREURS DE TRADUCTION DES

PROTEINES
Type Cible Fréquence
spontanées tous les ARNm <10+
rogrammeés IS 0.5 Atits
P9 spécifiques - compétition
I
5 AUGeS

> Le taux de translecture dépend du contexte nucléotidique du condon stop
Namy et al.,EMBO Rep, 2001, p 787-793

» Meécanismes moléculaires encore peu connus
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Intérets thérapeutiques de la translecture
traitement de maladies a codons stops prematures
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AUG )& Y stop Mucoviscidose
b ~L D — a Cancers
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codon stop
prématuré {

AUG . L
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Translecture
aminoglycoside

> L’activité de la protéine dépend de la nature de I’acide aminé inseré

> Il est essentiel d’établir des régles prédictives de la nature de I’acide aminé
incorporé
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Etude de la translecture par spectrométrie de masse

e ldentification des acides aminés incorporés au niveau des 3
codons stops UAA, UAG et UGA lors de la translecture

e Fréquence d’insertion des acides aminés au niveau de
chaque codon stop

e Influence du contexte nucléotidique du codon stop sur la
nature et le taux d’incorporation des acides aminés de
translecture

IrMCIC) | f 29emes JFSM, 17-20 septembre 2012, Orléans
ant = =

La plateforme du viv



Strategie analytique

QUANTIFICATION RELATIVE
DES PEPTIDES DE

TRANSLECTURE
IDENTIFICATION DES TAUX +
ACIDES AMINES D’INCORPORATION IN
INCORPORES POUR VIVO DES ACIDES [ . ECETTEELTF';"S'N?CI&NEE)EFES ]
CHAQUE CODON AMINES POUR CHAQUE
STOP CODON STOP
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Expression et purification des protéines
iIssues de la translecture

e Construction d’un systéme rapporteur

Sequence de translecture

TN

AUAAAAAAUGAATAACAAAUAAACAAC
TAG
TGA

 Purification des protéines de translecture sur colonne d’affinité et gel d’éléctrophorése
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Détermination des acides aminés de translecture en
fonction du codon stop

La plateforme du vivant =

UAA UAG UGA

\4 \4 v

25 kD
a=> P —

nanoLC-MS/MS apres digestion enzymatique par Trypsine ou LysN

Identification des peptides chevauchant le site de translecture

Codon Acide aminés
Stop incorporés

UAA QY K
UAG QY K
UGA C,W,R
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Spectres MS/MS des peptides de translecture

» Spectre MS/MS QTOF aprés trypsine
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Ambiguités sur la nature des acides aminés incorporeés
a partir des spectres MS/MS

Spectre MS/MS QTOF: ambiguité Cystéine/Glutamine
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Mesure du taux d’incorporation des acides aminés de
translecture par LC-MS

NanoLC-MS : XIC des peptides chevauchant le site de translecture

* Réponse MS du peptide de translecture dépend de I'acide aminé incorporé
— Détermination d’un facteur correctif de I'efficacite d’ionisation et de digestion

Expression des 6 protéines recombinantes... KNE Q INN...

- K
C

QY KCcwR W
R

LC-MS sur 5 réplicats — XIC des peptides avec Q, Y, K, C, Wet R

+n octyl glucopyranoside ‘

Normalisation par la moyenne des intensités des 3 peptides
les plus intenses (N)

¢

Facteur Correctif pour chaque peptide standard = XIC/N
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Peptides standards de facteur
translecture correctif

KNEQQINNLSPILGYW 1.65+0.1
KNEYQINNLSPILGYW | 1.09 +0.06
‘ IKQINNLSPILGYW 3.7+0.05
KNECQINNLSPILGYW | 1.04 +0.04
KNEWQINNLSPILGYW | 0.57 £0.02

KNERQINNLSPILGYW 0.7+£0.03

4

Correction des données quantitatives
de translecture acquises dans une
meme série d’analyse

UAA UAG UGA

-
25kDa—>L.L L _‘l'




Mesure du taux d’incorporation des acides aminés de
translecture par LC-MS
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tRNAs suppresseurs naturels potentiels impliqués

dans la translecture

Il existe plusieurs tRNAs naturels proches cognats par codon stop. Plusieurs acides amines peuvent etre potentiellement
incorpores au sein d’'un meme codon

Affinités des tRNAs suppresseurs potentiels.

UAA

UAG

UGA

IIT1C]
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GIn (2 tRNAs)
Tyr (1 tRNA)

GIn (2 tRNAs)
Tyr (1 tRNA)

Cys (1 tRNA)
Trp (1 tRNA)

Ser (2 tRNAs)
Leu (1 tRNA)

Ser (1 tRNA)
Leu (1 tRNA)
Trp (1 tRNA)

Arg (2 tRNAs)

Ser (2 tRNAs)
> Gly (1 tRNA)

Leu (1 tRNA)
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Lys (1 tRNA)
Glu (1 tRNA)

Lys (1 tRNA)
Glu (1 tRNA)



tRNAs suppresseurs naturels potentiels impliqués
dans la translecture

Il existe plusieurs tRNAs naturels proches cognats par codon stop. Plusieurs acides amines peuvent etre potentiellement
incorpores au sein d’'un meme codon

Affinités des tRNAs suppresseurs potentiels

UAA GIn (2 tRNAs) Ser (2 tRNAs) Lys (1 tRNA)
Tyr (1 tRNA) > Leu (1 tRNA) > Glu (1 tRNA)
UAG | Gln (2 tRNAs) Ser (1 tRNA) | Lys (1 tRNA)
Tyr (1 tRNA) > Leu (1 tRNA) > Glu (1 tRNA)
Trp (1 tRNA)
Arg (2 tRNAs) |
Ser (2 tRNAs)
UGA Cys (1 tRNA)
Trp (1 tRNA) > Gly (1 tRNA)
Leu (1 tRNA)

> Les acides aminés identifiés correspondent a ceux prédits par les régles
d’appariement codon/anticodon
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Correlation entre les taux d’incorporation
calculés et les données génétiques

Taux d’incorporation des tRNA suppresseurs naturels

dépend de: Appariement
Watson et Crick

, " . Non canonique
«« complémentarité codon/anticodon o

= nombre de copies de génes de tRNA Non apparié  ><
Nombre de copies ()
518%) 49%) 2:%) de genes de tRNA
'Y tRNA (8) Q rnace (9)  Q trNacn (1)) K RNAs (7) K RNavs (14)
AYG GUU GUC uus uuc
I X il HIN K KIX
UAA UAA UAA UAA UAA
8@% 8% 3%
"Y tRNA™ (8)' 'Q trRnaen (9) @ tRNach (1)) 'K tRNAW (7) K tRNAbs (14)
AYG GUU GUC uUS uuc
1] X i I K XA
UAG UAG UAG UAG UAG
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Correlation entre les taux d’incorporation
calculeés et les données génétiques

7?% 2?%
'W tRNAT® (6)‘ 'C tRNACY (4)\
ACC ACG
111X Il Appariement
UGA UGA Watson et Crick
Non canonique
3% Non apparié ><
| .
'R tRNA%s (6) R tRNA%3 (1) R tRNA%9 (11) ne r;:r:ifgecfgﬁ;()
GCI GCC UCu
Bl X X Il
UGA UGA UGA

> Validation de la levure S. cerevisiae comme modéle de choix pour I'’etude
qualitative et quantitative des acides aminés incorporés
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Influence du contexte nucléotidique sur la nature des
acides amines de translecture

Codon stop Contexte Taux de translecture | Acide aminés
...KNEeQINN... 1%
oUAA |...KNEeQSN... 39% QYK
...QFeQSN... 11%
...KNEeQINN... 22%
*UGA ...NReQSV... 1% ¢, W R

> Pour les contextes testés, la nature du codon stop détermine le choix des acides
aminés majoritairement insérés

Prochaine étape sera la mesure du taux d’incorporation des acides aminés insérés
en fonction du contexte
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Perspectives

- Effet d’antibiotiques (paromomycine, gentamicine, G418...)
sur la nature et le taux d’incorporation des acides aminés
de translecture en fonction du codon stop et du contexte
nucléotidique.

e Adaptation de ce systeme d’étude de la translecture
aux cellules humaines en vue des applications
théraupetiques potentielles.
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