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Abréviations

A adénine

aa acide aminé

aaR$S aminoacyl-ARNt synthétase

ADN acide désoxyribonucléique

Amp ampicilline

AMP adénosine monophosphate

ARN acide ribonucléique

ARNmM ARN messager

ARNr ARN ribosomique

ARNt ARN de transfert

ATP adénosine triphosphate

Ay absorbance a x nanométres

BSA serum albumine bovine

BET bromure d'éthidium

R-ME beta-mercaptoéthanol
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C cytidine

CCP4 Collaborative computational projet number 4 in protein crystallography
CNS Crystalligraphy & NMR system

D. radiodurans Deinococcus radiodurans

Da dalton

DTE dithioérithritol

DTT dithiothréitol

DTNB dithionitrobenzoate
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DO, Densité optique a x nanomeétres

EDTA éthyléne diamine tétraacétate de sodium
ESRF European synchrotron radiation facility
E. coli Escherishia coli

G guanine

HEPES acide N-2 hydroxyl éthyl pipérazine N'2 éthane sulfoxide
IPTG isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside
K Kelvin
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Kwm constante de Michaelis

L litre



M molaire

m mili
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mm millimeétre

m/v masse pour volume

V] micro
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NTP nucléoside triphosphate
PDB Protein data bank

PEG polyéthyléneglycol
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rpm rotation par minute

SDS sodium dodécyl sulfate

T thymine

TBE Tris-borate-EDTA
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Chaque acide aminé est abrégé selon son code a trois lettres

Chaque aaRS est identifiée pour sa spécificité pour I'aa correspondant
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Introduction

Introduction générale

Les aminoacyl-ARNt synthétases (aaRS) sont une famille d’enzymes chargées de catalyser
le branchement covalent d’'un acide aminé donné sur son ARNt homologue. Les complexes
d’aminoacyl-ARNt, produits de cette réaction appelée aminoacylation, et acheminés vers le
ribosome, se fixent spécifiquement sur TARN messager. lls agissent donc comme des adaptateurs
qui lient I'information génétique a la séquence protéique. La délivrance de I'acide aminé au peptide
naissant dépend essentiellement de l'interaction des paires de bases entre les triplets de codon et
d’anticodon. Ainsi, la spécificité de la réaction d’aminoacylation des ARNt par leur aaRS constitue

une étape cruciale a la fidélité de la traduction.

L’ensemble des études investies dans ce domaine combinent des études tant biochimiques
que structurales ou bioinformatiques et ont permis d’élucider la base de cette faculté de
reconnaissance hautement spécifique. La distribution universelle des aminoacyl-ARNt synthétases
a travers les 3 regnes du vivant (bactéries, eucaryotes, archées) fait qu’elles appartiennent a une
des plus vieilles familles de polypeptides. C’est pourquoi elles sont d'un intérét primordial pour
mieux connaitre I'évolution des espéces et ont fait I'objet d’études variées qui ont permis de
clarifier de nombreux phénoménes. Cependant, de multiples questions restent sans réponse car

leur diversité s’étend a I'intérieur méme d’un systéme.

Une premiére partie de lintroduction de cette thése sera consacrée aux fonctions et
structures des aaRS ainsi qu’aux connaissances sur leur évolution dans les réegnes du vivant. Les
stratégies utilisées par les aaRS et les ARNt, acteurs de la réaction d’aminoacylation, pour opérer
une réaction spécifique, seront exposées.

La cristallographie des rayons X est un puissant outil pour comprendre les caractéristiques
fonctionnelles d’'une protéine et la majeure partie de nos connaissances structurales des aaRS en
dépend. Les problémes rencontrés lors de la cristallogenése des macromolécules biologiques ont
conduit a utiliser des modéles moléculaires pour faciliter et comprendre ce mécanisme. Les aaRS
font partie des macromolécules complexes qui ont joué un rdle dans la compréhension de la
cristallogenése. Ceux-ci seront développés dans la seconde partie de cette introduction. Jy
dresserai ensuite I'état des lieux de I'ensemble des travaux réalisés ayant conduit a la résolution

d’une structure tridimensionnelle d’aminoacyl-ARNt synthétase.
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Vue d'ensemble des fonctions et structures des aaRS

A. La réaction d'aminoacylation des ARNt

Meécanisme réactionnel : De maniére générale, les aaRS sont au nombre de 22, une par
acide aminé. La réaction d'aminoacylation nécessite, en plus de l'acide aminé et de I'ARNt, la
présence de petits substrats qui ont pour fonction a la fois d’activer les réactifs et de donner
I'énergie nécessaire a la catalyse de la réaction. Ainsi, dans une premiére étape, 'ATP (Adénosine
tri-phosphate) active I'acide aminé en s’y branchant via le carboxyle (C=0) a de 'acide aminég, en
présence de magnésium (1). L’activation de I'acide aminé permet, lors d’une seconde étape, son
transfert sur le 2°0OH ou 3’'OH de I'adénosine terminale de 'ARNt (2).

M92+
(1) aa+ATP+aaRS ©—> aaRS°aa~AMP

() aaRS°aa~AMP+ARNt —> aaRS+aa~ARNt+AMP

Cette réaction en deux étapes permet une discrimination plus efficace de I'acide aminé,
puisqu’il subit une double sélection avant d’étre chargé sur ’ARNt. Certaines aaRS ont besoin de
leur ARNt pour permettre la réaction d'activation. C’est le cas des ArgRS, GIuRS, GInRS et
LysRS1 qui, en présence de leur ARNt homologue subissent les réarrangements conformationnels

nécessaires pour assurer cette réaction.

Spécificité et erreur : Parmi les 20 acides aminés présents dans la cellule, une aaRS doit,
pour opérer une réaction spécifique, différencier (ou discriminer) des acides aminés parfois
structuralement et/ou chimiquement trés proches. Pour cela, certaines d’entre elles ont évolué en
développant une troisieme étape dite d'édition qui éliminent les acides aminés non spécifiques
accidentellement activés ou liés a 'ARNt (voir § 1.B.1 et 1.C.3). Cependant, la majorité de ces
enzymes ont la capacité de discriminer entre I'un et I'autre acide aminé sans l'aide d’une fonction
annexe en développant des capacités de reconnaissance structurales précises et grace a un

éventail de stratégies variées (§1.C.1).
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B. Similarités et divergences des aaRSs

1. Le classement des aaRS en 2 familles

Malgré leur rble fonctionnel commun dans la biosynthése protéique, les aaRS présentent
des divergences significatives en taille, oligomérie, séquence et en structure tridimensionnelle. Le
panel de connaissances acquises grace, entre autres, aux recherches d’ordre génétiques,
biochimiques et structurales, sur les aminoacyl-ARNt synthétases a permis de les grouper en deux
classes et notamment grace a la découverte de motifs structuraux reflétant la topologie du

domaine catalytique (Cusack et al., 1991; Eriani et al., 1990; Nagel et Doolittle, 1991).

a. Les aaRS de classe |

Les aaRS de classe | sont pour la plupart monomériques ou homodimériques. Les 11 aaRS
de classe | ont été subdivisées en 3 sous-classes sur la base d’homologies de séquences (Cusack
et al., 1991; Eriani et al., 1990). La classe la (Met-, lle-, Leu-, Val-, Cys-, Arg-RS) regroupe les
aaRS spécifiques des acides aminés hydrophobes, dont certaines ont développé un mécanisme
de correction d’erreur ou édition; la classe Ib est spécifique d’acides aminés a longue chaines
latérales (Glu- et GIn-RS); et la classe Ic d’acides aminés aromatiques (Tyr- et Trp-RS), dont
'organisation dimérique est essentielle a leur activité enzymatique (Brick et al., 1989; Doublié et
al., 1995).

Toutes les aaRS de classe | présentent 2 motifs consensus HIGH (Histidine — Isoleucine —
Glycine- Histidine) et KMSKS (Lysine — Méthionine — Sérine — Lysine — Sérine) ainsi que des
caractéristiques structurales communes. La résolution de la premiére structure d’aaRS, la TyrRS
de Bacillus stearothermophilus a permis de mettre en évidence un domaine retrouvé dans toutes
les aaRS de classe | : le domaine de Rossmann (Brick et Blow, 1987). Celui-ci est uniformément
constitué d’'une cage a/B/a et d’'un cceur interne de 5 brins B paralleéles. Toujours trouvé dans la
famille des deshydrogénases, sa présence témoigne d’une fonction de liaison a des nucléotides
adényliques (ATP, NAD, NADP, FAD). Il a été caractérisé pour la premiére fois dans la
glycéraldéhyde tri-phosphate deshydrogénase (Rossmann et al., 1974) et son réle, chez les aaRS
est d'accommoder I'ATP dans le site actif lors de l'activation de I'acide aminé. Le domaine de
Rossmann des aaRS de classe | se distingue également de celui d’autres protéines par la
présence de domaines d’insertions CP1 intervenant entre autres dans les fonctions d’édition.
Enfin, les régions des séquences consensus HIGH et KMSKS sont impliquées dans les
interactions spécifiques avec 'ARNt et 'ATP, et sont mobiles, leur orientation dépendant des
substrats en présence.

Le classement des aaRS concerne également le mode de fixation a leurs différents
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substrats. Pour les enzymes de classe |, 'acide aminé activé (aa-AMP) est fixé en position 2° OH
de l'adénosine A76 terminale de '’ARNt. L’'aaRS reconnait préférentiellement le petit sillon de
I’ARNt et la conformation étendue de 'ATP.

Historiguement, les premiers travaux ont été effectués sur des aaRS qui, a posteriori, ont été
assignées a la classe I. On pensait alors que les aaRS étaient universellement conservées,

présentant un profil structural unique.

Classe Oligomérie Classe Oligomérie
Classe | Motif HiGH, kmeKs Classe Il Motif (1) g(®@xx)2pxxpd®] ;

(2) [fRYE/RooFxoo(d/e)] ;
(3) (g®)3(d/e)R(D)5

Sous classe la Sous classe lla
ArgRS* a GlyRS # (aB),
CysRS a HisRS a,
lleRS a ProRS d,
LeuRS a ThrRS a,
MetRS # d, AlaRS # a,
ValRS a SerRS d,
LysRS1*® a Sous classe lib
Sous classe Ib AsnRS a,
GIhRS* a AspRS d,
GIuRS* a LysRS2° a,
Sous classe Ic Sous classe lic
TrpRS a, PheRS # (ap),
TyrRS d, PyIRS
SepRS

* aaRS ARNt-dépendants pour l'activation de lacide aminé

° La LysRS est trouvee dans les 2 classes

# Synthetases dont la structure oligomérique n'est pas conservée dans l'évolution
®: acide amine hydrophile

Tableau I. 1 : Classification des aminoacyl-ARNt synthétases. Les séquences consensus HIGH
et KMSKS des aaRS de classe | ne sont pas strictement conservées. La PyIRS et la SepRS sont

codées dans certains génémes d’archées méthanogénes.

b. Les aaRS de classe |l

La séparation des aaRSs en deux classes a été établie grace a la résolution de la structure
de la SerRS d'Escherichia coli (Cusack et al., 1990) suivie de celle de I'AspRS de Saccharomyces
cerevisae (Ruff et al., 1991). Les aaRS de classe Il présentent un échafaudage structural rare
seulement retrouvé chez les holoenzyme biotine synthétase' (Murzin et al., 1995). Elles sont
caractérisées par un repliement a/f comprenant un cceur central de feuillets B flanqué d’hélices a.
Ces enzymes sont la plupart du temps retrouvées sous forme d’homodimére, ou de tétramére sauf
la PheRS mitochondriale humaine et de levure, monomérique ou la GlyRS trouvée sous forme

tétramérique ou dimérique (Bullard et al., 1999; Diaz-Lazcoz et al., 1998, Tang et al., 2005). Elles

! Répresseur de transcription de la synthése de biotine, situé dans la région fonctionnelle de ligase et responsable de I'activation de la
biotine et de son transfert a ses protéines acceptrices
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ne sont pas caractérisées par un haut degré de similarité mais comportent au moins 3 séquences
signatures dégénérées : le motif 1 [G(Dxx),PxxPdd] intervient dans linterface dimérique, les
motifs 2 [FRxE/RxxxFxxx(d/e)] et 3 [(GD)s(d/e)R(D)s sont situés au niveau du site actif et y jouent
un réle structural dans la reconnaissance de I'ATP et de 'ARNt. Le motif 2 marque un changement
de conformation pour le positionnement correct des résidus impliqués lors de I'étape d’activation
(Arnez et Moras, 1997; Cavarelli et al., 1994). L’intermédiaire aminoacyl-adénylate formé, les
résidus polaires du motif libérent le site actif pour autoriser de nouvelles interactions avec
'extrémité 3’ de 'ARNt (Arnez et al., 1995). Les aaRS de classe Il fixent 'ATP sous sa forme
repliée et lient 'ARNTt via le grand sillon en position 3'’OH. Précisons que le facteur EF-Tu qui prend
en charge les ARNt aminoacylés pour les acheminer jusqu’au ribosome agit comme une

isomérase et déplace systématiquement I'acide aminé sur le 3'OH du ribose (Forster et al., 1994).

Figure I. 2: Mise en relief des différences d’organisation du site actif des aaRS : exemple
d’une aaRS de classe Il, | 'AspRS de levure (A) , et de classe |, la GInRS d'Escherichia coli
(B).

A - Les motifs conservés chez les aaRS de classes Il sont : le motif 1 (rouge, résidus 258-275),
motif 2 est composé de 2 brins antiparalléles (violet, résidus 316—349) connectés par une grande
boucle, le motif 3 est constitué d'un brin adjacent aux 2 précédents suivi d'une hélice a (rose pale,
résidus 517-548). Le motif 2 est impliqué dans la liaison avec 'ATP et I'extrémité 3’ de '’ARNt et
contribue, en adoptant une conformation fermée, a I'ancrage des substrats dans la cavité du site
actif. Les 2 étapes de la réaction d’aminoacylation ont d’ailleurs été déduites a partir des structures
cristallographiques de I'AspRS de levure (Cavarelli et al., 1994).

B - Le site actif des classes | est constitué du domaine de Rossmann riche en feuillets et flanqué
d'hélices a (en bleu, 8-101, 212-264). Les adaptations induites qui assurent le positionnement
correct du substrat de la GInRS sont tributaires de la fixation de 'ARNt homologue. En dépit de
I'architecture conservée du domaine de Rossmann, les modifications conformationnelles causées
par la reconnaissance de 'ARNt ne sont pas conservées chez les classes I.
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2. Quelques exceptions a la régle

Les aaRS des 2 classes sont généralement monophylétiques®> Par exemple, toutes les
TyrRS bactériennes et archées forment un groupe distinct excluant les autres aaRS. La régle
selon laquelle chaque acide aminé est exclusivement représenté par une synthétase de classe |
ou Il a été discutée suite a la découverte de la LysRS de Methanococcus maripaludis (archée)
(Ibba et al., 1997). La LysRS est la seule aaRS représentée dans les 2 classes : une LysRS de
classe Il est présente chez la majorité des bactéries et des eucaryotes et chez quelques archées,
tandis que la LysRS de classe | (LysRS1) est présente chez la majorité des archées et quelques
bactéries. Les LysRS de classe Il ont un ancétre commun avec 'AspRS et 'AsnRS tandis que la
classe | est proche de la GIuRS (Ambrogelly et al., 2002; Woese et al., 2000, Levengood et al.,
2007).

Une seconde exception concerne la GIyRS qui présentent 2 types de structures
quaternaires. Pour les bactéries et organelles, la GlyRS est un tétramére a,/3,, alors que la GlyRS
dimérique (a,) est retrouvée dans tous les groupes d’organismes. La divergence élevée de
séquence entre les GlyRS d’oligomérie différentes Iui donne une propriété unique (Wolf et al.,
1999). Cependant, les données structurales ont montré que le coeur catalytique de la sous unité a
des GIyRS dimérique et tetramérique sont homologues contrairement au domaine de liaison a
'anticodon de 'ARNt qui différe bien d’un type a l'autre (Tang et Huang, 2005). Néanmoins leur
séquence et leur taille partagent une faible similarité et laissent a penser qu’elles ont des origines
différentes (O'Donoghue et Luthey-Schulten, 2003; Woese et al., 2000).

2 En systématique phylogénétique, groupe qui comprend une espéece ancestrale et tous ses descendants.
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C. Vision structurale de la fonction et de I'évolution des aaRS

Lors de la réaction d'aminoacylation, les différents substrats en scéne subissent des
changements conformationnels assurant a la fois la spécificité et I'efficacité de la réaction. Il existe
un lien primordial entre la formation du complexe spécifigue aaRS-ARNt et les capacités
catalytiques de I'aaRS pour la réaction d'aminoacylation. L'accumulation des données
cristallographiques concernant ces complexes a permis d'observer les modifications
conformationnelles des deux partenaires en interaction. Les modifications majeures s'opérent dans

la région du site actif de I'enzyme ainsi que pour I'ensemble du squelette de I'ARN de transfert.

1. Site catalytique et spécificité pour I'acide aminé

La discrimination des acides aminés par les aaRS est potentiellement problématique car
elle ne peut simplement reposer sur leur propriété d’encombrement stérique, leur structure ou des
éléments spécifiques comme c’est le cas de 'ARNt. Pour les différencier, 'enzyme emploie
d’autres stratégies qui reposent d’abord sur le rejet des acides aminés plus encombrés puis sur la
conformation du site actif et les modifications structurales induites par la fixation de I'acide aminé.
L’échafaudage précis du site actif lui permet d’établir des liaisons préférentielles pour positionner
correctement I'acide aminé.

La discrimination d’'un acide aminé peut s’opérer a différentes échelles. Par exemple, la
GInRS d’E. coli doit discriminer la glutamine du glutamate, qui est trés proche et susceptible d’étre
accueilli dans son site actif. Les auteurs proposent que la discrimination du glutamate par la GInRS
d" E. coli s'effectue par l'intermédiaire d'un seul résidu, I'Arg30, qui, en déterminant négatif,
positionnerait le glutamate dans une autre orientation (Bullock et al., 2003), (Figure I. 3). Ce
mécanisme n’est néanmoins pas encore caractérisé de facon claire.

De maniere générale, la liaison a I'acide aminé provoque des maodifications structurales ou
des adaptations induites du site actif. Dans de nombreuses aaRS de classe |, telles les LeuRS,
TrpRS, TyrRS et MetRS, (llyin et al., 2000; Kobayashi et al., 2005; Schmitt et al., 1995), la boucle
mobile "KMSKS", en conjonction avec le motif HIGH, est essentielle a la stabilisation de I'état de
transition et a la discrimination des acides aminés (Cusack et al., 2000; llyin et al., 2000). En
particulier, la région du KMSKS de la TyrRS d’ E. coli adopte 3 conformations lors de la réaction
d’activation de I'acide aminé : (i) une conformation ouverte lors de la fixation de la tyrosine (ii) une
conformation fermée lors de la formation du couple tyrosyl-AMP (iii)) une conformation semi-

ouverte qui permettrait de guider et lier 'TARNt™" (Kobayashi et al., 2005).
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Figure I. 3 : Représentation schématique de I'organisation des liaisons hydrogéne du site
actif de la GInRS d’E. coli en présence de deux ligands (glutamine ou GLN, A; glutamate ou
GLU, B). Le modele propose que le site actif de I'enzyme discrimine la glutamine du glutamate
grace a la présence d’'une arginine. Le groupe carboxyle qui distingue le glutamate de la glutamine
entre en interaction avec un résidu conservé du site actif (Arg30). Schéma d’aprés (Bullock et al.,
2003).
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Une autre stratégie consiste en la présence d’'un domaine de liaison au zinc, caractérisé
par sa propriété de liaison aux acides nucléiques. Chez E. coli, la GIURS présente un domaine
signature dont les 3 cystéines lient le zinc qui intervient dans le positionnement correct de la tige
acceptrice de I'’ARNt®". Le domaine module la liaison du glutamate au site actif par I'intermédiaire
de I'ARNt, indispensable a I'activation de I'acide aminé (Sekine et al., 2006, Banerjee et al., 2004;
Liu et al., 1995).

Plus généralement, une adaptation du site actif pour toutes les aaRS dont I'activation de
'acide aminé est ARNt-dépendante (ArgRS, GInRS, LysRS1) est nécessaire pour le passage
d’'une forme active a inactive. Ces adaptations induites contribuent a positionner correctement les
substrats dans le site actif et sont donc indirectement impliquées dans la discrimination de 'acide
aminé (Delagoutte et al., 2000; Sekine et al., 2003; Sherlin et Perona, 2003).

Pendant longtemps, les aaRS de classe Il ont été considérés comme plus spécifiques vis-
a-vis de I'acide aminé que celles de classe | bien que des activités d’éditions avaient été décrites
pour les PheRS de levure, de T. thermophilus et d’E. coli (Lin et al., 1983; Mosyak et al., 1995;
Roy et al., 2004). Néanmoins, des études biochimiques sur la LysRS de classe Il d’E. coli ont
montré que I'enzyme est capable d’activer 7 acides aminés hétérologues (Met, Leu, Cys, Ala, Thr,

Arg, Ser), tous, excepté I'Arg sont de taille inférieure a la Lysine (Jakubowski, 1999).
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2. Compréhension structurale et correction d'erreur

Dans le but d’améliorer la discrimination des acides aminés, une autre stratégie a été, pour
certaines aaRS, de développer une fonction d'édition par correction d'erreur. Le premier controle
consiste a sélectionner les acides aminés par leur encombrement stérique. Un second contréle est
nécessaire pour les plus petits acides aminés comme la Valine capable d’étre accueillie dans le
site actif de I'lleRS et visualisé dans les structures cristallographiques (Nureki et al., 1998; Silvian
et al., 1999). Le mécanisme d’édition consiste soit en I'hydrolyse de I'acide aminé activé non
spécifique (correction pré-transfert) soit du couple non homologue aa,,ARNt**) (correction post-
transfert), leur interdisant définitivement le chemin du ribosome. Les sites d’éditions des 2 classes
sont peu comparables. Trois aaRS de la sous-classe la, I'lleRS, la ValRS et la LeuRS, présentent
une large insertion CP1 ou site d'édition connecté au domaine de Rossmann et responsable de la
correction d'erreurs. Dans le cas de la LeuRS, des résidus conservés du site d'édition
reconnaissent la chaine principale des substrats non spécifiques. Une étroite poche y accommode
la chaine latérale des acides aminés non spécifiques Met et lle activés ol ils sont hydrolysés
(Lincecum et al., 2003; Liu et al., 2006). Les résidus des sites d’éditions impliqués dans la
reconnaissance des chaines principales des substrats sont conservés dans les 3 aaRS. Malgré
leur faible similarité de séquence globale, le domaine d’édition des 1leRS, ValRS et LeuRS est
conserve.

Les PheRS, ThrRS, AlaRS et ProRS (classe Il) comportent des sites d’éditions plus
diversifiés au niveau structural et les mécanismes ne sont pas clairement définis. Il a néanmoins
été postulé que les Phe- et Thr-RS partagent un mécanisme commun pour la catalyse de I'édition

par I'intermédiaire de I'adenosine terminale de 'ARNt homologue (Ling et al., 2007).
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3. Reconnaissance de I'ARNt et role des éléments d'identité

La combinaison des données structurales, génétiques et biochimiques a apporté des
connaissances conséquentes sur le panel de stratégies employées par les aaRS pour reconnaitre
spécifiguement un ARNt. Dans de nombreux cas, la liaison des substrats a I'aaRS conduit a des
changements de conformations et des mouvements de domaines flexibles. La premiére structure
cristallographique d'un complexe aaRS-ARNt a permis de mettre en évidence les éléments
structuraux impliqués dans la spécificité de la réaction. Trois zones du domaine de Rossmann de
la GInRS d'E. coli, 2 boucles et une hélice, sont responsables de la spécificité de reconnaissance
de la tige acceptrice de I'ARNt. En retour, la présence de I'ARNt aide a structurer le site actif pour
déclencher la réaction d'activation de I'acide aminé (Ibba et Séll, 2000; Perona et al., 1993) (Figure
I. 4). Nombre d’eucaryotes ont également développé des extensions N- ou C-terminales qui entre
autres accroissent I'affinité de 'enzyme pour 'ARNt ou sont impliquées dans les fonctions non
canoniques (voir § I.C. 5. et [.D.1).

L'expression correcte du code génétique est gouvernée par des signaux définissant
l'identité des ARN de transfert. Celle-ci porte des éléments positifs, appelés déterminants, et
négatifs, appelés antidéterminants. Les premiers rendent possible une réaction spécifique, les
secondes, empéchent la reconnaissance d'un ARNt par une synthétase non homologue. De
maniére générale, la structure en “L” de I'ARNt permettrait la présentation correcte de ces
éléments a I'enzyme. La détermination de la structure 3D des complexes aaRS-ARNt pour les
systémes glutamine et aspartate (Rould et al., 1989; Ruff et al., 1991) ont d’abord montré que
l'interaction avec les synthétases modifient la conformation de I'ARNt au niveau de la boucle
anticodon et de l'extrémité acceptrice. La plupart des déterminants d'identité se situent dans ces
deux régions de I'ARNt. Les éléments d'identité sont de natures diverses : ils peuvent concerner (i)
des groupements chimiques, par exemple des groupements NH, des bases G2, G3 et G4 dans le
systeme glutamine, (Hayase et al., 1992), (ii) un nucléotide, dont trés souvent N73, (Giegé et al.,
1998), (iii) des paires de base (souvent parmi les 5 derniéres paires de base de la tige acceptrice),
(iv) des bases modifiées comme celle en position 34 de I'anticodon de 'ARNt®" d’E. coli, (Rogers
et al., 1995; Gustilo et al., 2007) ou (v) des élements structuraux tels la boucle D et la région
variable de la PheRS (Perret et al.,1992). Un jeu d'identité est complet lorsque sa transplantation
dans un ARNt d'une autre spécificité suffit a lui conférer une nouvelle identité. La possibilité de
changer l'identité d’'un ARNt par de simples mutations ponctuelles apporte également une base
pour I'évolution d’ARNt (Frugier et al., 1994).
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Gin

Figure l. 4 : Représentation des régions impliquées dans la discrimination de ’ARNt”" par la
GInRS d’E. coli. Les régions impliquées pour 'ensemble de 'enzyme (A) ou uniquement dans la
région du site catalytique (B) sont colorées en noir, 'enzyme en vert pale et ’ARNt en jaune (pdb-
id 1TEUQ).
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4. La nécessité d'erreurs

On a longtemps pensé qu’il existait une synthétase par acide aminé soit 20 aaRS
probablement a cause de I'étroit éventail d’organismes étudiés a savoir E. coli, la levure et
quelques mammiferes. Cette idée a été pour la premiére fois remise en question a la fin des
années 60 (Wilcox, 1969; Wilcox et Nirenberg, 1968) lorsque I'étude du mécanisme de formation
du GIn-ARNt®" a révélé la nécessité de deux enzymes : une GIURS capable de charger de
maniére non discriminante le glutamate sur I'ARNt®" (GIuRS-ND) pour former la Glu-ARNt®", et
une amidotransférase responsable du transfert Glu en GIn sur I'ARNt. Le séquencage du génome
de I'archée Methanococcus jannaschi ou manquent trois aaRS (Bult et al., 1996) donna le coup
d’envoi a de nombreux travaux. Les études montrérent qu’il ne s’agit pas de I'exclusivité d’'un
organisme exotique mais que la plupart des bactéries et des archées manquent la GInRS, 'AsnRS
et parfois la CysRS (Curnow et al., 1997; Curnow et al., 1996; Tumbula et al., 2000). L’'absence de
certaines aaRS dans la cellule nécessite par conséquent une sorte d’ “erreur” de charge d’un

ARNt sur une aaRS non discriminante.
Voie indirecte de synthése de I'Asn-ARNt**" et Ia GIn-ARNt®"

Pour pallier a I'absence de GInRS et d'AsnRS, la plupart des bactéries et des archées
possédent une GIuRS-ND (ND pour non discriminante) et/ou une AspRS-ND. Les
amidotransférases sont retrouvées sous 2 formes : la premiére, GatCAB, est une protéine
trimérique retrouvée chez les bactéries et certaines archées et est capable d'amider
indistinctement I'Asp-ARNt™" et la Glu-ARNt®" (Asp/Glu-AdT); la seconde, GatDE, seulement
rencontrée chez les archées, est uniquement responsable de l'amidation du glutamate en
glutamine (GIu-AdT) (Tumbula et al., 2000). Dans la plupart des cas, la présence d'une
amidotransférase compense l'absence de I'aminoacyl-ARNt synthétase correspondante, mais
dans certains organismes, les éléments de la voie directe et indirecte d'aminoacylation coexistent,
comme chez Thermus thermophilus, Deinococcus radiodurans ou Bacillus subtilis (Becker et al.,
2000a; Becker et al., 2000b). Chez D. radiodurans, par exemple, qui présente une GInRS, donc
utilise la voie directe de glutaminylation, la présence d’'une AdT sert uniquement la voie indirecte
de synthése de I'’Asn-ARNt**" (Curnow et al., 1998). Les structures cristallographiques de GatDE
et de GatCAB ont permis d’éclaircir le mécanisme et de mettre en évidence I'existence d'un tunnel
permettant le passage de lion ammonium depuis la poche de l'acide aminé jusqu’a la branche
acceptrice de la Glu-ARNtC" (Feng et al., 2005; Nakamura et al., 2006; Schmitt et al., 2005).

Ces mécanismes impliquant I'aspartate et le glutamate considérés comme les plus anciens

acides aminés supportent l'idée que le métabolisme des acides aminés a joué un réle important
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dans I'évolution du systéme de la synthése protéique (Wong et al., 1975). Les génes ancestraux
codant la GInRS et la GIuRS ont probablement évolué suite a la duplication d'un géne ancestral
conduisant a I'évolution indépendante des GInRS, GIURS-ND et GIURS eucaryotes et archées
(Shulze et al., 2006). Les rares bactéries comme B. subtillis ou D. radiodurans présentant une
GInRS l'auraient acquis par transfert horizontal de géne (Lamour et al., 1994; Siatecka et al,,
1998).

Autre exemple : synthése de Cys-ARNt®® chez les archées méthanogénes

La caractérisation de la voie indirecte de cystéinylation de I'ARNt®® de Methanocaldococcus
jJannaschii a fait I'objet de nombreux tatonnements mettant en jeu, ici, la SerRS (Kim et al., 1998),
la, la ProRS (Stathopoulos et al., 2001), tous réfutés par la suite. La voie de formation du Cys-
ARNt®® a finalement été élucidée récemment : la SepRS, paralogue de la sous-unité o de la
PheRS, qui catalyse la charge de O-phosphoserine sur 'ARNt®**. Dans une seconde étape le Sep-
ARNt®® est reconnu par une SepCysS (Sep-ARNt : Cys-ARNt synthétase) responsable de la
conversion en Cys-ARNt®”® (Sauerwald et al., 2005), (Figure . 5)

= P
tRNA™ | Sep) [cys
(Sep) + ATP  AMP + PP S-donor + PLP 2

Figure I. 5: Schéma du mécanisme de formation du Cys-ARNt®® chez Methanocaldococcus

jannaschii. La O-phosphoserine (Sep, en orange) chargée sur TARNt®" est prise en charge par la SepCysS
qui convertit la Sep en Cys (en vert). Figure d’aprés (Sauerwald et al., 2005)
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5. Divergences et similarités des synthétases : notion de modularité

Les aaRS sont caractérisées par une structure minimale constituée d'un domaine
catalytique et d’'un domaine de liaison a I'anticodon reliés par un domaine charniére. Comme le
montre l'alignement structural des domaines catalytiques, leur architecture est conservée dans
chaque classe. Ce domaine pourrait ressembler a I'état ancestral des aaRS au moment de la
transition “monde tout ARN” vers un “monde protéines - acides nucléiques”. Les sites actifs
seraient d’anciens domaines de fixation a I'ATP qui ont évolué pour accepter de maniere
spécifique ’ARNt en tant que substrat (O'Donoghue et Luthey-Schulten, 2003; Ribas de Pouplana

et Schimmel, 2001a) (Figure I. 6).

Classel Classe ll

Figure I. 6 : Superposition des domaines catalytiques des classes | et Il : vers la définition
d’un domaine ancestral? Les structures de tous les domaines catalytiques des aaRSs ont été
alignées séparément pour les classe | (a a c) et Il (da f), basé sur les alignements structuraux. Les
synthétases des deux classes ne sont pas liées structuralement. Le code couleur suit le degré de
conservation structurale allant du brun (le moins conservé) au bleu foncé (le plus conservé). Le
panneau inférieur de la figure (bc, ef) montre, dans différentes vues, le coeur conservé des
domaines catalytiques sans les insertions. Schéma d’aprés (O'Donoghue et Luthey-Schulten,
2003).

Les domaines de liaisons a I'anticodon des aaRS de classe | sont composés exclusivement
d’hélices a ou de feuillets B, ceux des classes Il d’'une alternance a/f. Le domaine de liaison a
I'anticodon DARL, formé d’hélices a, est certainement le plus fréquent chez les aaRS puisqu'’il est
présent dans 7 aaRS de classe | (Cys-, Lys-, Met-, Val-, lle-, Leu- et Arg-RS) ainsi que la GlyRS

(sous-unité B), seule représentante de la classe Il. Parmi les classes I, les domaines structuraux
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les plus fréquents sont le domaine “OB-fold” (58, ), caractéristique de la classe IIb (Asp-, Asn- et
Lys-RS2), et un domaine de liaison (583, 3a) retrouvé dans la classe lla (Gly-, Thr-, Pro- et His-
RS).

L’organisation en 2 domaines des aaRS peut étre mise en paralléle a celle des ARN de
transfert. Pour lillustrer, on a par exemple montré que le module N-terminal isolé de la CysRS
garde ses capacités d’aminoacylation d’'une microhélice correspondant a I'extrémité acceptrice de
'ARNt® tandis que le module C-terminal garde sa spécificité de liaison a I'ARNt entier. La
réaction d’aminoacylation n’est néanmoins efficace que lorsque la communication est établie d’'un
domaine a l'autre c'est-a-dire lorsqu’ils sont liés de maniére covalente (Zhang et Hou, 2005). Des
témoins de cette modularité se retrouvent au niveau génétique ou les domaines fonctionnels des
synthétases sont séparés — par ex. : la LeuRS de A. aeolicus (Xu et al., 2002) - mais aussi sous
formes de domaines d’édition isolés - par ex : Ybak de H. influenzae (An et Musier-Forsyth, 2004)
— ou encore des domaines d’activation des synthétases qui ont acquis de nouvelles fonctions — par
ex. : YadB d’E. coli (voir aussi § 1.D.2).

Au-dela de ces 2 modules primordiaux, la structure des aaRS est loin d’étre consensuelle :
on a répertorié 57 modules d’insertions en N- ou C-terminal de fonctions et de structures variées
allant de I'édition (Met-, lle-, Val-, Leu-RS) a la stabilisation de 'ARN de transfert ou des fonctions
annexes des synthétases. Les modules additionnels du régne eucaryote ont souvent une fonction
de liaison aux acides nucléiques; par exemple, des motifs répétés formant une architecture en
“coiled-coil” sont retrouvés en N- ou C-terminal des GluPro-, Gly-, His-, Tyr-, Pro-, Glu- et Met-RS
(Cahuzac et al., 2000). Un role général d’interaction avec 'ARNt a été attribuée a une séquence
riche en lysines de I'extrémité N-terminale de I'’AspRS et de la LysRS eucaryotes ( Frugier et al,,
2000; Francin et al., 2002). L’AspRS de levure est également impliquée dans I'autorégulation de
'expression de I'enzyme par interaction avec son ARN messager (Frugier et al., 2005; Ryckelynck
et al., 2005b). Ces domaines additionnels caractéristiques des eucaryotes ont également un role

dans I'échafaudage du complexe multisynthétasique (§ I.C. 6).

Le domaine EMAPII stimule lui aussi l'interaction avec ’ARNt. Il est trouvé sous forme d’un
domaine chez certaines aaRS bactériennes, par exemple dans I'extension C-terminale de la
MetRS bactérienne, alors qu’il est absent dans les formes eucaryotes. Ainsi, chez la levure, ce
domaine s’exprime sous forme libre dans la protéine Arclp et agit en trans pour stimuler
linteraction de la MetRS et de son ARNt homologue (Simader et al., 2006ab; Simos et al., 1998).
D’autres domaines additionnels bactériens se sont révélés indispensables a [lefficacité de
d’aminoacylation de 'ARNt, comme I'extrémité C-terminale de la GInRS de D. radiodurans dont il

sera question dans ce travail (voir la partie Résultats).
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6. Les complexes multisynthétasiques

L’architecture compartimentée et la taille de la cellule eucaryote nécessitent une adaptation
fonctionnelle des aaRS reflétée par la présence de domaines additionnels d’interaction avec les
protéines et les acides nucléiques (Kisselev et Wolfson, 1994; Mirande, 1991; Yang, 1996). Chez
les eucaryotes supérieurs, de la drosophile a 'humain, il existe un complexe multienzymatique
constitué de 9 aaRS (Glu-, Pro-, lle-, Leu-, Met-, GIn-, Arg-, Lys- et Asp-RS) associées a trois
protéines non enzymatiques (p43/AIMP1, p38/AIMP2, p18/AIMP3). Pour comprendre le rdle
structural de cette organisation complexe, de nombreuses approches ont été mises en oeuvre
utilisant des techniques de chromatographie, de microscopie électronique (Han et al., 2003; Wolfe
et al., 2003) (Figure |. 7). Les extensions spécifiques des aaRS eucaryotes peuvent étre
impliquées dans la stabilisation du complexe multisynthétasique, celles de I'ArgRS ou la MetRS
par exemple, sans que cela soit une régle générale. Les cofacteurs associés aux aaRS jouent un
réle central dans I'assemblage du complexe, en particulier la présence de p38 y est cruciale tandis
que p18 et p43 sont plus spécifiques de 'ArgRS et de la MetRS, respectivement et pourraient étre

impliqués dans la formation de complexes intermédiaires (Lee et al., 2004; Robinson et al., 2000).

QRS

AN
RASY. / MRS
p43

B N7 pih
I _pas )
KRS - pRs “~IRS
LRS
EPRS

10 nm

Figure I. 7 : Structures tridimensionnelles et modéles de complexes multisynthétasiques
d’eucaryotes inférieurs et supérieurs. A - Modéle du complexe ternaire MetRS-N - Arc1P-N —
GIuRS-N de Saccharomyces cerevisae. Le domaine d'interaction de la MetRS (MetRS-N) est
représenté en bleu, de la GIuRS (GIuRS-N) en rouge et les domaines Arc1p correspondants
(MetRS-N - Arc1P-N et Arc1P-N — GIuRS-N) en vert et jaune, respectivement. Le domaine
d’interaction de la protéine Arc1p exhibe des sites de liaison avec ces aaRS qui lui permettent de
les lier simultanément ou indépendamment (Simos et al., 1998). Ce domaine (GST) est souvent
retrouvé chez les protéines impliquées dans le complexe multisynthétasique eucaryote. Figure
d'aprés (Simader et al, 2006b). B - Schéma d’interaction des éléments du complexe
multisynthétasique des eucaryotes supérieurs. Le schéma utilise le code acide aminé a une lettre
(Lee et al., 2004). C - Structure tridimensionnelle du complexe obtenu par cryomicroscopie
électronique (Wolfe et al., 2003) respectivement et de gauche a droite en vue de face, vue de profil
(rotation de 90° sur I'axe vertical) ou du dessus (rotation de -90° sur I'axe horizontal).
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Le réle du complexe multisynthétasique est encore flou mais quelques hypothéses ont
néanmoins été proposées : (i) en facilitant les multiples interactions protéine-protéine et protéine-
ARN, le complexe pourrait former une voie de passage pour le flot d'ARNt et accroitre I'efficacité
de la synthése protéique, grace par exemple, au facteur p43 qui facilite le placement de 'ARNt*"
sur son aaRS correspondante (Park et al.; 1999, Park et al., 2005); (ii) 'association des aaRS
serait requise pour éviter leur dégradation; (ii) Les aaRS comme les cofacteurs sont souvent
impliqués dans des fonctions annexes de la cellule. Pour contréler I'équilibre dynamique entre leur
fonction d’aminoacylation et celle de régulation, le complexe servirait de réservoir moléculaire pour
la distribution des enzymes et cofacteurs vers leur différentes fonctions (Lee et al., 2004; Sampath
et al.,2004).

Si de nombreuses études ont eu pour but de connaitre les éléments en interaction avec les
aaRS eucaryotes (Kim et al., 2000; Quevillon et al., 1999), peu d’études structurales ont porté
leurs fruits. Chez Saccharomyces cerevisae (eucaryote inférieur), un équivalent du complexe
multisynthétasique existe sous la forme MetRS-Arc1p-GIuRS. Ces 3 éléments protéiques sont
nécessaires et suffisants pour produire le complexe trimérique Le domaine de liaison a 'ARNt de
Arc1p est impliqué notamment dans l'efficacité catalytique pour ’ARNt homologue. Les structures
des domaines d’interaction en complexe (Arc1p-N — MetRS-N et Arc1p-N — GIuRS-N) ont été
résolues séparément et un modéle du trimére présenté (Figure I. 7). Ce complexe a été proposé
comme un “prototype” du complexe multisynthétasique des eucaryotes supérieurs composé de 5
orthologues du complexe eucaryote inférieur : la MetRS, la GluProRS et les cofacteurs p18, p38,
p43 (Simader et al., 2006a; Simos et al., 1998).

Des traces du complexe multisynthétasique ont également été trouvées dans le régne
archée : une protéine métabolique de Methanocaldococcus janaschii, Mj1338, a été co-purifiée
avec la ProRS du méme organisme. Mj1338 a une affinité générale pour 'ARNt et présente des

capacités d’interaction avec la LysRS et 'AspRS (Lipman et al., 2003).
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D Apparition de fonctions nouvelles et évolution

1. Les multiples fonctions des synthétases

En plus de la réaction d'aminoacylation, les aaRS ont de multiples fonctions dans la cellule.
Certaines fonctions non canoniques découlent directement de [utilisation des propriétés
structurales des aaRS. Dans certains cas, le mimétisme moléculaire des régions de 'ARNm
permet son autorégulation traductionnelle : (i) la GINRS humaine régule sa propre transcription par
des interactions de l'extrémité N-terminale avec son propre ARN messager. En présentant le
méme jeu d'identité que I'ARNt®" humain, TARNm le mimerait en sa région 5UTR (Schray et al.,
1991; Wang et al., 2000) ;(iii) De méme I'AspRS de S. cerevisae agit sur I'expression de son
propre gene en fixant la région 5° UTR de son ARN messager. Celle-ci adopterait une structure
secondaire en tige boucle similaire & celle de la boucle anticodon de '’ARNt**" (Frugier et al., 2005;
Ryckelynck et al., 2005a; Ryckelynck et al., 2005b). On trouve également ce type de mimétisme
chez la bactérie. La région 5’UTR en amont de la séquence codant pour la MetRS d’E. coli prend
pour modéle le domaine anticodon de 'ARNtY' (Dardel et al, 1990). La ThrRS du méme
organisme reconnait spécifiquement la région de I'opérateur de son ARN messager qui mime le
bras anticodon et la tige acceptrice de TARNt™ et entre en compétition avec la sous-unité 30S du
ribosome (Romby et al., 1996; Marzi et al., 2007), (Tableau I. 8).

Les aaRS sont également connues pour participer a une large variété de fonctions qui
peuvent rester dans le domaine de la traduction, ou elles jouent un réle régulateur (ThrRS,
GluProRS,MetRS), ou encore intervenir dans la fonction d’épissage (TyrRS, LeuRS),
d’'inflammation (EPRS) , d’angiogenese (TyrRS, TrpRS) ou d’apoptose (GInRS) (Park et al., 2005).
L'expansion de ces adaptation est en particulier retrouvée pour la LysRS humaine qui exhibe le
plus large panel de fonctions allant de I'encapsidation du VIH, a la régulation de la transcription,
linflammation et la signalisation cellulaire (Park et al., 2005, Barat et al.,1989; Isel et al., 1995).
Ces fonctions multiples représentent une stratégie économique de I'évolution mise en place pour

maximiser les diversités de fonctions des protéines et utiliser une ressource génétique limitée.
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aaks Localisation Cible Activite Reférence
ThrRS SUTR Contrdle traductionnel [ (Romby et al., 1996)
Mahr et al., 2001)

(

TyrR= Mitochondrie | Groupe | intran Epissage I
LeuRS Mito chondrie | Groupe |intron Epissage iLietal, 1996)

(

AspRS Cytoplasme  5UTR Autorégulation Frugier et al, 2000)

Mini TyrRS | Extracellulaire Cell.endothéliales angiogénique Miakasugi and Schimmel, 1993)
Mini TrpRS | Extracellulaire) Cell. endothéliales | Anti-angiogénigue (Dtani et al., 2002)

LysR3S Moyau MW TF? Contral transcriptionnel | (Lee et al., 2004 b)

LysRS Extracellulaire Macrophage Inflarmmation (Fark et al., 2005b)

LysRS Membranaire  Gag® (vIH) Assemblage wiral (Hahwani et al., 2004)

GInRS Cytoplasme | ASKI® Anti-apoptose (Ko et al, 2001)

hMetRS Moyau Mucléole Transcription ARMr (Ko etal, 2000)

Tableau I. 8 : Quelques exemples des fonctions non canoniques jouées par les aaRS.

@ : MITF : Protéine de liaison a ’ADN

b Gag : protéine d’enveloppe du VIH

: ASK1 : kinase impliquée dans la régulation du signal apoptotique

Figure 1. 9 : Structures tridimensionnelles du paralogue YadB d’E. coli (pdb-ID :1NZJ) seul
(A) ou superposé a la GIuRS (pdb-ID :1N78) de Thermus thermophilus (B). YadB, bien que
privé de domaine de liaison a I'anticodon, et, a l'inverse de toutes les GIURS connues active le
glutamate en l'absence d’ARNt.
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2. Les paralogues

Grace aux progres réalisés lors de cette derniere décennie, nombre de génomes de
différentes espéces sont disponibles dans les banques de données. L'analyse des homologies de
séquences a permis d'isoler des protéines qui dériveraient des modules des aaRS. Un exemple,
YadB, présente 34% d'homologie avec le coeur catalytique de la GIURS mais est dépourvue de
site de liaison a l'anticodon. Ce « module » solitaire est responsable de la glutaminylation de la
queuosine 34 (nucléotide modifiée) de I'anticodon de 'ARNt**", nucléotide qui occuperait la place
de I'extrémité 3' de I'ARNLt. YadB est le premier cas d'aminoacylation déviant a la réaction localisée
sur la tige acceptrice de I'ARNt (Blaise et al., 2005; Dubois et al., 2004, Salazar et al., 2004),
(Figure 1. 9)

D’autres paralogues sont par exemple retrouvés (i) chez E. coli sous la forme de la protéine HisZ,
impliquée dans la biosynthése de I'histidine et paralogue du domaine d’activation de I'HisRS ou (ii)
chez la Mycobactérie, par un paralogue de la CysRS nommé MshC (Sareen et al., 2002; Sissler et
al., 1999). Enfin, (iii) les protéines AlaX présentent une homologie avec le domaine d’édition des
AlaRS. Parmis elles, 'AlaX-M de P. horikoshii dont la structure a été résolue est par sa capacité
d’hydrolyser les couples Ser-ARNt*® et Gly-ARNt*® dotée de propriétés d’édition en trans
(Fukunaga et al., 2007).
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Il. Cristallogenése et importance des aaRS pour la biologie structurale

A. Aspects généraux : croissance des cristaux de macromolécules

1. La cristallisation

Le principe de la cristallisation d'une macromolécule ne différe pas particulierement de celui
des petites molécules organiques. Elle nécessite le passage d'un état dispersé en solution a un
état ordonné solide. Le cristal est le résultat d'un arrangement régulier périodique d'atomes, de
molécules ou d'assemblage moléculaire (Giegé et Ducruix, 1999). La production d'un cristal de
macromolécule biologique est un processus complexe et multiparamétrique. Le processus de
cristallisation dépend a la fois de facteurs biologiques (stabilité conformationnelle) et de variables

physico-chimiques (additifs, force ionique, pH), (voir Tableau I. 10).
2. Caractéristiques spécifiques des macromolécules

Le premier cristal d'hémoglobine a été reporté par Hinefeld 100 ans avant que Perutz n'en
résolve la structure en 1960 (Perutz et al.,1960). La stabilité intrinséque des macromolécules
biologiques dépend d'une large palette de criteres comme le pH et la température, définis pour
maintenir leurs propriétés structurales et fonctionnelles (voir Tableau I. 10). Les macromolécules (i)
cristallisent dans 65 groupes d'espaces sur les 230 existants, causé par leurs propriétés de
chiralité; les petites molécules préferent cristalliser dans des groupes qui remplissent I'espace
alors que les macromolécules favorisent leur connectivité et seule une petite partie de leur surface
est impliquée dans les contacts intermoléculaires (Carugo et Argos, 1997) (ii) ont de faibles
propriétés biréfringentes, (iii) sont fragiles de part leur organisation maintenue par de faibles
liaisons intermoléculaires (Van der Waals, liaisons ioniques et hydrogéne, interaction dipdle-
dipble... ) et leur richesse en solvant. La différence majeure est lige a la flexibilité
conformationnelle des macromolécules et leur plus forte sensibilité structurale aux conditions

extérieures.
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Parameétres spécifiques

° pH

e  Température, Pression

e Agent cristallisant, force ionique,
pureté des réactants

e Diffusion et convection (microgravité,
gels...)

e  Champs électrique et magnétique,
vibration, ultrasons

Additifs (substrats, cofacteurs, ions
métalliques)

Hétérogénéité conformationnelle
(domaines flexibles, conformeres...)

Pureté (contaminants, hétérogénéité de
séquence et de modifications post-
transcriptionnelles)

Stabilité en solution (dégradation,
vieillissement, dénaturation)

Source biologique (organismes
thermophiles® ou mésophiles®)

Tableau I. 10 : Résumé des parameétres généraux et spécifiques agissant sur la cristallisation des
macromolécules biologiques (d’aprés (Ducruix et Giegé, 1999a).

3 Thermophile : organisme extrémophile vit a de hautes températures (supérieure a 45°C) et représenté dans
les 3 regnes du vivant (ex: Bacillus stearothermophilus (procaryote), Algues Thermophiles (eucaryote), Pyrococcus

abyssi (archée)).

4 Mésophile : organisme qui croit a une température modérée, entre 25 e t 40°C
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3. Meéthodes de cristallisation et cristallogenése

La cristallisation des protéines nécessite des techniques en solution adaptées a leur
sensibilité et compatibles avec la quantité de molécules accessibles. Les méthodes de
cristallisation les plus utilisées sont la diffusion de vapeur, la microdialyse et la cristallisation en
batch, la plus populaire restant sans doute la méthode de diffusion de vapeur (voir aussi le

chapitre Matériel et Méthodes).

Les difficultés rencontrées pour obtenir des cristaux de qualité ont encouragé la communauté a
l'étude de la cristallogenése et élargir ces méthodes a dautres environnements. La
cristallogenése, qui suit la naissance des premiers noyaux, est la phase durant laquelle se déroule
la croissance cristalline dont dépend la taille et la qualité du cristal. Par exemple, on a montré
l'influence positive de la microgravité lors du processus de cristallisation. En revanche, les
expérimentations au sol sont caractérisées par des mouvements de convection dans la goutte, qui
favorisent l'incorporation d'impuretés lors de la croissance cristalline, et par la sédimentation du
cristal, qui induit une croissance non isotrope. Ainsi, des missions de cristallisation dans I'espace
(sous microgravité) ont permis d'en réduire les effets et d'obtenir de cristaux tridimensionnels de
meilleure qualité (Lorber et al.,, 1999; Ramachandran et Leslie, 2005; Vergara et al., 2003). Les
résultats encourageants obtenus lors de ces missions ont conduit a des applications « sur Terre »
qui miment I'effet de la microgravité comme la cristallisation en capillaire, en champ magnétique,
en microfluidique ou en gel. Cette derniére, de faible colt, a fait ses preuves pour augmenter la
qualité du cristal entre autres en ce qui concerne 'amélioration de la mosaicité et des limites de
résolution (Ng et al., 1997; Lorber et al., 1999; Biertumpfel et al., 2002).

4. Qualité des produits

La qualité d'un cristal est corrélée a la régularité de I'empilement des molécules, sa
morphologie externe étant liée a sa structure interne. La présence d'impuretés (contaminants,
conformeéres), interfére avec la nucléation, perturbe I'ordre du cristal, diminue sa stabilité, provoque
des interactions non spécifiques, d'ou l'importance de la pureté et de 'homogénéité du matériel
biologique comme des agents cristallisants qui sont utilisés a forte concentration. La technique de
diffusion de Ilumiére (DLS ou Dynamic Light Scattering) est un bon outil pour contréler
I'hnomogénéité d'une solution (Lorber et al., 1993). Les techniques d’AFM permettent de visualiser
la cartographie de la surface cristalline et donc d’observer le processus de cristallogenése (Ng et
al., 1997a).
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5. Recherche de conditions

Les difficultés rencontrées lors de la recherche de conditions de cristallisation encouragent
la mise au point de nouvelles stratégies et techniques pour augmenter les chances de succeés. La
premiére fut la technique de crible factorielle dont le principe est de couvrir efficacement
I'ensemble de I'espace expérimental (Carter et Carter Jr, 1979). L’exploitation de l'information liée
au nombre exponentiel de structures cristallographiques disponibles dans la PDB et a la collection
des conditions de cristallisation sur des banques de données comme la BMCD ou plus récemment
la MPCD (Biological Macromolecule Crystallization Database http://xpdb.nist.gov:8060/BMCD/,

Gillilan et al., 1988; Marseille Protein Crystallization Database http://www.crmcn.univ-mrs.fr/mpcd)

a conduit a la commercialisation des cribles. Combinée au développement de robots de
cristallisation de plus en plus perfectionnés, cette approche a considérablement facilité la tache du
cristallographe (Figure I. 11). Néanmoins, I'obtention de cristaux d'une qualité suffisante pour étre
exploités par diffraction aux rayons X nécessite souvent I'optimisation des conditions (revue dans
(Kundrot, 2004). En cela, si ces techniques apportent un gain d'échelle et de productivité
incontestables, elles restent d'un colt élevé et peuvent requérir un matériel biologique conséquent

avant d’aboutir a une structure tridimensionnelle.

Afin de limiter la quantité de matériel nécessaire au criblage de conditions de cristallisation,
d'autres techniques de cribles de cristallisation ont été développées. Elles reposent sur une
variation limitée des paramétres de cristallisation. Par exemple, A. McPherson a proposé de
combiner une base d'agent précipitant (30% PEG 3350 ou 50% Tacsimate™) & un large crible de
petites molécules d'additifs (composés polyvalents chargés, ligands, composés
phosphatés...etc...) ((McPherson et Cudney, 2006). Une autre approche utilise la contre diffusion
en capillaire (Capillary Counterdiffusion Kits®) avec une combinaison de PEGs de tailles

différentes dans le méme réservoir (PEG 400-8000 MW) et avec le pH pour variable unique

(Garcia-Ruiz, 2003, www.trianatech.com). Une autre stratégie est en développement au
laboratoire, entre autres pour réduire le nombre d’étapes conduisant a la résolution d’'une structure
3D : I'élaboration de puces microfluidiques est dédiée a la recherche et a l'optimisation de
conditions de cristallisation et doit permettre leur observation et leur analyse par diffraction des

rayons X in situ.
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Figure I. 11 : Exemple de matériel utilisé pour le criblage des conditions de cristallisation. Robot de

cristallisation type Mosquito®.

6. Les modeéles utilisés en cristallogenése

Les modéles couramment utilisés pour mettre en application ce type d'étude sont le plus
souvent le lysozyme, la thaumatine ou les particules virales sphériques dont les conditions de
cristallisation sont bien établies (Lorber et al., 1999; Ng et al., 1997b). Ces petites protéines ont
accompagné les débuts de la cristallogenése et sont encore largement utilisées, mais sont
représentatives des protéines plus complexes qui font Il'attrait de la communauté (protéines
modulaires, complexes multiprotéines). De ce fait, les aaRS ont, pour de nombreux points,
contribué a I'évolution de la science de la cristallogenése. Les multiples tentatives de cristallisation

de ces molécules sont a l'origine de techniques de cristallisation répandues.
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B. Importance des aaRS en cristallogenése et en biologie structurale

1. Les aaRS dans I'histoire de la cristallisation des macromolécules
biologiques

Les chercheurs du domaine ont utilisé I' « outil » aaRS pour développer des techniques
plus appropriées a la réalité quotidienne du cristallographe. Ainsi, c'est a la fin des années 60
qu'émerge la technique de diffusion de vapeur en goutte suspendue, suivie un peu plus tard de la
microdialyse (Hampel et al., 1968). En partant du pré requis que la nature a développé des
structures stables pour permettre a certaines espéces de survivre en conditions extrémes, les
chercheurs se sont intéressés a des organismes thermostables ce qui a certainement facilité la
résolution de la structure 3D de la TyrRS de Bacillus stearothermophilus (Brick et Blow, 1987).
L'étude de la cristallogenése de la TrpRS du méme organisme et de I'AspRS de S. cerevisae ont
permis respectivement d'élaborer des techniques pour la recherche de conditions de cristallisation
(Carter et Carter Jr, 1979), ou de mettre en évidence l'importance de la pureté et de I'hnomogénéité
structurale d'une protéine (Lorber et al., 1987). L'AspRS de levure a également fait I'objet
d’investigations pour montrer l'influence du champ magnétique terrestre sur la qualité du
processus de cristallisation depuis les expériences de cristallisation dans l'espace, en capillaire, et
I'utilisation du gel d'agarose. Des cristaux de quelques aaRS obtenus sur puces microfluidiques
permettent également au laboratoire de tester, en plus des protéines classiques (type, lysozyme
ou thaumatine), la cristallisabilité de protéines plus complexes dans les microcanaux de ces puces.
Ces tests apportent un degré supérieur de difficulté et s’adaptent plus justement a la réalité

quotidienne du cristallographe.

Si les aaRS sont des acteurs importants de ce domaine, les ARN de transfert y ont
également une place de choix puisqu'ils ont été les premiers acide nucléiques cristallisés dont la
structure a été résolue a I'état libre, comme I'ARNt™™ de levure (Kim et al. 1974, Robertus et al.,
1974, Stout et al., 1976), I'ARNt**? de levure (Giegé et al., 1977; Moras et al., 1980, Westhof et al.,
1983), 'ARNt™® initiateur d'E. coli et de levure (Basavappa et Sigler, 1991; Woo et al., 1980). De
plus, les premiéres observations des mécanismes de croissance d'un cristal d’acide nucléique par
la technique d'AFM ont été faites & partir d'un cristal d'’ARNt™™ de levure (Ng. et al., 1997).
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2. Modéles en ingénierie

Les aaRS sont également les précurseurs de l'ingénierie génétique : la digestion par
protéolyse ménagée de la MetRS de E. coli a conduit au premier état de diffraction d'une aaRS
(Waller et al., 1971). Ce principe est encore trés usité notamment face aux difficultés rencontrées

pour la cristallisation des protéines eucaryotes a nombreux domaines flexibles.

La TyrRS de B. stearothermophilus dont la structure cristallographique avait été résolue a
haute résolution a servi d'outil pour le développement de ces techniques. L’identification des
résidus impliqués dans l'interaction avec ses substrats ont aidé le développement des premiéres
techniques de mutagenése ponctuelle in vitro (Wilkinson et al., 1983; Bedouelle et al., 1985). Pour
déterminer la contribution d'une région C-terminale désordonnée de la TyrRS, une technique de
délétion in vitro par l'intermédiaire du bactériophage M13 a été développée. On a ainsi montré que
I'extrémité C-terminale était impliquée dans la reconnaissance de I'ARNt™ (Waye et al., 1983;
Winter et al., 1982).
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C. Vision globale de la cristallographie des aaRS et contribution a leur connaissance

générale

Ce paragraphe donne une vision globale des études de cristallogenése des aaRS qui ont
conduit a une résolution de structure par cristallographie, complété par les structures de domaines
résolues par RMN. Nous nous intéresserons aux structures des aaRS résolues et déposées dans
la PDB. Il faut néanmoins prendre en compte le fait que les structures résolues avant les années
80 n'étaient pas automatiquement déposées dans la Protein Data Bank. Ce bilan donne un point
de vue sur les similitudes entre les régnes du vivant, entre les classes, et plus généralement sur

I'élargissement des études a des organismes “exotiques” (Tableau I. 12).

L’étendue des connaissances structurales accumulées justifie une étude généralisée sur
ces aspects des aminoacyl-ARNt synthétases. A ce jour, les structures des 20 types d’aaRS sont
résolues, ainsi que récemment la structure de la PylRS d'archée (Kavran et al., 2007). Elles
couvrent quelquefois les 3 régnes du vivant et sont trés largement étudiées (ex : MetRS, AspRS),
d’autres fois, le travail n'est qu'esquissé et de nombreuses facettes restent inexplorées (ex:
AlaRS, AsnRS).

Il existe souvent une longue transition entre le cristal initial et la structure finale d'une
macromolécule et la littérature regorge de cas de protéines cristallisées mais qui n'ont pas conduit
a des structures tridimensionnelles. Pour les aaRS par exemple, la LysRS de levure, cristallisée en
1970 (Rymo et Lagerkvist, 1970), n'a pas conduit a la résolution d'une structure tridimensionnelle.
Mais ces échecs ont souvent servi de legcon pour la compréhension des paramétres importants
dans la cristallisation des aaRS. On pense par exemple a la découverte des propriétés de maintien
des interactions ARNt-aaRS a forte concentration en sulfate d'ammonium qui a permis par la suite
de résoudre de nombreuses structures de ce type (Leberman et al., 1982; Giegé et al., 1980;
Lorber et al., 1983).
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Tableau récapitulatif des structures résolues et déposées dans la Protein Data Bank

CLASSE I
Classe Ia
Date d Résoll Megmde
aaR$s n Espéce Régne (PDE-ID . | ARNE ligand-id ution lroupe oe Ré&férences
dépot d'espace [cristalli-
&) sation
- b ordioshi 4 1wkB | ns5/o4 504 2,0 R 3 o ik ¢l 2005
yrococcu s horikoshil 1wzz | 02/05 " 3.2 Pz 2 2 v ukunaga et al.,
2AJG 02/05 2,0 =15
Escherichiz coli 2AJH 02/05 Met 2,4 PE. 22 o Liu et al,, 2005
2871 02/05 Ie 3.2 [s1%)
1H2ZM 03/02 Zn 2,0 c222 Cusack et al,, 2000
LeuRs |12 1oBs | 09/02 Methioryl- 20| czzz )
] aderylate* Zn Lincecum et al,, 2003
; 10BH | 01/03 Morwaline, Zn 2,2 czzz2
Thermus thermophius ZBTE_| 05/05 Norvaline, Zn__| 2,3 cz -
2B%T | 08/0S 2n 3.2 c2 "
2400 ns/nz Antifungi 1.2 c222
i rHmngiaue Rock et al,, 2007
2W0G 05/07 Zn 3.5 c2
Tharmus thermophius 1ILE 02/38 Zn 2,5 cz (o)) Mureki et al., 1599
1QUz 07/39 Mupirocine 2 2.9 E
Staphplrcoccus aureus 1Quz 07/39 # Mupirocine Mg ZH K| 2.2 Pz 2z E Silvian et al,, 1999 et 2000
1FFY 07/00 Mupitocine Mg ZM K| 2.2 [s1%)
UES 09/01 Mupirocine ZM 2.9 O
Isoleucyl-
" c2 Makarna et al., 2001
HleRS |11 B 112 0901 adenl,llat;:,lroslne 3,0 [s3%)
P4 22
Tharmus thermopkius 1EQ 0s/03 val 28 oY
100z 05/03 1.2 P42 2 [=1%)
1WKs | 05/04 Walyl-adenylate 1,7 P4 22 [s3%) Fukunaga et al., 2004 et 2006
LW 05704 1.6 P4 22 [=1%)
1WMZ 05/04 W alyl-adenylate 1,7 P4 22 =15
Walyl-adeny |at
Thermus thermeophiius 1544 | 0&/00 u sl aZean,- = 2,9 P42 2 D
valRs 1 Thermus squaticus 8 15 03/02 Walyl-adery | ate 2.3 3% Fukai et al., 2000 et 2003
2 1rw | 03/02 40 | P222 DV
Thermus thermophius Threalyl-
1wks | 05/04 adeny | ske 1.8 PE 22 o Fukunaga et al,, 2005
Tharmus thermopkius E] 1wkA | 05/04 1.7
Tharmus tharmophiius ] 1100 1i/01 2,3 PE Shirmada et al., 2001
ArgRS 4 1652 0898 2.8 P42 2 Cavarelli et al, 1998
Saccharomypces ceravisae £ Pz 22
4 1F7U 0&/00 w S04 2,2 51" Delagoutts st 2l., 2000
1F7W 0&6/00 2.9 1222 O
1S 04/02 ZM 2,3 [s1%)
CysRS | 2 Escherichia coli E 107 | 04/02 ZN 2.6 P4z 2 Dy Newberry et &l., 2002
1U0B 07/04 Ll ZM 2.3 =15 Hauenstein et al,, 2004
o . 1MED 11/92 ZM
Eschearichiz col¥ T 1i/oz =N Fourrny et al,, 1993
Thermu s aquaticus 1Aa8H 03/98 2N 2,0 Pz 22 Sugiura et al,, 1995
10T 099 2N 2,0 o Mechulamn et al., 1999
1F4L 0s/00 ZM 1.9 =15 Setre et al, 2001
1P7P 0502 Met” ZH 1.8 [
Methionyl-
1PFY 05/02 adenylate ZN 1.9 =14
Escherichiz coli 1PFU 05/03 Met ZM 1.9 P2 [s1%)
& 1PG0 05403 Methionyl- 19 oy Crepin et al,, 2003
adeny | ate
1PG2 05/03 Adenosi ne 1.8 =15
MetRS |22 1PFW | 05/03 Met” ZH 1.8 o
1PFY | 05/03 Met' ZH 1.7 o
1WiCH 0a/04 ZM 2,0 =15
Tharmus thermopkius 2054 10/05 EL 2.0 3% Konno et al,, 2005
2D5SB 10/05 ZM 1.8 P22 2 [s1%)
2C8H 05/05 2.7 =15
Aquifex aaclicus scTe | oS0 " Methionyl- 27 o Makanishi et al,, 2005
adery |ate
. 1MKH | os/oz 2,0 P2 21 D Crepin et al, 2002
Fyrococcus aby ssi -
A 1RQE | 12/03 ZH 2,9 14 22 =19 Crepin et al, 2004
Frroceccus horikoshil ZCTWP 06705 21 Pz z2 3% Murayama et al,, 2005
Home saplans B 200 04/06 Sato et al., 2008
Saccharomycas caravizas ZHSM 07706 2,2 P4 22 Sirmnader et al,, 2006

Tableau I. 12 : Structures des aaRS déposées dans le Protein Data Bank® : Les aaRS sont groupées par classes
et sous classes. La colonne “n” donne le nombre des aaRS résolues par type, la colonne “Régne” classe les aaRS en
fonction de leur appartenance au regne bactérien (B), archée (A) ou eucaryote (E). Les dates correspondent a la date
de dépdbt de la structure. Les structures résolues en complexe avec 'ARNt sont annotées d’'un “X” et, s’il y a lieu, la
nature des autres ligands est précisée dans la colonne “ligands”. La limite de résolution le groupe d’espace et la
technique de cristallisation sont précisées. Les structures dont les codes PDB sont surlignés en cyan correspondent a

des structures résolues par Résonance magnétique nucléaire.

Annotations : - l'indice ‘an’ pour analogue (de I'acide amine, de 'ATP, de I'aa-adenylate)
- Xal:ARNt"d E. coli
- Xa2:ARNt"* S. cerevisae
- NP : non publié / ND : non depose sur la PDB
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fasse b
Date d Résol| Me:mde
aaRs |n Espéce Régne |PDB-ID| . | ARNE ligand-id ution . roupe e Références
dépot ) d'espace |cristalli-
sation
1GLN | 07/94 2.5 Hureki et al, 1995
1a52 | 10/00 X za4 | czzz DV Sekine et al., 2001
109 | 11/02 Glu ATP Mg 18] poaa
Thermes thermophlus iN7S | 11702 ATP Mg 1.3
177 | 11/02 ATP MG 2.4 D Sekine et al,, 2003
b Glutarmyl- czz2
in7e | 11/02 adenglake Mg | 21
& zcuz | 05/05 alu 20| P2.2.2 D
2000 | 05/05 Glu MG Z.04 D
Glutarnate ATP
duRs |18 Thermus thermophilus 2CV1 | 05/03 u MG 2 czez oV Sekine et al,, 2006
Glukaryl-
2ovz | 05/05 denylate cLma | 27 D
20K | 08/06 Glu* ATP MG 2,2 DV
Sprechococcus ebagatus 2CFO | 02706 Glu 2.5 Pz Schulze et al., 2008
Tharmotogs markima 205k 1z/06 FOLCL 2,3 P2 21 o JCSG, Wilson, La, 2006
ZHRA oD 19| czz22 DV
2HOT L9 cz DY Sirnader et al., 2006 et 2007
Saccharemyces cerevisse £ 2HRE_| 07/06 oL 2.0 ot D
ZHSM 3.0
ZHEN 2z | Paz 2
1GS5 | 04430 2.3 Rould et al., 1983
16TSs | 09/93 AMP 2.8 Perona =t al,, 1995
1QRS | 0&/96 ATP 2.6
1QRU | 06/96 ATP 2.0 Arnez et al., 1996
1GRT | 06/96 ATP 2.7
Glutarniny|-
" czz2 .
19T | oi/9e denglate s S04 | 27 D Rath o al, 1998
Glutarningl-
Escherichiz coff 1EUG | 04/00 aden Iat: < D
Glut:rninl,ll- sherlin ot al., 2000
1EUY | o400 adanylate 2.6 D
dnRs (18 E 1EXD | 05/00 504 2.7 D Bullock et al., 2000
invL | oz/03 26| P22 2 Sherlin_ et al,, 2003
icoe | o2/03 Gln AMP 504 2.7 D
100C | 02/03 >< GluAMPSO4 | 2,7 | ©222 DV Bullock et al., 2003
121w | 05/05 Gln AMP 504 2.5 oW Gruic-Sovulj et ., 2005
2HZ7 | 08/06 2.3 P2.2.2  |Microbatch) Deniziak et al., 2006
) . HD 0i/07 Q81 22| R222 Batch e travail
Deinococeus radisdirans N 01/07 oL z4 | PRZZ Batch Ce travail
HD a1/07 Gln 25| P22 2 Batch Cetravail
MO 0L/07 2,0 Pz 2z Batch Ce by avail
LysRS1 | 1 Fprococcus hovikosh i A 1Ry | 10401 zH 2.6 EE oW Terada et al., 2002
. . TP . . ) ,
Annotations : - l'indice ‘an’ pour analogue (de I'acide amine, de 'ATP, de I'aa-adenylate)

Xa1 : ARNt ** d’ E. coli
Xa2 : ARNt *** S. cerevisae

NP : non publié

DV : diffusion de vapeur, E : évaporation, MD : microdialyse, MB : microbatch.
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Classe Ic
- 2,7 P32t Irwin et al., 1976
4Ts1 2.5 Brick et al,, 1987
2751 2.3 ]
3TE1 Tyrnsine el Brick =t &l., 1965
Bacifu s Stearotharmap hites 1TVC 2.5
1TVB 2.5 Brown et al., NP
1TV 2.3
1TVD 2.5 Brick =t al,, 1989
1IH3 Guijarro et al,, 2001
110 Tyrosine 22| czzz
1JIL Tyrosine 2,2 .
12,2 2 o
Staph plococcus aureus B T Torazine o oV Giu et al,, z001
111 Tyrosine 3.2 CTEEE
1HzF Tyrosine’ SO 20| Pz 22
Tharmus thermophius - “rarernchuk et al., 2002
1H3E k3 Turosine’ ATP 2,9 P3.21
e Tl,'rosl,'\-;doenylate
oy :ﬂ o] 27 Pz 21
Escharichis colf Lven | oars ik o Kohayashi et al, 200585
1%8%_| 08/04 i - .
TyrRS (36 1wgs | 09/04 Tyrosine 2,0 p3 21
1wgd | 09/04
il | 0804 ® Tyrosine
107D | 08/04 2.7 DL
Pz22 "
Mathanocaldococcus jannaschii 107 08/04 3.0 DL Zhang et al., 2003
1ZHO | 04/05 Ala 1.3
' 04705 Phe 25 P4 3 2 Turner et al,, 2005 et 2006
Aaropprann pern iy Aa 2CTA 0705 2,2
Acglobus fulgide s 2CYB 07/05 1.8 P21 oW Kurstani et al., 2005
P 2cve | o7/os 22| Pz 22
Frrococoy s horikoshii
2AGE | 07/05 Fhe FIEN Turner et al, 2006
tath M ] i ZHGZ | 0&/0% Fhe 2.5 Liu et al NP
SR EROEGDCOCCUS I8 ARSI 107D | o8/04 27| Pzzz DL Zhang et al., 2005
1Mzl | 10/o2 1.2 P2z 2
Homeo sapians 1MTE | 01/03 2.2 P1 “ang et al., 2002 < 2003
1011 | 07/03 Turosyl-adenylate | | o | b2z o2
Newrospers crassa £ 1v4z | 11/04 2.0 cz bV Paukstelis et al., 2005
Saccharomyces carevisse 20Lc | o4/08 ® T""OS"'"an‘f:”"'lata 2.4 Pazz Tsunods et sl NP
Homa sapians 2PID 07/a7 22 | Pz2.22 Bonnefond et al., 2007
1D2R | 09/99 ® cz Tyin et al, 1995
16l | 0301
Tryptophanyl- Mo
116M | 0301 :’:jpe:ﬁ;:"’ Retaill eau et al,, 2001
Bacilu s Stearothermophiles L6k 03/01 ' P42:2
. 1imMs3 | 070z TP WD
imMAL 08/02 WTF, Tryptophane 2,2 Mo n
iMaw | 0802 e 2.2 ™MD Retailleau et al, 2003
8 iMEZ | 0B/DZ 2,7 MO
ivig | 0105 21 ca i
. . 1vIs | 01/05 Tryptophane 2.7 oV
Delnococcus radiodurans =) D105 e 74 o Buddha et al,, 2005,
244M | 06/05 2.3 [
TrpRS (15 Thermotoga maritima 2GE3E | 02706 2.5 C2Z2 D JCgaE, MP
Bacifu s Stea rethermop bile s 2004 0207 ATP 2,3 P42 2 MO Retaill eau et al,, 2007
1ULH | og/os 2.3 cz Kise et al., 2004
105T | 10/03 25| Pez2 u et al, 2004
) 1ReU | 10/03 Tryptophanyl- - cz
Horno saplens adeny late
oA ——— v Yang et al, 2003
1RsT | 10/03 21 cz
£ i adeny late
ZAZH 09/05 MG SOd 2.8 12 2 2 “ang et al, 2006
ZAKE | 08/05 # S04 3,1
£ P4 22
Bos taurus 20R2 | 0806 s0% 3.0 Shen et al,, 2006
Saccharemyces carevisae 21r1 | 10406 12| P42 2 Me Malkow ski et al,, 2007
. . TSP . . ) ,
Annotations : - l'indice ‘an’ pour analogue (de I'acide amine, de 'ATP, de I'aa-adenylate)

- Xal:ARNt**d E. coli

- Xa2:ARNt*" S. cerevisae

- NP : non publié

- DV : diffusion de vapeur, E : évaporation, MD : microdialyse, MB : microbatch.
- Les cases colorées en cyan correspondent aux structures résolues par RMN
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CLASSE I
ClasseIla
N N Datede Résol Groupe Me:‘:de e
aaRs |n Espéce Régne |PDB-ID | 1. ARNE ligand-id ution| ., I Références
Epot A d'espace [cristalli-
safion
Esdharichiz ol nd 01,/90°" 2,5 Cusack et ., 1990
1SRy | 0F93 25 Pz Fijinaga et al,, 1993
saryl-adanyl e bz
Therru s thermaphibs 1888 — ANMP 28 Belthdi at ., 1994
1SET seryl-aderylate 25 Pz
=] 1SER Ll 29 Biou et al., 1994
- pzz2
1RF | o%oo Seryl ad;"’"abe 1,7 O | Sarkaranarayanan o al, 2000
Esherichiz col 1TTRG | 0604 Seryl-adenylate | 15 Pz Y okt ol o004
~Br {= g} al,
1Ter | ogind Serine 15| Pzzz o =
SerRS |17 Aquifex semlios DoE | 0506 seryl-aderyl e 2,0 P4 Chf Ttoh et & NP
2CIM 0&/06 Zn, Pt 2,5
Seryl-zderylabe
Mathanosarana bavker! 209 De/oe Zn 23 P3. 21 Bilokapic et 4., 2006
2000 0&/08 ATR, Zn 2,2
a 2018 &6 Zn 2.7
Pyrococals sbyesi M2 | 0506 Seryl-aderwl e 2.6 Hussain & &, 2006
oo | ose seryl-aderylaes | o o -
FPprooooms hovikoshil Sot Ch Thoh ek NP
¥ Dol | 0506 ANPSCH 2,8 '
Doz | 0506 3.0
Bostauris I3 TWLE | D04 Seryl-aderyl e 1.6 CEZZ chirmarork & al., 2005
10FE 433 i AMPZH 2,9 Pz 21
1EWK | 0400 M 2,0 Pz 22 Sankaranaayanan a al, 1993
—ader et 2000
1B | o400 Thrscryl-sdenvlats) 5 | pg
Escharichiz colf ru——
1FF | o%oo ==l ZR”' e’ | e | przz Deck-Bregecn et al., 2000
g | woe | 1z01| Th"e""""'zaﬁa"""ae 3,5 P2 o
Torres-Lartics e &, 2002 et
g | ozoe Threonyl-adenyl el 2z 00
Staphplocoous aureus =M " P22
TheRs |17 1NTR_| 0%03 ATP 2N 2,8
1TIE 1.3
- adery P2
Estherichia colf LN Y seryl-sderylabe’ | 15 Duck-Brageon e al., 2004
ITHE 1.5 P2 22
1T seryl-aderwlate” | 1.5
Horne spkens £ 1wt | 03/05 Chikayarma et 4., 2005
2G| 1d/04 2.0 Pz 21 Dwived o &, 2004
2HEZ 21
Py rocacas abyssi A Lo seryl-adenylate 1.9 1222 (5% .
ETE 0706 seryl- vt 23 Pz 22 Dwived = &, 2006
HLZ seryl-adenyl e e | P2 22
nd o198 3.5 Cusad g al, 19973
AH4G W Proine ,ATR, Zn| 2,9
1H4S Pralyl -aﬂ;n,lld:e 23 p4 22
2N
Thermus thermaphibs 1haT | 0501 M 23 “rarerrchuk g &, 2001
1HY 24| Pz 22
1HC7 Z4 | czzz
-3 20KT 0&/05 1.2 P21
M e 4., 2005
Escharichiz colf DA 16| P22 ragena
2L 2,8 [h)
= C222
. 2T4M Prolyl-aderyl e 2.8
Prors |10 Fhodopseudomonas palstris 29| oge Oy Feinyl-aderyl ] 2,8 cz _
240 TR, Mg 2,4 C222 Crepin & &, 2006
212 Prdine 232 P2
Enbaromcas faemlis
jedlc Prolyl-aderyl e 2,3 P4 22
Oyetairyl-
L aderylate’ MG ZN 25
athanctharmotacar 02 wa  f5i)
tharmautobrophias a 1S 1302 vl e MG 2N 2.8 o Kartekar ot al, 2002
daryl-
e aderwlze Mazn | 2F
Mebhanocaidecoot s fannaschil 15 3.2 p2
ASFopyrurn parnix 1Whh | 0504 1.7 Murayarna & 4., 2005
Escharichia aolf IHTT 0396 ANP 2,5 P11 Arrez g al, 1995
100 S 2.7
Tharmus tharmaophibs LADY Histid‘,ll-;g:wlate 2g Pz.z22 Aberg & al, 1997
097
=] i =H cha |-
; Eschevichiz colf e Histichl-aderylate | 2.6 e srrez o al, 1997
HisRS |9
1M 2.8 Pl
Stmphplococus aureus 1CE0 | 0F99 27 P& o Guetd., 1999
Tharmus tharmaophibs 1H 0501 S 24 C222 arerndhuk et al, 2000
Thermeplasre aadephim A Twl7 | 1504 24 | PEZZ Chf Tanaka e al., 2005
Horne mpiens £ 1x59 | 0505 Marneki et o, RSGL 2005
14T 0436 2.8 Logan o 4., 1997
Therrmu s tharmaphius 1878 ATP 2.4 CEZZ
=} T 0139 P Er Arrez g al., 1999
ciyRs | 8 Tharmotogs rarkime DIgw | 0F02 2.0 pzzz2 256, Wilson, LA, sourris
ixf: = i’z Hie W, 2007
Forne mplens £ FEH 0407 3'0 P4 2 2
e Y =5 o Cader e al,, 2007
1RIC 11/03 21 P4, 22 Swarjoet d., 2004
14FR ATP MG 2,2 P2 22
Aquifex aeolizis & 1FS 21 "
s |7 T | VoS 22] paza o Swatjoet ., 2005
1i5E 2,5
o w7 | 1703 26| P22 Sokabe o d,, 2005
Firosocos horikoshi A TP | 1303 Zn 15 Pz Tshijire et o, 2006
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classe ITh
RS Espé & pop-1p | P2 de | apne ligand-id R?DI Groupe " de - Rife
aal n spéce Régne dépot igand-i u(;)n despoce |cristalli- érences
sation
Aspartyl-
b . 1C0A 07799 ¥ adelnylate AMP | 2.4 P42 2 ] Eiler et al,, 1999
Eschearichia coli S04
1EQR | 04700 MG 2.7 c2 Y Fees et al., 2000
iNow | 11/02 23| P222 D Charron et al., 2003
Sous
B 10w | 02/02 20 | PZ.2.Z |rricrogra Mget al, 2002
uitd
Th h ity
BTSSR AR E zoFo | ozioz 24 P21 Schulze et al., 2006
AMP Aspartyl- -
AspRS |13 1a51 | 10/00 adelnolater S04 | 2% D Poterzsman et al,, 2000
1EFW | 02/00 | Xai 2,0 Pe oy Briand et al,, 2000
Escharichis cof inz 05401 Xaz AMO S04 26 P21 O Moulinier et al,, 2001
Fyrococeus hodataraensis R 1884 | 01/99 ATPMN 19 | P2272 Schrritt et al., 1999
Sulolbby s tolodali 1wyD | oz/05 Piper azine 2.3 PZZZ 9] Maeda et al., NP
Levure nd _[06/91° [ B 3 Ruff et al,, 1951
E 148y | 10795 2,9 PZzz Ruff ot al., 1995
Saccharomyces caravisae 1a52 | 10495 ATR 3 P22z Cavarelli et al., 1995
1E0v | 03/00 23| P4 22 oy Sauter et al, 2000
Tharmus thermophity s B - o1/93 ATP, ade 2,7 P& Berthet-Colarminas et al, 1998
1usa methyl an AMPan ||
Ma
AsnRS | 4 =
Prrococcus horioshi a iwsg | 09/0S ad:i:l‘:;:w ma | Le c2 O I asaki et al., 2006
Po4
1K56 2.0
1KRS | 06/95
kRt | oeros m Comnrnans et al., 1995
1wl | osf9s 28 | czz2 Onesti et al., 1995
11553\: E:::zz 2; Cnesti et al., 2000
Escharichia coli & L
LysRS |11 1E10 | 05700 2.1
Mg Lysyl- Pe 22
1E4T | 05/00 adenylate' PRI 24 Desogus et al, 2000
1Ezz | 05400 ATP Mg 24
1E24 | 05/00 ATP Mn 2.3
Fyrococcus horitoshii 4 1IR¥ | 10401 Zn 2.6 P2 o Terada et al., 2002
Classe IT c
Thermu s thermeophiti s 1Pvs | 11796 MG 2,3 Mosyak et al, 1995
Tharsus sguaticus 1B70 Ma 2,7 o
01/93 Phenyl alanyl- Reshetnikova et al., 1999
kil aderylate' Mz | 27 el
1ETY_| 02/00 X 3.3 Y Goldgur et al., 1997
- p3z1
1 | o701 Phenylalany] 26 o Fishrnan et al., 2001
B adenylate’ S04 MM
PheRs |10 .
Tharmu s thermophiti s TP ey
zaly | o8/05 ¥ ;04 M; 2.6 =
ZAKW | 09/05 Phe' So4 MM | 2.8 o Katik-Kogan et &, 2005
oM | 08/05 S04 MG 2.7 D
Phenylalanyl-
2Ivs | 07408 H et Mg | 7 P32 Moor et al,, 2006
Fyrococcus horikoshi a 2CHI | 06/0S 1.3 cz2 B Sasaki et al., 2005 (RSGD
[ zg7e ] [ [ [ I
pylRs |2 Mathanosarcing mazal a4 [=zgie | oso7 | | ATP | | PE, o Kauran et al., 2007
[ 2q7H | | | Pyrealisine | |
Annotations : - l'indice ‘an’ pour analogue (de I'acide amine, de 'ATP, de 'aa-adenylate)

- Xa1: ARNt “** d’ E. coli
- Xa2 : ARNt* S, cerevisae
- NP : non publié

- Les cases colorées en cyan correspondent aux structures résolues par RMN

1. Compilation des résultats

Bilan général . Cette compilation nous permet tout d’abord de dresser un bilan historique sur
I'évolution de la qualité des structures, de leur complexité, du rendement annuel des structures
résolues et de la nature de la source étudiée. A ce jour, la PDB compte plus de 250 structures
d'aaRS sous forme entiére ou tronquée dont 30 structures en complexe avec I'ARNt (le premier
étant le complexe GINRS-ARNt®" o’ Escherichia coli), (Rould et al., 1989)). Ces 10 derniéres
années furent particulierement fructueuses puisque plus de 77% des structures déposées dans la

Protein Data Bank le sont depuis 1999. Un bilan statistique est exposé (Tableau I. 13A).

-4] -



Introduction

Qualité des données : Intéressons-nous plus particulierement a la qualité des données. Le graphe
présenté Figure I. 14 représente la valeur moyenne de la résolution des structures pour chaque
année ainsi que les minima et maxima. Il nous a semblé important de la compléter du cas
particulier des structures résolues en complexe avec 'ARNt homologue qui, par leur degré
supérieur de difficulté contribue a baisser la moyenne globale. La limite de résolution moyenne des
structures résolues entre la fin des années 80 et 2007 n'a pas significativement augmenté. Mais, il
faut noter que les valeurs maximales et minimales s'élargissent en fonction du temps et que le
nombre de protéines dont la limite haute de résolution dépasse 2 A augmente significativement
avec les années. Si la résolution de complexes macromoléculaires (aaRS-ARNt) contribue a
baisser la limite de résolution, on observe une nette augmentation de la proportion des structures
résolues & haute résolution ces derniéres années : ainsi, entre 1999 et 2006, la limite des 2 A est

franchie pour prés de 40% des structures résolues (Figure I. 14).

3,50
/
/’\/ }\

325 / \
: E\/\\

/
3,00 / .
/
/

2,75
2,50
2,25
2,00
1,75 \
1,50

1,25

1,00
1987 1989 1991 1993 1995 1997 1999 2001 2003 2005 2007

Figure I. 14 : Représentation graphique de la moyenne des résolutions des structures
cristallographiques. La moyenne globale est représentée en rouge, la moyenne des structures
résolues en complexe en noir. Les minimas sont représentés en bleu et orange pour les résolutions
globales et en complexe, respectivement, les maxima sont en jaune (global) et gris (complexe). Si
la résolution moyenne globale ne diminue pas nettement, I'historique des résolutions maximales
augmente sans contestes vers des valeurs de résolution atomique.

Degré d’étude pour un systeme donné — Prenons en considération 'ensemble des structures
résolues par type d’aaRS : celui-ci est donné dans la Tableau I. 12. Si tous les types d'aaRS ont
aujourd'hui une structure référencée dans la PDB, elles sont loin d'étre étudiées de fagon
homogéne. On remarque que I'éventail est trés large puisqu’il s’étend de 3 (PyIRS, CysRS, AlaRS)
a 36 (TyrRS) structures déterminées pour un systéme donné. Une étude est compléte lorsqu’on
peut assembler les formes intermédiaires de I'enzyme lors de la réaction d’aminoacylation dans
une méme espéce. Le systeme acide aspartique de levure reste un cas isolé : on dispose en effet
des structures de I'AspRS seule (Sauter et al., 2000), sous forme complexée (Ruff et al., 1988), et
de la structure de I'ARNt isolé (Moras et al., 1980), (Figure I. 15).
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Ces études ont permis de visualiser les états des différents substrats et de caractériser les
modifications conformationnelles en réponse a la formation du complexe. L'AspRS fait également
partie des rares aaRS dont la structure est connue dans les 3 régnes du vivant. Le seul élément
manquant de ce systeme est la structure de I'AspRS non discriminante. Au contraire, les
divergences évolutives appuyées sur des études structurales d’enzymes comme la CysRS, dont
les 3 structures proviennent d’ E. coli ou la GInRS dont on ne connait que les structures d’origine
bactérienne sont peu connues. Ainsi, si les informations disponibles peuvent étre trés complétes
pour certains systémes, couvrant 'ensemble des régnes du vivant et les formes libre et complexée

de I'enzyme, de nombreuses piéces du puzzle doivent étre ajoutées pour reconstituer I'histoire

compléte des aaRS.

Figure I. 15 : Structures de ’AspRS de levure sous formes libre ou complexée. La structure de 'AspRS sous
sa forme apo (A) et de 'ARNt™ libre (B) est comparée au complexe AspRS-ARNt**? (C). Les 3 structures
sont superposées en (D). La conformation de '’ARNt est plus compacte sous forme complexée et présente
des modifications de la boucle anticodon qui facilite sa reconnaissance par la synthétase (Ruff ef al., 1991).
L’adaptation induite par 'ARNt est plus importante que celle de la synthétase avec laquelle il forme le
complexe. Les modifications les plus importantes de I'enzyme consistent en une rotation du domaine de
liaison a I'anticodon ainsi que 2 boucles conservées au niveau du site catalytique qui interviennent dans la
liaison des substrats.
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) Nombre Nombre | Résoluti Ré _' ti R'_ _' ti Résol en R(.'-)S-C R&;c
Année total total en moyenne | maximale mmlmnl.e complex maximale mlnlmnle. A|B |E
complex (Res) (Res _max} | (Res _min) (Res-c) (Res-c_max) |(Res-c_min)
1989 3 0 2 57 230 2,70 3
1990 1 1 280 280 2,80 2,80 2,80 280 1
1991 1 1 3,00 300 3,00 3,00 3,00 300 1
1992 4 0 257 250 2,80 [4
1993 2 1 2 B5 250 2,80 280 2,80 250 2
1994 4 1 2 51 250 2490 2 .50 290 230 4
1995 1 1 2,480 280 280 2,80 2,80 2go 3
1996 5] 3 2,76 2F0 3,00 277 22 3 3
1997 4 0 2,72 2F50 280 3
1998 5] 2 248 200 275 225 225 225 5 |1
1999 13 5 2 BB 190 3,40 2,70 2.2 249 111
2000 20 10 243 155 3,30 2,70 2.2 3.3 149
2001 22 4 250 170 3,50 3,00 25 35 1119
2002 27 4 237 120 3,20 247 2.1 29 2119 |1
2003 28 2 220 150 3,20 2,70 27 2.7 3|16 |6
2004 28 2 2,04 145 3,00 2,30 2,30 230 gl18]2
2005 44 E] 232 145 3,20 272 24 32 13| 26 | 4
2006 37 4 241 1 80 3,10 257 22 3,1 1314 10
2007 10 281 280 3,00 3[3]5
Total 261 50 44 (179 |32
Pour(;emag 19 171 70 113
B C
Aguifex aeclicus AlaRS , MetRS", SerRS G
- - roupe
Bacilius Stearotherrmophilus TrpRS*, TyrRS d'espace Nombre
Deinococcus radiodurans GInRS, TrpRS
Enterococcus faecalis ProRS P2,2,2,| 52
AspRS*, CysRS*, GInRS", HisRS, pai 27
Escherichia coli LeuRS, LysRS*, MetRS, ProRS,
SerRS, ThrRS*, TyrRS c22i 27
B Rhodopseudomonas palusinis ProRS P3 21 25
Staphylococcus aureus HisRS, lleRS*, ThrRS, TyrRS C32 23
Synechocorcus elongatus GIluRS 4,221 15
T hermatoga marifima GluRS, GIyRS, TrpRS P4,272 10
Thermus aguaticus PheRS, MetRS, ValRS" 2272 g
ArgRS, AsnRS, AspRS, GIURS*, P R5 2 7 7
GlyRS, HisRS, lleRS, LeuRS, MetRS, P22 2
Therrmus therrmophills PheRS", ProRS", SerRS, TyrRS', 5757 ;
ValRS"*, AspRS", SerRS F4,2,2 7
Aero ' ProRS TyrRS Pl 4
VU Bernix ro yrl
- PE122 4
Aoglobus fulgidus TyrRS R 5
Met hanocaldococcus jannaschil TyrRS 5 81 2‘ 2‘
Met hanocaldococous Jannaschil ProRS TyrRS* 3 3
Methanosarcing barker! SerRS F & 2
Met hanosarcina mazel PyIRS 1227 2
Met hanotherrmobacter {hermautofrophicus ProRS FE122 2
A Pyrococous ahyss SerRS, ThrRS F4,2,2 1
Pyrococcus abyssi MetRS R 3 1
Pyrococcus abyssi ThrRS k4,22 1
Pyrococeus horkoshii AlaRS, AsnRS, LeuRS", LysRS I, 4, 1
MetRS, PheRS, SerRS,TyrRS Pa, 1
Pyrococous hodakaraensis AspRS P2 1
Suifolobus fokodall AspRS P& 1
Thermoplasima acidophilum HisRS 14,212 1
c272 1
Bos faunis SerRS, TrpRS* Pz, 1
Hormo saplens GIlyRS FR 1
E Meurogpora crassa TyrRS 532 7
Saccharomyces cerevisae AspRS*, ArgRS. GIURS, MetRS,
TrpRS, TyrRS*

Tableaux I. 13 : Tableaux statistiques des structures d’aaRS de la PDB. Tableau A : les nombres

d’aaRsS résolues par an, libre ou en complexe (colonnes 1 et 2), les limites de résolution moyenne (Res),

minimale (Res_min) et maximale (Res_max) pour les enzymes libres ou en complexe (*-c) sont donnés.

Enfin, le nombre de structures par régne sont indiquées dans la colonne A pour archée, B pour bactérie

et E pour eucaryote. Tableau B: Répartition des organismes dans I'étude de la structure des aaRSs. Le

classement est donné par régne (B, A, E). (*) : aaRS résolue en complexe avec son ARNt homologue.

Tableau C : Statistiques pour la répartition du nombre d’aaRS pour un groupe d’espace.
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Les structures en complexe avec 'ARNt : celles-ci sont bien représentées (seules 6 types
d’aaRS n’ont aucune structure en complexe référencée : His-, Gly-, Ala-, Asn-, Pyl-RS et LysRS1)
et la présence de '’ARNt est souvent responsable de la stabilisation de domaines qui sont flexibles
sous la forme native de la protéine cristallisée (voir § suivant). La résolution de la premiére
structure de complexe aaRS-ARNt, cristallisée au sulfate d’ammonium a également conduit a
'obtention de nombreuses autres structures cristallographiques en complexe, notamment les
complexes AspRS-ARNt** de levure et d’E. coli, PheRS-ARNt™™, SerRS-ARNt*®" et LysRS-
ARNt"® de T. thermophilus (Ducruix et Giegé, 1999a), (Tableau . 16.B).

Représentativité entre les régnes : La Figure |. 16 B présente la proportion de structures
résolues répartie selon les trois régnes du vivant. Les bactéries sont largement surreprésentées
comparativement aux archées et eucaryote. Sur la totalité des structures présentes dans la PDB,
70% proviennent de protéines d’origines bactériennes contre 13 et 17% pour les eucaryotes et les
archées, respectivement. Le nombre de structures résolues concernant les régnes archée et

eucaryote

Empilement cristallin : Certains groupes d’espaces sont largement favorisés pour la
cristallisation des aaRS (voir Figure |. 16. B) en particulier le groupe d’espace P2,2,2,. Une étude
avait rassemblé les statistiques des groupes d’espaces favoris des macromolécules, pour le cas
particulier des monomeéres. Il en ressortait que les protéines cristallisent préférentiellement dans ce
groupe (36%) suivi des mémes groupes d’espaces retrouvés dans les statistiques restreintes aux
aaRS (Wukovitz et Yeates, 1995). On peut admettre a partir de I'ensemble des résultats que les

aaRS ne favorisent pas un empilement particulier a leur nature ou a leur propriétés de surface.
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2. Quelques lecons tirées des données structurales des aaRS

Nombre : L'augmentation exponentielle du nombre de structures résolues durant cette
derniére décennie est applicable a 'ensemble des structures résolues par la cristallographie des
rayons X. Cet essor s’explique entre autres par les progrés des méthodes de cristallogenése, la
précision des rayonnements synchrotrons mais aussi des méthodes biochimiques qui permettent
d'augmenter les rendements de purification et la pureté du matériel final. Les séquences des
génomes d’organismes de plus en plus variés et les possibilités données par la biologie
moléculaire (mutations ponctuelles, éliminations de modules désordonnés) sont pour beaucoup

dans I'élargissement de I'’éventail des structures résolues et dans la diversité de leur source.

Résolution : Les progrés des méthodes de cristallogenése se reflétent également dans la
qualité des structures résolues a haute résolution. Il faut prendre en considération le fait que I'on
s'intéresse d'année en année a des espéces de plus en plus complexes au niveau structural
(eucaryotes). La cristallisation des protéines eucaryotes dotées de leur domaine additionnel
flexible conduit souvent & une population moins stable, moins homogéne et par conséquent a des

données cristallographique de qualité inférieure.

Molécules impliquées dans 'assemblage des aaRS : Des modifications conformationnelles
d’échelle variable sont souvent induites en réponse a la liaison de ligands aux aaRS. Les
molécules impliquées dans ces variations vont des ions (zinc pour la MetRS, Mechulam et al.,
1999) a 'ARNLt. Dés la premiére étape de liaison de I'acide aminé, des changements structuraux
ont été observés pour les Cys-, Met-, Arg- et TyrRSs. Les structures résolues en présence
d’analogues de I'état de transition (amino acyl-adenylate) ont également permis de mettre en
évidence le réle central de la lysine conservée du motif KMSKS comme c’est le cas pour la TyrRS,
la MetRS, la TrpRS ou la LeuRS. L’étude structurale relative a I'étape d’activation de la ProRS a
permis d’identifier les modifications conformationnelles relatives a la fixation des substrats Pro et
ATP mais également a la formation de l'intermédiaire prolyl-adénylate qui semble nécessaire pour
les réarrangements conformationnels finaux intervenant dans la liaison de l'extrémité 3’ de
I'’ARNt™™ (Yaremchuk et al., 2000).

La propriété ARNt-dépendante de la réaction d’aminoacylation de certaines enzymes
(GIuRS, ArgRS, GInRS, LysRS1) a été expliquée par le réarrangement structural qu’implique la
liasison de 'ARNt homologue. Celui-ci contribue a assembler les motifs spécifiquement impliqués
dans la reconnaissance des substrats et leur positionnement correct pour la réaction d’activation
de l'acide aminé (Sekine et al., 2006, Uter et al., 2006, Terada et al., 2002, Delagoutte et al.,
2000). Les modifications conformationnelles vis a vis de la fixation du substrat ne sont pas
conservées entre les classes I. Ainsi, le degré de réorganisation en réponse a la fixation de 'ARNt

varie largement de la rotation de domaines entiers (domaines d’éditions), a la stabilisation de
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boucles (KMSKS, HIGH) en passant par de simples mouvements des chaines latérales. Pour la
Classe IlI, 'adaptation de I'AsnRS, I'AspRS et la LysRS (classe IIb) se rapporte au domaine en
“0OB fold” de leur domaine anticodon. En particulier, le domaine anticodon de I'AspRS de levure
admet, en réponse a la fixation de '’ARNt, un mouvement de rotation en direction du site
catalytique, accompagné d’une translation du module intermédiaire et du passage a une
conformation fermée du site actif par l'intermédiaire de 2 boucles mobiles (Cavarelli et al., 1994;
Sauter et al., 2000). A plus grande échelle la cristallisation en complexe a également permis de
stabiliser des domaines flexibles a I'état libre comme c’est le cas de la PheRS de T. thermophilus,

la LeuRS de Pyrococcus horikoshii et la CysRS d’E. coli (voir Figure I. 17).

A B C

Figure I. 17 : Exemples de structures dont la résolution en présence de I’ARNt correspondant
ont permis de stabiliser des domaines flexibles sous forme libre. Structures de A-la PheRS de T.
thermophilus, apo ou comglexée a 'ARNt™ (1JJC et 1EIY, respectivement), B - la CysRS d’ E. coli
apo ou complexé a ’ARNt™*® (PDB-ID :1LI5 et 1UOB, respectivement) et C - : la LeuRS de Pyrococcus
horikoshii apo ou complexée a I'ARNt- (TWKB et 1WZ2, respectivement). Les structures des
enzymes sous forme apo et complexée sont superposées et colorées en bleu et rouge brique,
respectivement. Les domaines additionnels stabilisés en présence d’ARNt sont colorés en noir.

Les aaRS eucaryotes - Comme c'est le cas de nombreuses autres protéines, les aaRS d’origine
eucaryote présentent souvent des insertions et domaines flexibles en N- ou C-terminal. Comme

nous l'avons vu au § 1.D.1, elles peuvent interagir avec des macromolécules qui ne sont pas
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forcément impliquées dans la réaction d’aminoacylation. Il est d’autant plus difficile de les stabiliser
gu’on connait mal les fonctions non canoniques qui leur sont attribués et par conséquent les
molécules cibles intervenant potentiellement dans la stabilisation de ces domaines. Ces
caractéristiques les rendent plus complexes a cristalliser car bien plus sensibles a la protéolyse et
plus difficiles a stabiliser. On a alors souvent recours a la protéolyse ménagée ou a I'élimination
compléte par mutagenése dirigée des domaines qui insufflent le désordre potentiel et freinent le

processus de cristallisation.

Récemment, par exemple, la TyrRS de mitochondrie humaine a été cristallisée et sa
structure résolue sous une version minimale c'est-a-dire sans son domaine additionnel C-terminal
(dit S4-like) (Bonnefond et al., 2007), (Voir annexe I, et articles 2 et 3)

Le bilan statistique de cette compilation nous informe sur les disparités des éléments
disponibles pour chaque type d’aaRS. L’objectif étant, d’'une part, de caractériser les divergences
qui existent entre les régnes d’'un méme systéme afin de comprendre leur évolution et les
variabilités de leur fonctionnement, d’autre part de connaitre les adaptations structurales induites
lors d’'une réaction d’aminoacylation et de l'interaction avec les différents substrats qui y sont
impliqués. Ainsi, selon le systéme étudié, on a pu couvrir les trois regnes (Tableau I. 13. B, pour le
systéme Tyr, cf. Tsunoda et al., 2007) et représenter divers états de cette réaction (I'activation, la
reconnaissance de 'ARNt, les pré- et post-transferts) ou n’étre qu’au commencement du travail

(un systéme, un état pour la LysRS1).

Les progrées des meéthodes de cristallogenése ont contribué, a degré équivalent de
complexité, a améliorer la qualité de la résolution des structures et leur nombre. Les séquencages
des génomes et les progrées des méthodes de purification ont permis de s’étendre a des
organismes plus diversifiés et de compléter peu a peu I'étude des systémes. Ces structures,
combinées aux expériences biochimiques nous apportent linformation nécessaire pour
comprendre les divergences fonctionnelles apportées par leur diversité structurale. Grace a
I'étendue des connaissances de ce domaine les piéces du puzzle se rejoignent. Une analyse
structurale compléte des aaRS est d’autant plus importante dans I'étude évolutive de ces
molécules que les structures tridimensionnelles sont plus conservées que leur séquence
(O'Donoghue et Luthey-Schulten, 2003). Par exemple, ce type d’analyse a permis de mettre en
évidence des couples structuraux interclasses avec des paires isolées spécifiques d’acides
aminés stériquement proches, (par exemple la TyrRS, classe Ic, avec la PheRS, classe llc), qui
posent la question de la duplication des génes donnant lieu a 2 aaRS primordiales d’architectures

différentes et spécifiques d’'un méme substrat (Ribas de Pouplana et Schimmel, 2001b).
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[ll.  Ma contribution a I'étude des aminoacyl-ARNt synthétases

Durant mon travail de thése, je me suis penchée sur le cas d’'une aaRS atypique : la
glutaminyl-ARNt synthétase de Deinococcus radiodurans (GInRS-Dr). Si cette enzyme présente
potentiellement tous les modules nécessaires a son fonctionnement correct, elle se distingue de
ses homologues bactériennes par 3 extensions dont la plus frappante est située a son extrémité C-
terminale. Celle-ci représente prés d’'un tiers de sa séquence et est indispensable a son activité
catalytique. La derniére moitié de cet appendice présente une homologie de séquence avec un
domaine de la sous-unité GatB de I'amidotransférase (Voir § I. C. 4) et a une protéine retrouvée a
'état libre nommée YqgeY. L'originalité fonctionnelle de la GInRS-Dr ayant été préalablement
analysée par des études biochimiques, nous nous sommes attachés a comprendre le
particularisme structural de cette GInRS.

Cette étude regroupe les 2 facettes exposées dans cette introduction : I'étude de cette
aminoacyl-ARNt synthétase atypique procure un aspect fonctionnel et structural supplémentaire au
panel de stratégies employées par la nature pour permettre la réaction d’aminoacylation, influencer
son efficacité, discriminer ses substrats spécifiques. Cet aspect sera développé dans une premiere
partie. Dans une seconde partie, nous nous attacherons a son étude cristallographique
proprement dite. En effet, la GInRS-Dr n’a pas d'original que sa séquence mais aussi sa
propension a cristalliser. La principale particularité de la GInRS sous sa forme cristalline est que
'ensemble de I'extrémité C-terminale est non visible en densité électronique. Il en résulte que 30%
de la protéine est non ordonnée dans le cristal. Cette observation se situe en marge des principes
de cristallogenése selon lesquels une protéine flexible donne des cristaux de mauvaise qualité voir
ne cristallise pas. Un autre aspect original réside dans I'élasticité de son empilement cristallin :
ainsi, le volume de la maille peut varier de 15% entre absence et présence de ligand tout en
maintenant le méme empilement.

La cristallisation de la GInRS en présence d’additifs a permis d’ordonner une extrémité
flexible aux abords du site actif lui donnant une conformation fermée. Néanmoins, les structures
résolues n’ont pas conduit a la stabilisation de I'extrémité C-terminale qui la rend si originale. Pour
connaitre les propriétés de repliement de ce module additionnel, des études structurales en
solution ont été investies par les techniques de résonance magnétique nucléaire et de dichroisme
circulaire. Nous présenterons ces résultats dans une troisiéme partie.

Ce projet repose essentiellement sur les aspects structuraux de la GInRS de D.
radiodurans et combine des méthodes d’analyse structurale allant de la cristallographie a la RMN.
En paralléle de ce projet, jai mis a profit les compétences acquises en cristallographie en

participant a la résolution de la premiére structure de TyrRS mitochondriale humaine.
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Résultats et Discussion — Partie |

l. Préambule

A. Originalités de la GInRS de Deinococcus radiodurans

La majorité des bactérie et des archées utilisent une voie indirecte d’aminoacylation pour
compenser I'absence de GInRS (voir § I. C. 4). La GInRS est rarement trouvée chez les bactéries
et n’a jamais été référencée dans un génome d’archée. D. radiodurans est une des rares bactéries
qui posséde une GInRS (GInRS-Dr) et donc, utilise la voie directe d’aminoacylation des ARNt
(Curnow et al., 1998).

De nombreuses aaRS ont, en plus des modules basiques que sont le domaine de liaison a
'anticodon et le domaine catalytique, des modules additionnels impliqués dans des fonctions
diverses (voir § 1.C.5 et I1.D.1). Aucune GInRS bactérienne n’a été référencée comme présentant
de tels modules. C’est pourtant le cas de la GInRS-Dr et c’est pour cette raison qu’elle a

particulierement retenu notre attention.

B. La GInRS : une aaRS chimére issue de deux voies d’aminoacylation de 'ARNt

1. Structure primaire

L’organisation structurale de la GInRS-Dr a été établie par alignements de séquence. La
GInRS-Dr est hautement homologue aux autres GINnRS a I'exception de quelques insertions et
surtout d’'un module additionnel qui constituent son originalité : une extension N-terminale (M1-
A43), 3 insertions dans la partie conservée de la GInRS de 17 (412-428 : ins1), 27 (534-560 :
ins2) et 5 (615-619 : ins3) résidus, toutes situées au niveau du domaine de liaison a I'anticodon
(Figure 11.1). La plus surprenante réside a I'extrémité C-terminale de I'enzyme et s’étend sur 220
résidus. En dépit de ces insertions, tous les éléments de séquences caractéristiques d’'une GInRS
sont présents et proches de celle d’E. coli (GINRS-Ec) avec laquelle elle compte 44% d’identité et
la plupart des résidus contactant les substrats (ARNt®", ATP, L-GIn) y sont conservés(Deniziak et
al., 2007) . Un second set d’alignements a été établi pour I'appendice C-terminal de la GInRS avec
le domaine YqgeY de 49 bactéries dont ceux des sous unités GatB et GatE des amidotransférases
Glu/Asp-AdT (GatCAB) et Glu-AdT (GatDE). Sur les 220 acides aminés constituant I'extrémité C-
terminale, les 150 résidus terminaux s’alignent avec les autres protéines avec un meilleur score

pour les 30 derniers résidus.

Des approches immunologiques ont permis de confirmer la pérénité structurale de ces
protéines avec les protéines YqgeY révélées par ces alignements : ainsi, des anticorps anti-AdT
spécifiques des sous-unités GatA et GatB de T. thermophilus reconnaissent la GInRS-Dr mais pas
celle de E. coli. Les mémes anticorps ont été utilisés sur des formes tronquées de la GInRS-Dr :
ainsi, un variant tronqué de l'appendice C-terminal (GInRS-AC), n’est pas reconnu par les

anticorps mais les formes isolées des appendices, soit sous forme entiére (YgeY-A) soit sans le
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linker (YqeY-9), le sont.

Domaine catalytique Domaine de ligison & I'anticodon
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Figure Il. 1 : Représentation schématique de la structure primaire de la GInRS-Dr. Les régions
désordonnées de la structure cristallographique sont données en magenta. 12 et I3 indiquent les
boucles mobiles ins 2 et ins 3. Les domaines classiques de I'enzyme sont représentés en vert
foncé et vert clair pour le domaine catalytique et le domaine de liaison a [I'anticodon,

respectivement.

2. Coeur de la GInRS-Dr

La structure de la GInRS-Dr a été résolue par cristallographie des rayons X a 2,3 A de
résolution. L’organisation modulaire du cceur de la GInRS-Dr est proche de celle d’E. coli. Les
alignement globaux donnent des RMSD compris entre 1,9 et 2,3 A (structure d’E. coli native ou en
complexe avec 'ARNt), mais donnent des valeurs plus faibles pour les domaines isolés. Pour cette
raison, la nomenclature utilisée pour la GInRS d’E. coli a été appliquée a la GInRS-Dr. Le site actif
(SA) se décompose en un domaine de Rossmann (DNF, dinucleotide fold) et le domaine de liaison
a la tige acceptrice (ABD), le domaine de liaison a I'anticodon (ACD) se découpe en un domaine
distal (DBB) et proximal (PBB), riche en feuillets . Les deux modules sont reliés par un domaine

intermédiaire (HSD, helical subdomain), (Figure Il. 2).

En dépit des bonnes propriétés de diffraction de ces cristaux, I'extension N-terminale, les
insertions ins1 et ins2 et surtout I'extrémité C-terminale longue de 220 résidus ne sont pas visibles

dans la structure représentant 35% de régions mobiles dans le cristal.
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Figure Il. 2 : GInRS-Dr, une enzyme chimeérique — A, B : Architecture classique du coeur conservé.
A- Structure de la GInRS de Deinococcus radiodurans résolue a 2,3 A de résolution (PDB_id : 2HZ7),
(Deniziak et al., 2007). Le code couleur respecte la nomenclature du systeme E. coli. On distingue les
2 modules du site catalytique que sont le domaine de Rossmann (DNF, DiNucleotide Fold, 47-
147 :252-305, en gris) et le domaine de liaison a la tige acceptrice (ABD, Acceptor-Stem Binding
Domain, 143-251, en rose pale). Le site de liaison a I'anticodon est composé de 2 sous-domaines : le
domaine proximal (PBB, Proximal B-barrel, 380-387 :516-633, magenta) et le domaine distal (DBB,
Distal B-barre, 388-515, vert pale). Les modules catalytiques et de reconnaissance a I'anticodon sont
reliés par un module intermédiaire (HSB — Helical subdomain, 306-379, en jaune) La plupart des
insertions (sauf ins7) ne sont pas visibles dans la structure. B- Superposition des structures de la
GInRS de Deinococcus et E. coli (PDB_id : 100B). Les codes couleurs pour la GInRS-Dr sont les
mémes quen A. La GInRS-Ec est représentée en orange clair. Le RMSD global est de 1,9 A;
I'architecture classique est conservée. C- Modele de la GINRS-Dr dotée des régions non visibles dans
la structure. Les régions correspondant au modele sont en bleu. Les extrémités N- et C-terminale avec
le domaine YqgeY (surface), les insertions ins1 et ins2 sont précisées. Le modéle a été déterminé a
partir des structures de la GInRS et de YqgeY de Bacillus subtilis (PDB_id : 1NG6). D- Structure de
YqeY de Bacillus subtilis.
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C. Réle de I'extrémité C-terminale et implications du domaine YqgeY

1. Extrémité C-terminale, indispensable a la réaction d’aminoacylation

L’'extrémité C-terminale additionnelle a fait I'objet d’expériences biochimiques afin de
comprendre son réle dans la protéine. Ainsi, la GInRS-AC est encore capable de charger son
ARNt homologue mais la délétion du domaine YgeY induit une perte significative d’activité
catalytique. Cette derniére ne se traduit ni au niveau de I'efficacité de charge de I'acide aminé ni
pour sa spécificité. En revanche, la perte d’affinité entre la GInRS-AC et la forme entiére pour
I'’ARNt®" (issu de 'ARNt totale de D. radiodurans) est significative (Ky ¢"fS2€) / Ky, C"RS) = 24). La
présence du module YqeY accroit donc l'activité catalytique de I'enzyme tant dans sa fonction

d’activation de la glutamine, ARNt dépendante, que pour la charge de son ’ARNt homologue.

La GInRS-Dr peut étre décomposée en deux parties : la premiére correspond au cceur,
commun aux GInRS, proche d’E. coli et dont la plupart des résidus impliqués dans sa fonction sont
conservés. La seconde est représentée par le domaine YgeY conservé dans les sous-unités GatB
de I'AdT. Cette derniére palie chez une majorité de bactéries et archées, I'absence de GInRS et/ou
d’AsnRS par l'utilisation d’une voie indirecte d’aminoacylation. Plus précisément, la sous-unité
GatB y joue une fonction de reconnaissance de I’ARNt misacylé (Deniziak et al., 2007, voir aussi
Introduction, I. C. 4). Ensemble, ces éléments suggérent que la GInRS-Dr est une protéine

chimérique de deux acteurs de la voie directe et indirecte d’'aminoacylation.

2. YqgeY :un'module' libre ou lié

Le domaine YgeY est également retrouvé a I'état libre chez une centaine d’organismes
bactériens ou eucaryotes et, notamment chez Bacillus subtilis dont la structure tridimensionnelle a
été résolue par un projet de génomique structurale (PDB_ID : 1NGB6). Il est toujours intégré a la
partie C-terminale du domaine GatB de GatCAB (Glu-Asp AdT) ou du domaine GatE de GatDE
(Glu-AdT, archée). Comme introduit précédemment, YqgeY est également présent dans la partie C-
terminale de la glutaminyl-ARNt synthétase de D. radiodurans mais aussi chez D. geothermalis
(bactérie, deinococcus-thermus), Salinibacter ruber (bactérie, bacteroidetes) et Anaeromyxobacter
dehalogenans (bactérie, protéobactérie). Cette architecture est unique pour toutes les GInRS

procaryotes.

De maniére générale, sa fonction a I'état libore comme a I'état lié n'a pas encore été
clairement définie. De plus, parmis les structures cristallographiques résolues des
amidotransférases GatCAB et GatDE (Feng et al.,, 2005; Nakamura et al., 2006; Schmitt et al.,
2005) seul celle du complexe GatDE-ARNt®™ a permis d’en stabiliser une partie (Oshikane et al.,
2006). Néanmoins, les analyses biochimiques concordent pour lui attribuer une fonction de liaison
aux acides nucléiques et un role dans la catalyse des réactions les impliquant : ainsi, la délétion de
ce domaine, soit pour la GInRS-Dr, soit pour les amidotransférases GatCAB ou GatDE provoque

une chute de leur activité catalytique. En revanche, les analyses par retard sur gel de deux
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variants isolés (YqeY-0 et YgeY-A, voir Figure Il. 5) du module C-terminal additionnel montrent

que celui-ci n’est capable de lier TARNt®"

GInRS.

que lorsqu’il est fixé de maniére covalente au cceur de la

D. Particularité de 'empilement cristallin de la GInRS ou la cristallisabilité d’'une

enzyme désordonnée

L’histoire de la cristallisation des macromolécules biologiques a souvent montré qu’une
protéine flexible avait peu de chances de cristalliser. Les premiers succés de la cristallisation de
macromolécules biologiques ont souvent été le résultat d'ingénierie génétique conduisant a la
suppression de ces régions instables qui perturbent 'empilement du cristal et la formation des
contacts intermoléculaires nécessaires a sa croissance. Méme limité au domaine des aaRsS, les
exemples pour lesquelles cette stratégie a porté ses fruits ne manquent pas, depuis les premiéres
digestions par protéolyse ménagée de la MetRS d’E. coli (Waller et al., 1971), a plus réecemment,
I'’AspRS de levure ou la TyrRS mitochondriale qui ne cristallisent que sous une forme dépourvue
de leur extrémité additionnelle N ou C-terminales (Bonnefond et al., 2007; Sauter et al., 2000).
Cette régle générale qui consiste a déléter les régions dynamiques ou potentiellement capables
d’introduire un désordre dynamique dans le cristal continue indéniablement de faire ses preuves.
L’exemple de D. radiodurans offre cependant un contre-exemple notoire avec une protéine dont
importante proportion de régions désordonnées n’altére pas sa capacité a cristalliser. Cette
enzyme est, comme nous l'avons vu précédemment, constituée d’'un cceur conservé chez son
homologue d’E. coli et d’une extrémité C-terminale additionnelle de 220 résidus que les logiciels
de prédiction de structure présentent comme désordonnée sur 70 résidus. La GInRS de D.
radiodurans sous sa forme entiére a a priori une faible capacité a cristalliser car 30% de sa
structure est potentiellement désordonnée en solution. Des tests effectués en DLS ont révélé
gu’elle était monodisperse et homogéne en solution et ont alors encouragé a engager des tests de
cristallisation. Des cristaux de GInRS ont été obtenus (Deniziak et al., 2004) et la structure
tridimensionnelle résolue (Deniziak et al., 2007). De fagon surprenante, la densité électronique
résultant de 'analyse des données a permis de résoudre seulement deux tiers de la structure de la
protéine totale. La possibilité de protéolyse de la partie flexible du module additionnel a été rejetée
par analyse des cristaux dissous sur gel de polyacrylamide SDS en conditions dénaturantes, suivie
de leur analyse en spectrométrie de masse (Figure Il. 3), prouvant que la quasi totalité de 'enzyme
est belle et bien présente dans le cristal. Ce décalage de masse détécté lors des expériences en
MALDI ne peut en effet étre lié a I'absence de I'extrémité C-terminale additionnelle. Le
séquencage de I'échantillon a montré qu'une protéolyse était située a I'extrémité N-terminale.
L’espace disponible dans 'empilement cristallin est donc suffisant pour loger une extrémité flexible
et dynamique.

Ainsi, la cristallisation de la GInRS-Dr défend le principe selon lequel un cristal peut-étre

constitué d’une proportion conséquente de la protéine non ordonnée, la seule condition étant
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gu’elle puisse maintenir une surface de contact intermoléculaire suffisante pour permettre la
stabilité de I'empilement cristallin. Ce résultat nous pousse a tirer une premiére legon sur la
cristallisabilité d’'une protéine d’intérét. Avant d’en 6ter les domaines flexibles, on doit avant tout
controler les propriétés de monodispersité et 'lhomogénéité de la protéine. Si c’est le cas, c’est une
candidate a ne pas négliger pour la cristallisation. Les détails de cette étude sont donnés dans

I'article qui suit.
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Figure Il. 3 : Spectre de masse (MALDI-TOF) effectué sur les cristaux dissous de GInRS. I
donne une estimation de la masse totale (92927 Da) légérement décalée de celle de sa masse
réelle. Ce décalage ne peut néanmoins étre lié a 'absence de I'extrémité C-terminale additionnelle.
Le séquencage de I'échantillon a permis de montrer que la protéolyse était située a I'extrémité N-
terminale.
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ABSTRACT: Unlike other glutaminyl-tRNA synthetases, the one from radioresistant bacterium Deinococcus radiodurans (Dr-
GInRS) possesses an additional C-terminal extension of 220 residues that shares some homology with the subunit of another enzyme
of the translation machinery. Dr-GInRS has been crystallized in an orthorhombic space group. The crystals diffract X-rays to a
resolution of ~2 A. The determination of the structure of this atypical GInRS showed that its N- and C-terminal appendices, which
encompass in total one third of the protein’s 852 amino acids, are actually disordered in the crystal lattice. This example demonstrates
that macromolecule crystallization can tolerate large flexible regions in the solvent channels as long as they do not interfere with the
packing contacts. This intriguing case is analyzed and discussed in light of current crystallogenesis strategies.

1. Introduction

During the last decade, the massive effort put into genome
sequencing and the boom of structural genomics have dramati-
cally changed our way of performing structural investigations.
Looking at sequence databases often leads to the identification
of intriguing protein variants that are appealing targets for
structural biology investigation. We recently got interested in
an atypical form of glutaminyl-tRNA synthetase from the radio-
resistant bacterium Deinococcus radiodurans (Dr-GInRS). Un-
like other members of the GInRS family, it possesses an
additional C-terminal extension of 220 residues that shares some
homology with another enzyme of the translation machinery.
To get an insight into the function of this extra appendix, we
crystallized Dr-GInRS and solved its structure. Although the
crystals did diffract to a resolution of ~2 A, the C-terminus as
well as the N-terminal tail and two internal loops could not be
observed in the electron density map. We discuss here an
extreme case of disorder (35% of the protein) in well-diffracting
crystals.

2. Experimental Section

The GInRS from D. radiodurans was produced in E. coli and purified
as described.? The homogeneity of the pure protein was analyzed at
20 °C by dynamic light scattering using a Dynapro DP801 instrument
(Protein Solution, Inc.). Samples at 0.5-1.7 mg/mL in 50 mM Tris-
HCl pH 7.5, 0.5 mM EDTA, and 5 mM DTE were very monodisperse.
The diffusion coefficient (extrapolated at zero concentration) was Dy
~ 4.3 x 1077 cm?/s, corresponding to a particle with a hydrodynamic
radius Ry, ~ 5.0 & 0.8 nm and a derived molecular weight of 143 kDa.
The actual molecular weight is 93 kDa, but the overestimation by DLS
is due to the elongated shape of the enzyme and the presence of flexible
extensions.

Orthorhombic crystals of Dr-GInRS were grown in microbatch?® in
the presence of 8-10% (w/v) PEG 3350.% Prior to their analysis by
SDS-PAGE or mass spectrometry, they were carefully washed 4 times
in 10% (w/v) PEG 3350 to exclude any contamination by the mother
liquor and then dissolved in a volatile buffer (100 mM ammonium
acetate pH 4.6).

The crystals were analyzed at the European Synchrotron Radiation
Facility (ESRF, Grenoble, France). Their main characteristics are given
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Table 1. Characteristics of Dr-GInRS Crystals
0.2-0.4

average crystal length (mm)
space group P2,2,2,

cell params a, b, ¢ (;\) 74.1, 95.9, 115.7
resolution limit (A) 23

asymmetric unit 1 monomer (852 residues)

solvent content 44% (vIv)
Matthews coefficient 2.2 A’*Da
no. of ordered residues 555 (65%)
no. of disordered residues 297 (35%)
ordered cell volume* 43%

“ Percentage of the cell volume occupied by ordered residues.

in Table 1. The structure was solved by molecular replacement using
the CaspR webservice.* Several cycles of model building and refinement
smoothly led to a final R-factor and free R-factor of 20.0 and 24.2%,
respectively.” No electron density could be found for ~35% of the
sequence of the protein, even in low resolution or composite omit maps.
A model of the full-length Dr-GInRS shown in Figure 1A was built
on the basis of the structure of the Dr-GInRS core (PDB id: 2HZ7°).
It was manually accommodated in the large solvent channels present
in the crystal packing as illustrated in Figure 2. The figures were
prepared with PyMol, DeLano Scientific LLC (http://www.
delanoscientific.com).

3. Results and Discussion

3.1. Design and Characterization of the Target. Sequence
analysis of D. radiodurans genome® revealed that the encoded
GInRS consists of the classical polypeptide fold, as found in
the Escherichia coli GInRS,” and of a 220 residue-long
C-terminal extension that is specific to Dr-GInRS (Figure 1).
The latter extension presents a region predicted to adopt the
same fold as the C-terminal domain of the GatB subunit of
tRNA-dependent amidotransferase (AdT). AdT is actually an
enzyme that participates in an alternative pathway of the
glutaminylation of tRNA®™ in organisms that are deprived of
GInRS.® No sequence homology was found between the
polypeptide chain that connects the core of GInRS to the GatB-
like domain, but its amino acid composition suggests that it
might be an unstructured and flexible linker. Despite the
presence of this 60—80 residue-long connector that was a priori
not favorable for crystallization, we decided to keep the entire
extension in our construct because it is indispensable for an
optimal enzymatic activity.” A first encouraging result was that
the full-length protein was homogeneous and monodisperse
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Figure 1. Crystals of a protein with almost one-third floppy regions
can yield good diffraction: (A) Schematic representation of the D.
radiodurans GInRS primary structure. Regions that are disordered in
the crystal packing are indicated in pink. L1 and L2 correspond to loops
537-565 and 614-619, which are mobile in the GInRS core. The
acceptor stem and tRNA anticodon binding domains of the enzyme
are shown in dark and light green, respectively. (B) Typical prismatic
crystal measuring ~0.3 mm in length. (C) Diffraction image (0.5°
oscillation) collected on beamline ID14-1, ESRF, France. The resolution
was 1.9 A at the corner of the ADSC quantum 4 detector. (D) Close
up view showing the electron density map (2F.—F. map, 2.3 A
resolution, contour level of 1.3 sigma) in the neighborhood of the protein
active site. This region is in the acceptor stem binding domain (or
catalytic domain), close to where glutamine and ATP are bound to
form glutaminyl-adenylate, prior to transfer of glutamine at the 5" end
of the tRNA acceptor stem.

when analyzed by dynamic light scattering. A second one was
that crystallization trials readily produced well-diffracting
crystals in the presence of PEG 3350. They were used to
determine a structure of the enzyme at 2.3 A resolution
(Figure 1).

3.2. Crystals with Much Disorder in Their Packing. The
three-dimensional structure of Dr-GInRS was solved by mo-
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lecular replacement using the structure of the E. coli ortholog
(PDB ID 100B, 554 residues displaying 44% identity with the
core of Dr-GInRS). In the orthorhombic crystals characterized
by a solvent content of 44% (v/v), the greater part of the GInRS
core is ordered in the packing. By contrast, the N-terminal tail,
two loops of the core, and the C-terminal extension are too
mobile to be observable in the electron density map. Overall,
297 residues among 852 (i.e., 35%) are missing in the final
model, although their presence in the crystals was confirmed
by SDS-PAGE and mass spectrometry analyses (data not
shown). A model of the complete enzyme was built® in which
the floppy regions of the polypeptide chain can easily be
accommodated in the large solvent channels of the crystal. Small
substrates of the enzyme (glutamine and a synthetic glutaminyl-
adenylate analog) were used in cocrystallization assays to
attempt to stabilize the floppy parts of the protein. The packing
geometry and the diffraction properties of the substituted crystals
did not change significantly, and no major stabilizing effect was
observed despite a slight alteration of cell parameters (data not
shown).

3.3. Lessons for Protein Crystallogenesis. This work on
Dr-GInRS is encouraging for structural biologists facing
difficult crystallization problems. Indeed, significant disorder
can exist inside well-diffracting crystals that are suitable for
structure determination. In other words, proteins with large
flexible and/or unstructured appendices might be crystallized.
Nowadays, the analysis of genomic sequences often detects
open reading frames that code for proteins made of folded
domains and polypeptides deprived of any apparent structure.
As suggested by the work on Dr-GInRS, three prerequisites
must be fulfilled to allow the crystallization of these types
of proteins and the growth of high-quality crystals. First, they
must be homogeneous in solution according, for example,
to light scattering criteria. Second, flexible appendices, if
present, should not interfere with crystal packing. These are

Figure 2. Views of the crystal packing of Dr-GInRS: (A) Crystal packing with large solvent channels oriented along the b direction. (B) Model of
the full-length GInRS represented with the same color code as in Figure 1: the GInRS core is shown in green and disordered regions in pink
(including the N-terminal tail, loops L1 and L2, the C-terminal extension). The GatB-like C-terminal domain (residues T720-V852) was modeled
on the basis of the structure of a homologue domain from Bacillus subtilis (PDB id: ING6). On the right, close up views of the boxed areas
showing the abrupt transition from ordered to disordered regions in N- and C-terminus (neighborhood of residues A43 and W632, respectively) of
the polypeptide chain in the electron density map. As a comparison, two views of contact regions (involving residues E57-G472, Q116-D480) are

also depicted.
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often detrimental to crystallization, as seen with the aspartyl-
tRNA synthetase (AspRS) from yeast, where the presence
of a 70-residue-long N-terminal extension (representing
~12% of AspRS monomer) did interfere with intermolecular
contacts. Indeed, the original poorly diffracting crystals could
eventually be enhanced by the removal of the extension.’
Third, the size of the solvent channels should be large enough
to accommodate the floppy domains. In the present case,
disordered regions can easily find some empty room in the
packing because the visible atoms correspond only to 43%
of the unit-cell content (Table 1). This might even be a more
general feature taking into account that protein crystals can
contain up to 80% of solvent.

4. Conclusion

Well-diffracting crystals of this atypical GInRS illustrate the
fact that a highly ordered packing can accommodate quite
dynamic and flexible macromolecular species. In the present
case, electron density is missing for approximately one-third
of the protein’s residues, presumably because of the inherent
flexibility of those regions. Thus, at least in this example,
macromolecular crystal packing appeared to be more tolerant
than might be expected. Also, this shows that the removal of
flexible regions is not always necessary to ensure successful
crystallization as long as the protein sample is homogeneous in
solution, for instance, according to light scattering measurements.
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Résultats et Discussion — Partie Il

. Etude cristallographique de la GInRS de D. radiodurans

A. Les objectifs de I'étude

La cristallisation de la GInRS-Dr a conduit a la résolution de sa structure dont seul le coeur
conservé est visible en densité électronique. Dans la continuité du travail de cristallogenése,
I'objectif de ce travail était de caractériser les régions non visibles et, en particulier, I'extrémité C-
terminale. Pour ce faire, un premier volet de mon travail a suivi différentes stratégies qui visaient
soit a stabiliser les extrémités flexibles dans I'empilement cristallin, soit a fixer leur conformation en
les cristallisant en présence de leurs substrats naturels ou d’analogues synthétiques impliqués
dans l'interaction avec I'enzyme. Dans cette optique, nous avons tenté dans un premier temps de
cristalliser la GInRS dans un empilement cristallin différent de P2:2:2; par la recherche de
nouvelles conditions de cristallisation. Afin d’induire des conformations plus stables, des
recherches de conditions de cristallisations ont été engagées en présence de 'ARNt®" transcrit, de
glutamine et d’analogues de [lintermédiaire réactionnel adénylate : le glutaminyl-adénylate
(glutamine-sulfamoyl adenosine, QSI, RNA-TEC) ou le glutaminol (fournis par I'équipe de Robert

Chénevert, Université Laval, Québec), (Figure II. 4).

'g N NH,
L-glutaminyl adénylate 7o N(\2:<N
\
GIn-AMP Iy o ﬂ N
NH, oH
HO
5'-O-[N-(L-glutaminyl)sulfamoyl] adénosine L-glutaminol adénylate
QSl QOL
NH, 0o o NH

o)
I N NH, : b _N NH,
/S\ ? — O/, N ( p—
N-—7 (@] N e} o N
" S © wa S ° "
o= N— o=\
NH, NH,
OH

HO

Figure Il. 4: Adénylate et analogues. La figure représente la formule de [lintermédiaire
réactionnel naturel de la réaction de glutaminylation de I'ARNt®" (L-glutamyl adénylate, GIn-AMP)
et les deux analogues synthétisés. Le 5-O-[N-L-glutaminyl)sulfamoylladénosine ou QSI et le L-
glutaminol adénylate ou QOL.
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A mon arrivée au laboratoire, 4 constructions dérivées de la GInRS-Dr étaient disponibles
(voir Figure Il. 5). La GInRS-A, dépourvue de l'extrémité additionnelle, le domaine YqeY-9,
homologue de l'extrémité C-terminale de la sous unité GatB de I'Adt et YqeY-A, constitué du
domaine YqeY-6 et du ‘linker”, qui rejoint le cceur conservé de la GInNRS au domaine YqgeY.
Chacun de ces dérivés a été purifié d’aprés le protocole détaillé dans le chapitre Matériel et
Meéthodes, llI.

R7OO qgey YqeY-3

T639 qey YgeY-A

tRNA-synt_1c_N

RG-SR G638 QRS-A

tRNA-synt_1c_N + tRNA-synt_1c_C

, QRS
linker

Figure Il. 5: Représentation schématique des 4 variants de la GInRS : YqeY-5, YgeY-A,
GInRS-AC et GInRS native. Les résidus terminaux de chacun d’entre eux sont précisés. Le

domaine additionnel YqgeY est représenté en jaune.

B. Stratégies de cristallisation

1. Recherche de nouvelles conditions de cristallisation

La GInRS-Dr, -A, YgeY-0 et -A purifiées ont été soumis a des tests de cristallisation. Seule
la forme YqeY-0 n’a conduit a aucune piste de cristallisation. La recherche de nouvelles conditions
de cristallisation de la GInRS-Dr par l'utilisation des cribles commerciaux Qiagen® (PEGs Suite |
et Il, Classics, JSCG) a conduit a I'obtention de nouvelles conditions de cristallisation qui ont été
reproduites et optimisées en batch, en capillaire, en diffusion de vapeur et en présence de gel
d’agarose. Des tests de cristallisation en champ magnétique ont également conduit a I'obtention
de cristaux orientés (voir Figure Il. 6). Les nouvelles conditions ont été utilisées pour la
cristallisation en présence de petits ligands : deux analogues de I'adénylate (QSI et QOL) et la
glutamine. Des tests de cristallisation en complexe avec I'ARNt®" transcrit ont également été
effectués avec ou sans analogues, reproduites et optimisées en diffusion de vapeur en présence
de PEG de haut poids moléculaire (PEG 6000 et 20000). La GInRS-AC cristallise dans de
nombreuses conditions du kit de cristallisation Qiagen® PEGI Suite et donne de trés bonnes
bases pour I'obtention de cristaux de qualité. Quelques exemples sont donnés Figure Il. 6. Au
contraire, les tests de cristallisation des deux dérivés YqeY-6 et YgeY-A ont été peu fructueux.
Dans le premier cas, I'absence de “hits” est probablement due a la forte instabilité de YgeY-0,

aisément dégradé, méme lors de I'étape de purification.
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1 2 3 4 5
a QRS/Qsl QRS Native QRS/QSI QRS /Qsl QRS/gln
16% Peg 3350 — | 15% Peg 3350 - 200| 16% Peg 3350 - 20% Peg 3350 -200 mM | 20% Peg 3350 — 200 mM
200 mM NaF mivl NaF 200 mM Ammonium | Ammoenium formate pH 7 Ammonium formate pH 7
formate pH 8,5
b QRS Native QRS Native QRS Native QRS Native QRS Native
15% Peg 3350 - | 15% Peg 3350 - 200 15% Peg 3350- | 15% Peg 3350 - 200 mM Kbr | 15% Peg 3350 - 200 mM
200 mM NaF mM NaBr 200 mM LiBr MNabr
c QRS - agarose QRS +agarose QRS +agarose QRS QRS /GOL +agarose
16% Peg 3350 - 16% Peg 3350 - [16% Peg 3350 - 200 Peg 3350 - 200 mv Peg 3350 — 200 mM
200 mM NaF 200 mM MaF mM MNaF Ammoniumformate pH 8,5  |Ammonium formate pH 8,5
CHAMP MAGNETIQUE
d QRS-AC /gln QRS-AC/gln QRS-AC QRS-AC QRS-AC/GOL
20% Peg 3350 — | 20% Peg 3350 - 200 | 12% Peg 20000 - |20% Peg 10000 - 0,1M Sodium| 20% Peg 3350 - 200 mM
200 mM Ammenium mM acetate 0,1MMes pH 6.5 acetate pH 46 Ammonium formate pH 7
formate pH 7 ammonium
e QRS-AC YgeY -A YqgeY -A QRS-ARNt QRS-ARNt-adenylate
20% Peg 3350 — |30% Peg 8000- 0,2M| 25% Peg550 - |20% Peg 10000 - 8% Ethylene| 10% Peg 6000 - 2M
0,2M diammonium | LiSO4 0,1 M Sodium | MME 01M Hepes | Glycol—0,1 M HepespH 7.5 Chiorure de sodium
citrate acetate pH 4,5

1 2 3 4 5

Figure Il. 6 : Tableau des conditions de cristallisation et exemples des cristaux obtenus —
Lignes a; b: Exemples de cristaux de la GInRS native (a1-c5) cristallisée en batch, avec gel
d’agarose (b1-5; 02,3)é en capillaires (c4), de la GInRS-AC (d1-5), de YgeY-A ou de la GInRS en
complexe avec I'ARNt®" transcrit (e4-5). Les cristaux obtenus ont été testés a I’ESRF (European
Synchrotron Radiation Facility) de Grenoble. Les co-cristaux de GInRS et des petits ligands ont
permis d’enregistrer 4 jeux complets de données entre 1,9 et 2,5 A en présence de glutamine, et de
2 analogues d’adénylate (QSI et QOL). Les cristaux obtenus en présence de la GInRS-AC ont
conduits a I’enregistrement d’un jeu de données a 1,9 A de résolution. Les cristaux obtenus en
présence d’ARNt " ne diffractent pas au-dela de 25 A. Les données de la GInRS-QOL et la GInRS-
AC ont fait I'objet d’'une analyse préliminaire.
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2. Cristallisation en gel

La cristallisation en gel d’agarose a souvent permis I'obtention de cristaux de meilleure
qualité, tant pour leur taille du cristal que pour leurs propriétés de diffraction. De maniére générale,
le gel d’agarose, en polymérisant, forme une matrice dans la goutte. La cristallisation en gel
d’agarose est susceptible d’améliorer la qualité du cristal puisqu’elle mime I'effet de la microgravité
(absence de convection dans la liqueur meére) et évite au cristal de sédimenter dans la goutte (Ng
et al., 1997; Lorber et al., 1999) (voir introduction Il.A, Matériel et Méthodes IV.D.1.c). Dans notre
cas, nous avons pu observer des améliorations des qualités physiques du cristal (régularité, durée

de vie, taille) comme de ses propriétés de diffraction.

3. Stabilisation par modification des résidus lysine

La composition de I'extrémité C-terminale additionnelle non visible, riche en lysine dans la
partie prédite flexible nous a poussé a utiliser la méthode de méthylation des lysines. La
méthylation des lysines consiste a modifier 'extrémité radicale des lysines exposées en solvant en
ajoutant un groupement méthyl au NH, terminal. Ce traitement a déja donné des résultats
encourageants pour augmenter la qualité de cristaux et permettre I'enregistrement d’un jeu de
donnée (passage de 7 a 3,2 A de résolution) (Rauert et al., 2007)

Sur la GInRS-Dr, le traitement a un effet, puisque la fraction traitée chargée sur un
chromatographie d’exclusion de taille conduit a I'élution de deux populations distinctes révélées en
spectrométrie de masse : une population hétérogéne et une population plus homogéne (Figure II.
7). La présence des deux populations est probablement liée au nombre élevé de lysines. Les
expériences de MALDI-TOF ont montré une différence de taille de 1500 Da entre la fraction éluée
et traitée (Figure Il. 7, fraction 11-12), et le témoin. Méme si la méthode n’est pas particulierement
adaptée a ce type de mesures, la différence est significative et nous permet de dire qu’il y a
effectivement eu méthylation. Des expériences par ESI (Electro-Spray lonization) ont été initiées
donnant des résultats peu satisfaisants vu la quantité limitée de matériel.

Ce résultat préliminaire laisse également préjuger un changement de conformation notable
puisque la population méthylée (homogéne, réaction totale, fraction 11-12) et peu ou pas méthylée
(réaction partielle, fraction 8-9) peuvent étre éluées séparément. Malheureusement, la stabilité de
la GInRS soumise a ce type de réaction chimique est fortement altérée et le manque de matériel
en fin de purification ne nous a pas permis de rassembler des quantités suffisantes pour engager
les tests de cristallisation. Il apparait en effet que la réaction, déja loin d’étre totale (30% de
rendement) entraine une perte non négligeable de matériel due a la précipitation de la protéine
traitée (50%), (Walter et al., 2006).
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Figure Il. 7: Schéma du protocole suivi pour la méthylation des lysines. A: 1 - Réaction
opérée sur la chaine latérale des Lysines (R-(CH2)s-NH). En présence de formaldéhyde et de
diméthyl Borane, les NH, terminaux sont méthylés. 2. Profil de la chromatographie d’exclusion de
taille de la GInRS traitée. Les fractions sont analysées sur gel SDS en conditions dénaturantes et
en spectrométrie de masse. La population majoritaire est trées hétérogene (fraction 7 a 9). Une
petite part de la fraction traitée (11-12) est effectivement méthylée et peut-étre séparée sur
chromatographie d’exclusion de taille. B : Spectres MALDI-TOF en spectrométrie de masse de la
fraction méthylée de la GInRS (11-12, Fraction méthylée) et de la GInRS non traitée (Fraction
témoin). On observe un décalage de 1500 Da entre les deux échantillons. Les mesures sont
effectuées sur un appareil Brucker Biflex lll. Les morceaux de gel correspondant sont découpés et
digérés a la trypsine pour les mesures (Voir aussi le chapitre Matériel et Méthodes, V. A).
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4. Données cristallographiques

L’analyse des jeux de données a conduit a la résolution des 4 structures de la GInRS-Dr.
Les données sont résumées dans la Tableau Il. 8 et illustrées Figure Il. 9. La cristallisation de la
GInRS en présence d’analogue de I'adénylate (QSI) a conduit a I'enregistrement de données a
plus haute résolution que I'enzyme sous forme apo. Quelles que soient les conditions trouvées, la
GInRS native, en présence des petits ligands ou méme la GInRS-AC admettent le méme
empilement cristallin P2,2,21. Néanmoins, la comparaison des paramétres de maille des structures
de la GInRS entiére résolues avec ou sans les petits ligands révéle une variation du volume de la
maille dans 2 des 3 dimensions. Ainsi, pour 2 des structures résolues en présence de substrat
(QSI et GIn), on observe une augmentation de 9 et 5 A des paramétres a et ¢ respectivement.
L’augmentation des parameétres de maille de la GInRS co-cristallisée avec le QOL est
intermédiaire (2,7 et 1,9 A sur a et ¢, respectivement). Cette augmentation s’applique de maniére

conséquente a la proportion en solvant contenue dans le cristal.

GInRS GInRS-QSI GInRS-GIn GInRS-AC GInRS-QOL

Collection des données
Source ID14-4 ID14-4 ID14-1 ID-29 ID14-1
Groupe d'espace P212424 P212424 P242424 P2, P242424
Paramétres de maille a, b, ¢ (A) 741 - 959 - 1157 833 - 953 - 1202 817 - 953 - 1206 53,7 - 842 - 739 768 - 958 - 1176

SaL By () 90 - 90 - 90 90 - 90 - 90 90 - 90 - 90 90 - 90 - 90 90 - 90 - 90
Limites de résolution (A) 2,3-30 2,16-30 2,5-30 1,89 -30 237 - 40
No. d' observations 209589 484900 134576 378626 178164
No. de réflections uniques 36991 51572 31237 51729 35396
Haute résolution (A) 2,3-2,36 2,16-2,22 2,5-254 189 - 2 2,37 - 251
Complétude (%) 98,1 (92,9)2 99,3 (99 4)2 99,7 (99.7)2 98,2 (89.2) 98,6 (92,8)
Redondance 56 94 4.3 73 5
Rmerge (%) 6.2 (25,0)2 5.6 7.2 5,8 (519) 76 (315)
/g (1) 18,1 (5,5)3 19,6 (3,52 12,2 (2,6)2 21,5 (3.5)2 15,0 (3,9)
Contenu en solvant (%) 441 514 50.6 511 46,9
Mosaicité (%) 05 042 0,36 0.17 0.25
Affinement
Facteur R (%) 20 239 237 235 233
Facteur R libre (%) 24,2 26,4 26,5 26,8 28
Proteine 4488 4443 4503 - -
Molécules d'eau 160 139 130 -
Facteur B moyen (A2) 41,7 494 55,7 -
Facteur B ligand (Az) -
RMSD liaisons (A), angles (%) 0,009:1.5 0,01; 14 0,007;1,3 -

? Limite Haute de résolution

Tableau Il. 8 : Données cristallographiques des structures de la GInRS sous forme native,
co-cristallisée en présence des analogues de I'adénylate (GInRS-QSI et GInRS-QOL) ,de
glutamine (GInRS-GIn), ou de la forme tronquée en C-terminal de la GInRS (GInRS-AC). Les
statistiques concernant les données hautes résolutions sont précisées entre parenthéses. Les
enregistrements ont été effectués a 'lESRF-Grenoble.
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[Proteine]l ma/mL ratl mM Agents cristallisants pH Geld'Agarose Technigue
GInRS + QS| 3.3 QSI25mM 15% PEG 3350 200 mM Fluorure de Sodium pH 7 0.2% Batch
| GInRS + QOL 4 QOL 2.5mM 16% PEG 3350 200 mM Ammonium formate pH 7 Batch
GInRS + Gln 33 Glutamine 2,5mM 16% PEG 3350 200 mM Ammonium formate pH 8.2 0.2% Batch
GInRS- AC 5 20% PEG 3350 200 mM di-Ammonium citrate Diffusion de vapeur

Figure II. 9: lllustration des structures obtenues depuis le cristal au cliché de diffraction a la
structure tridimensionnelle. A ,B : GInRS en présence d’analogues de l'intermédiaire réactionnel
adénylate (QSI, A ou QOL, B). C: GInRS cristallisée en présence de glutamine. D : GInRS
dépourvue de son module C-terminal additionnel (GINRS-AC).
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C. Analyse des nouvelles données structurales

1. GInRS-Dr cristallisée en présence d’analogue d’adénylate, QSI

La structure de la GInRS co-cristallisée en présence d’adénylate a été résolue par
remplacement moléculaire avec la GInRS sous sa forme apo (PDB_id : 2HZ7). La carte de densité
électronique nous a permis de placer I'analogue QSI dans le site actif de I'enzyme, mais la
présence de cet additif n’a pas permis de stabiliser les régions flexibles de la GInRS-Dr et, tout
comme dans la structure de la protéine sous forme apo, I'extrémité C-terminale n’est pas visible

dans la densité électronique donc flexible dans le cristal.

Description générale

La fixation de l'adénylate dans le site actif de I'enzyme provoque des modifications
conformationnelles du cceur de la GInRS. En particulier, le domaine ABD, dont on a observé chez
E. coli les modifications de conformation en réponse a la fixation de 'ARNt et des petits substrats,
subit un mouvement de rotation en direction du site actif. Ce mouvement s’applique également au
domaine distal de liaison a I'anticodon. La superposition des structures libre de D. radiodurans et
complexée d’'E. coli illustre ce mouvement global de I'enzyme (voir Figure Il. 10). Globalement la
structure présente des rmsd comparables pour 'enzyme d’E. coli seule et en complexe (1,7 et 1,6
A), et proche de I'enzyme natif (rmsd 0.8 A). Pour D. radiodurans, les alignements domaine a
domaine des structures native et en présence de QSI donnent des scores faibles compris entre
0,25 et 0,45 A avec un maximum pour le domaine ABD du site catalytique et DBB du site de
liaison a l'anticodon. Les détails des mouvements locaux ont été calculés pour chaque domaine

isolé (voir aussi Figures Il. 20 et 21).

L’adaptation induite par la fixation d’un petit substrat ou d’'un analogue n’est pas particuliére
a la GInRS-Dr car elle est observée dans la région du domaine de Rossmann pour d’autres
synthétases de classe | (GIuURS, ArgRS,TyrRS, TrpRS). Plus localement, 'adénylate accueilli dans
le site actif ne permet pas de positionner la région du KMSKS dans sa conformation productive.
Comme son homologue chez E. coli (et les autres synthétases dont I'activation est ARNt

dépendante), la GInRS-Dr n’adopterait cette position que lorsque '’ARNt se lie a I'enzyme.
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Figure Il. 10 : A: Superposition des structures de la GInRS-Dr sous forme apo ou en

présence de QSI. Les régions les plus variables sont situées dans le domaine ABD. Le rmsd
global pour I'alignement des deux structures est de 0,8 A.
B : Vue rapprochée de la superposition des structures de la GInRS-Dr / QSI (bleu) et la

€ (pourpre). La partie AMP de

GInRS—-Ec native (gris) ou en complexe avec QSI/ARNt
I'analogue dans la structure de la GInRS-Dr est décalée par rapport a celui de la GInRS-Ec en

complexe. Le RMSD global est de 1,6 A pour les 2 structures.
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Site actif de I'enzyme et contacts spécifiques avec le substrat

Les résidus en contact avec le QSI ont été comparés a ceux trouvés dans les structures
résolues de la GINRS-Ec/ARNt®" / QSI (PDB_id: 1EUQ) ou la GInRS-Ec/ARNt®"/GIn-AMP
(PDB_id : 100B). La plupart des résidus fixant 'adénylate dans le site actif sont conservés pour
les GInRS de E. coli et D. radiodurans. Cependant, et sans doute du fait de 'absence d’ARNt,
certains contacts observés entre les substrats QSI ou ATP-GIn et la GInRS-Ec, en présence
d’ARNt, manquent dans le complexe GInRS-Dr /QSI. En particulier, la zone correspondant a 'TAMP
“perd” certains contacts. Cet effet est majoritairement lié au fait que la boucle du KMSKS ne soit
pas dans sa conformation productive car elle est impliquée dans la stabilisation de la région AMP.
L’absence de deux interactions spécifiques de cette région contribue a déstabiliser la région AMP
de I'analogue dans le site actif (voir Figure Il. 11). La base A76, quant a elle, est responsable chez

E. coli du maintien de la glutamine dans le site actif.

Position de I’adenylate dans le site actif

Afin de poursuivre I'analyse, nous avons comparé la position de I'adénylate dans le site actif
des GInRS-Dr et —Ec. Comme nous l'avons précisé précédemment, en dehors des domaines
d’insertions de la GInRS-Dr, les domaines catalytiques des 2 enzymes libres sont proches (Les
RMSD du domaine ABD pour la GInRS-Ec libre ou en complexe sont de 0,75 et 0,85 A,
respectivement). L’orientation des substrats dans le site actif de 'enzyme d’ E. coli en complexe
avec I'ARNt®" (GInRS-Ec / ARNt®"/- QSl ou - AMP-GIn) ont été comparés avec celle observée
chez D. radiodurans car on ne dispose pas de structure sans 'ARNt. Les positions des chaines
latérales de la région GIn de QSI des structures d’E. coli et D. radiodurans sont comparables
(distances inter-atomiques de I'ordre de 0.8 A). Celles-ci augmentent au fur et 8 mesure que I'on
atteint la partie AMP de I'analogue : ainsi on observe des distances allant de ~1,5 A pour le ribose
a ~2,5 A pour la base. En réponse a I'absence de certains contacts due & la conformation relachée
du site actif, les positions des QSI sont voisines dans la région ‘glutamine’ mais décalées dans la
région ‘AMP’ (voir Figures Il. 10, Il. 11, Tableau Il. 12).
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Figure II. 11 : Comparaison des contacts entre le ligand et le site actif de la GInRS-Dr et Ec :
(A) GInRS-Dr et QSI , (B) GInRS-Ec, ARNtGIn et QSI (PDB_id : 1EUQ), (C) GInRS-Ec, ARNtGIn,
GIn et AMP (PDB_id: 100B). Les résidus impliqués sont donnés et les contacts illustrés en

pointillés. La base A76 de I'extrémité 3’ de ’ARNtGIn intervenant dans la stabilisation des substrats

est indiquée en gras.
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Des observations comparables ont été faites entre les structures de la GIURS de T.
thermophilus résolues sous forme libre, co-cristallisée soit avec du glutamate et 'ATP (PDB_id :
1J09), 'ATP (seul/ARNt®" PDB_id : 1N75/1N77) ou I'analogue du Glu-AMP et ARNt®" (PDB_id :
1N78) . Dans ce cas, la chaine latérale de I'acide aminé est maintenue dans une position similaire
qu’il soit lié ou non a ’ARNt homologue. Par contre, ’ATP admet deux conformations différentes
selon que 'ARNt est présent ou non. Les auteurs ont proposé I'existence d’'une position non
productive de 'ATP en réponse a la conformation du site actif. Dans ce cas, la GIURS, 'ATP et le
glutamate forment un complexe qui prévient la formation du Glu-AMP en absence d’ARNt (Sekine
et al., 2003). La proximité conformationnelle des GInRS-Ec et -Dr et la conservation des résidus
impliqués dans fixation des substrats d’aminoacylation nous autorisent a établir un paralléle entre
les conformations des sites actifs en présence des différents ligands. Comme il I'a été proposé
pour la GIuRS de T. thermophilus et la GInRS de E. coli (Sherlin et Perona, 2003), la GInRS de D.
radiodurans pourrait présenter deux conformations distinctes : une conformation productive en
complexe avec '’ARNt et une conformation non productive qui empéche la formation du Glu-AMP.
Il a été proposé que ce mode de structuration en réponse a la fixation des substrats a été acquis
pour éviter I'éventuel manque en source d’énergie dans un contexte ou le Glu-AMP est instable
chimiquement et ou la concentration intracellulaire de glutamate (et de glutamine) est élevée chez

de nombreux eucaryotes et procaryotes (Danbolt, 2001).

Comme c’est les cas pour la GIURS de T.thermophilus, la chaine latérale de 'acide aminé
peut-étre positionnée correctement dans le site actif de 'enzyme en absence d’ARNt homologue.
La base A76 de la tige acceptrice jouerait néanmoins un réle primordial chez la GInRS d’E. coli : le
site actif est en partie formé par 'empilement de la base A76 avec 2 résidus (Ec: Phe233 et
Tyr211 / Dr: Phe274 et Tyr252) impliqués dans linteraction avec la glutamine (Bullock et al.,
2003). En absence d’ARNt chez D. radiodurans, ces 2 résidus interagissent avec la chaine latérale
de la glutamine et sont impliqués dans son maintien. La base A76 intervient probablement, comme
pour la GInRS-Ec, dans le positionnement du groupement carboxyle de la glutamine (effectivement
en décalage par rapport a celui de la GInNRS-Ec/QSI/ARNt®").

En conclusion, le passage a la conformation productive du site actif devrait étre provoquée,
comme pour les autres GInRS, par la présence d’ARNTt et serait destinée, comme pour la GIURS
de T. thermophilus et pour la GInRS complexées d’E. coli, a orienter 'ATP dans sa position
correcte pour autoriser le déroulement de la réaction d’aminoacylation, en particulier par le
changement de conformation de la boucle du KMSKS directement impliquée dans sa stabilisation.
Remarquons que la forme GInRS/QSI est un état artificiel de 'enzyme puisque 'acide aminé activé

n’existe normalement que lorsque ’ARNt est complexé a I'enzyme.
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2. Comparaison avec la position du glutaminol dans le site actif

Les données cristallographiques préliminaires montrent que ce second analogue de
l'intermédiaire réactionnel est également décalé par rapport a I'orientation de I'analogue chez E.
coli. Le groupement AMP est ici aussi dans une conformation ‘non productive’ tout comme la
boucle du KMSKS. La position des atomes de la chaine latérale de la glutamine est globalement
similaire a celle du QS| mais on observe une modification de la position de la base de 'AMP, qui
présente une orientation encore plus relachée (voir Tableau Il. 12). Cette observation peut-étre
expliquée par la conformation globale de I'enzyme, qui, quant a elle est moins contractée en
direction du site actif. Elle est, en effet, plus proche de la position de 'enzyme natif dans la région
du domaine ABD et PBB : le rmsd global entre les 2 structures cristallisées avec des analogues

est de 0,87A contre 0,34 A avec la structure de I'enzyme native.

Distances (A) Moyenne
QOL -1EUQ QSI-1EUQ

N1 2,54 2,41 Base

Cc2 2,49 2,74 QSI+QOL 1,98
N3 2,25 2,34

C4 2,05 1,53 QOL 2,15
C5 2,08 1,43

C6 2,34 1,80 Qsi 1,82
N6 2,40 1,90

N7 1,84 1,53

cs8 1,68 1,32 Ribose

N9 1,79 1,21 QSsl+QOL 1,53
Cc1 1,67 1,37

c2 1,2 1,48 QOL 1,33
o2 1,41 2,39

Cc3 1,19 1,53 Qsl 1,72
o3 0,94 1,85

c4 1,31 1,32

o4’ 1,61 2,17

co5' 1,29 1,95

o5 1,34 1,44 Phosphate 1,51
P/S 1,29 1,72

O/N 10 0,96 0,97

C 0,75 1,28 Chaine latérale

CA 0,55 0,56 QSI+QOL 0,77
CcB 0,48 1,19

CG 0,52 1,26 QOL 0,66
CD 0,63 0,61
OE1 0,75 0,73 Qsi 0,89
NE2 0,66 0,49

Tableau 1112 : Tableau des distances interatomiques (en A) des analogues d’adénylate chez
D. radiodurans (QSI et QOL) et chez E. coli (QSI, 1EUQ). La moyenne des distances par région
du substrat est donnée dans le panneau de droite pour la partie AMP (Base, Ribose, Phosphate)
et la partie glutamine (Chaine latérale).
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3. GInRS-Dr en présence de glutamine : la surprenante conformation du

site actif

La recherche de nouvelles conditions de cristallisation a conduit a I'obtention de cristaux
en présence de glutamine, substrat naturel de la GInRS-Dr in vivo. Ceci a permis de stabiliser
une insertion (ins2) d’'une trentaine de résidus branchée au domaine de liaison a I'anticodon et
qui, dans la protéine repliée, est située a proximité du site actif de 'enzyme. La résolution de la
structure de I'enzyme native ne permettait pas de distinguer cette boucle probablement en

mouvement dans le cristal, ou adoptant un ensemble de conformations distinctes (Figure Il. 2).

Description générale

En présence de glutamine dans le milieu de cristallisation, la boucle ins2 est clairement
résolue et induit une conformation encore jamais observée du site actif que I'on appellera
fGInRS (f pour fermée). Lorsqu’elle est sous cette forme, la boucle supplémentaire s'insinue
profondément dans la poche du site actif, comme si elle le verrouillait (Figure II. 13.A).

La densité électronique de la région du site actif n'offre pas d’indication formelle de la
présence de glutamine. Seule une région en marge du site de fixation d’E. coli donne une
densité électronique (Fo-Fc) qui pourrait étre le site effectivement occupé par I'acide aminé. Les
superpositions de la GInRS-Dr en conformation fermée (fGInRS-Dr) avec la structure de la
GInRS-Ec/ARNt/GIn-AMP (PDB_id : 100B), d’une part, et la GInRS-Dr complexée a I'analogue
de I'adénylate (GInRS-Dr /QSI), d’autre part, nous ont permis d’évaluer I'espace disponible pour
les différents substrats dans la région du site actif. La fGInNRS-Dr ne laisse qu'une place
restreinte dans la région d’activation de I'acide aminé et n’autorise pas, sans géne stérique,
l'incorporation de la glutamine dans sa position active. Celle-ci ne pourrait occuper le site que
s’il s'opére un changement de position de la boucle (fermée a ouverte) ou qu’elle occupe une
autre place dans le site actif (Figure 1l. 13.B).

En complément, sa conformation fermée interdit toute liaison de I'ATP dont le site de
fixation est entierement occupé par les résidus S543-A546. De maniére intéressante, nous
avons pu observer qu’une autre partie de la boucle semble mimer I'extrémité CCA de '’ARNt®".
En effet, les résidus 553 a 558 sont positionnés de facon similaire a I'extrémité 3° CCA de
'ARNt. A l'exception de la région d’interaction du CCA, les sites de liaison a 'ARNt sont
disponibles. L’insertion ins2 de la GInRS-Dr adopte donc 2 conformations distinctes : une
conformation ouverte ou dynamique, en absence de glutamine, et fermée et stable en sa
présence. Notons également que la boucle ins2 pourrait représenter un lien supplémentaire,
qui s’ajoute au module intermédiaire (HSD ou Helical subdomain), entre les modules
fonctionnels de la GINRS (modules catalytique et de liaison a I'anticodon. En interagissant

directement, elle renforcerait la communication entre eux.
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Figure Il. 13 : Vue rapprochée du site actif de la GInRS-Dr dans sa conformation fermée.
Celle-ci est observée lorsque la GInRS-Dr est co-cristallisée en présence de glutamine. Les codes
couleurs des domaines de la GInRS sont identiques a ceux de la figure Il. 2. La boucle d’insertion
est représentée en vert clair dans toutes les figures. (A) Représentation de la conformation fermée
du site actif de 'enzyme. La carte différence (Fo-Fc) de la densité électronique de la boucle est
contourée a 2,5 o et représentée en bleu; (ll) superposition de la structure de la GInRS-Dr (gris
clair) avec celle d’E. coli (bleu électrique) complexée a 'ARNt®" | la glutamine et 'AMP. (B, a):
vue rapprochée de la zone de I'extrémité 3' CCA de 'ARNt (bleu foncé) et de la boucle du site actif
GInRS-Dr (vert clair). (B, b): vue rapprochée du site de reconnaissance de l'acide aminé et
visualisation de la boucle d’insertion dans cette zone (PDB_id : 100B).
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Boucle En contact avec GInRS-Dr Chez Dr Chez lEc 3'CCA-ARNt" — E¢c
Résidu  [Atome| Reésidu [ Atome [ Distance Résidu | Residu N A Dist
GLUEI3 | N PRO 532 cA 243

ca 397 MET 224 | ILE 183 | CDT |A 72| O4% | 344
C 133 CG2 34
0 224 ARG 172 | ARG 133 | NE o3 | an
HIZ 531 C 316 MH2 344
FRO 532 I 281 cD Q2% 3213
£B 3,38 NE 289
HIS 531 a 318 GLU169 | ARG 130  CD G 73 O2P 343
C&  PROS3I2 8 gig oG 33
- ARG 172 | ARG 133 | NHZ 7,91
o . Lrsas L gg‘; GLUT6s | ILE128 | CG2 C74 O1P 338
oE] T 250 ARG 172 | ARG 133 | NHZ 286
OE2 ILE 308 cA 335 MH1 ozF 3,25
THR 309 M 3,03 NH2 344
c PRO 532 c 312 ALA 251 | MET 210 | CE C5* | 336
0 3,33 ARG 733 | ARG 192 | CB 02 35
0 c 348 GLY 200 | GLY 165 | CA k! 315
HIS 531 o] 303 = 348
ALABM N GLU 533 N 345 o 3,95
CA 243 PRO 167 | PRO 126 | CG o7 3.46
%B 13‘343 GLY 209 | GLY 168 O 338
5 294 VAL 165 | LEU124 | © ! 2 67
oa e 547 GLY 708 | GLY 188 @ O 7,71
3 272 VAL 235 | LYS184 | MNZ CT75 O2F | 2587
c c 3,06 ARG 233 | ARG 192 | NE 274
0 2,88 cz 326
0 c 2,47 NHZ 3.02
0 2,53 VAL 735 | LYS 194 | CE 3,38
ALAGIE D LYs313 Nz 3,34 ALA D51 | MET 210 | CE C5 | 344
ABFRs40 - OD2 ﬁg ggg ASNTID | ASNBY | NDZ 03* 3,34
: ARG 733 | ARG 192 | NHZ 797
ASPSAl LA THRIWE. 2 2 ASN 10 | ASNBI | NDZ 07 261
o6 329 ARG 733 | ARG 192 | NH2 |AT6| P 334
D B Xt THR 109 | THRE8 | CB 0P | 343
ac EED Q1 2,89
0 3,08 ARG 733 | ARG 192 | NHZ 283
QD2 ARG 301 NE 2,86 TYR252 | TYR211 | N oOZF | 2,98
ASP 842 M THR 308 @] 3,01 CE 346
oG LYS a3 NZ 3,28 ASP 75 | GLU34 | OET car 3.3
oo HIS 81 NE2 283 PHE 274 | PHE 233 | CE1 N1 3,37
HIZ 84 MEZ 32 C7 c7 310
THR 309 0 3,22
- CE1 325
op2 Ly3 a1l MNZ 243 :
N ) [ovi M 332
CB 344
G 3,34
@] HIS 84 coz? 3,23
NE2 3,02
SERE43 | CB GLY 83 0 3,08
oG CA 372
C 3,38
@] 3,27
@] HIS 84 coz? 3,28
ALAET CB 349
ALAB4E | CB  TYR252 | CE2 3,39
o] ASP 75 oo 3y
GLU 548 G GLU 273 CB 349
GLU 550 OE2 ARG 312 cD 3,36
MH1 277
GLU 552 OE1 Ly3 225 CE 347
PROES3  CG ARG 233 | NH2 344
ALA 555 cz 3,37
MHZ 287
GLU 558 ASK 110 MO2 318
G 341
THR 554 GLU 112 OE1 2498
ASN 110 oot 289
ALA 560 ARG31Z  NHI 3,02
MHZ 3,28

Tables Il. 14 : A - Tableau des contacts intramoléculaires entre la boucle ins2 et le reste de
la GInRS-Dr. Les distances sont données en A avec un seuil de 3,5 A de distance. B - Tableau
des contacts intramoléculaires entre I'extrémité 3’ de PARNt®" et le site actif de la GInRS-Ec.
L’extrémité CCA (C74 - C75 - A76) est notée en gras.
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Contacts spécifiques de la boucle et variation des positions des résidus impliqués dans
la reconnaissance des substrats

Les contacts entre la boucle ins2 et le reste de la protéine ont été comparés aux
contacts établis entre les différents substrats des GInRS-Ec et -Dr. Les structures de la GInRS-
Ec seule (PDB-id : 1NYL) ou en complexe avec 'ARNt (PDB-id : 1EUQ) ainsi que la structure
de la GInRS-Dr seule (PDB-id : 2HZ7) ou liée a I'analogue de I'adenylate (GInRS-Dr /QSI) ont
été utilisées.

Une premiére approche a été engagée suite a I'observation de la ressemblance d'une
partie de la boucle avec la conformation de I'extrémité 3’°CCA de 'ARNt®" dans la structure en
complexe d’E. coli. Les résidus contactés chez E. coli en présence d’ARNt®" sont tous
différents des résidus contactés lorsque la boucle ferme le site actif a I'exception de la Tyr252 (-
Dr / Tyr211-Ec) responsable, chez E. coli, du positionnement de A76 de I'extrémité 3’ de 'ARNt
et qui contacte la chaine latérale de la glutamine chez E. coli et D. radiodurans. La plupart des
résidus impliqués dans la discrimination de 'ARNt ne sont pas en contact direct avec ins2
(Tableau Il. 14).

Les 2 motifs consensus KMSKS et HIGH entrent directement en contact avec la boucle
ins2. La comparaison des positions des atomes avec ceux des structures sus-citées nous a
permis d’observer que les positions des Ca du KMSKS sont plus proches de celles de la
GInRS-Ec complexée a 'ARNt que celles de la GInRS-Ec native, GInRS-Dr native ou en
présence d’adénylate. Il en est de méme pour les chaines latérales qui adoptent la méme
orientation a I'exception de I'Arginine 312 (TSKRK) (voir Figure Il. 15 et 16, Tableau Il. 17). Les
chaines latérales de 3 des 4 résidus du motif HIGH sont également impliquées dans les
contacts directs de ins2. Le motif HIGH de la GInRS-Ec (et des classes | en général) est
spécifiquement impliqué dans la reconnaissance et l'interaction avec 'ATP. Le passage de la
conformation ouverte a fermée induit un déplacement du motif HIGH en direction du site actif.
De plus, des résidus en contact direct avec ins2 sont, pour leur équivalent chez E. coli,
impliqués dans la reconnaissance de 'ATP comme R301, K311, D75 et opérent un changement
de position par rapport a la conformation ouverte. D’autres modifications concernent la région
271-276 ou S271 positionne 'ATP, et ou les résidus 274,275 et 276, conservés chez E. coli
sont impliqués dans la reconnaissance ou la discrimination de I'ARNt. Dans cette région, le
résidu E273 présente une position retrouvée uniqguement dans la structure native de la GInRS
d’E. coli. E273 est le seul résidu de cet enchainement qui, chez E. coli, n'est pas impliqué dans
des fonctions de discrimination ou de reconnaissance. |l est a la charniere de 2 régions de
reconnaissance des substrats impliqués dans la réaction d’aminoacylation. E273 pourrait étre
impliqué dans le changement de conformation de la boucle avec laquelle il est en contact direct.

tG|r‘I

Les résidus impliqués dans la reconnaissance spécifique de 'ARNt™" sont eux disponibles et

préts a I'accueillir pour I'activation de I'acide aminé.
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K 270/311

L 273/314

Figure Il. 15: Superposition des KMSKS des GInRS-Dr et Ec sous forme libre ou
complexée a leurs substrats. Les structures représentées sont: en rose GInRS-Ec native
(PDB_id : 1NYL), en orange clair GInRS-Ec/ARNt®"/QSI (PDB_id : 1EUQ), en bleu clair
fGINRS-Dr, en vert GInRS-Dr/QS| — a : Représentation des Ca de la région 2ss/300-MSKRKL-
2731314 dont les 3 premiers résidus représentent la séquence consensus des GInRS pour les 4
structures. — b : Représentation de la région MSKRKL pour la GInRS-Ec native (rose) et la
GInRS-Dr/QSI (vert) avec leurs chaines latérales.— c : Représentation de la région MSKRKL
pour la GInRS-Ec/ARNt®"/QS!I (orange clair) et la GInRS-Dr/QSI (bleu clair) avec leurs chaines
latérales — d/e. Méme représentation qu’en b/c avec une rotation de 90° sur I'axe des z.
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I. 16

Distance (A)

1NYL - fGInRS
e 1EUQ - fGINRS
1EUQ - GInRS-QSI
1NYL - GInRS-QSI

CHal DG Ec T [FEGARAGOS] DE0s [ ECHal (OGN | EGARNGOST -DrRG I | Ec: iUH

©n TrEsn [ir-resid I I | |
GLN 234 | VAL 275 1,62 0, 07 1,27 PRO 291 | PRO 332 1,12 1,65 1,58 0,89
ASP 335 |ASF 276 18 112 o7 118 THR 203 | THR 333 1,08 1,63 1,68 1
ASN 23 |ASN 27T 1,8 11 06 113 ILE 293 | LEU 334 0,97 1,28 1,48 0,95
ARG 337 |ARG 278 16 08 o7 i SER 204 | ARG 335 1,13 137 1,38 0.53
ARG ZIE [ ALA 279 1,44 0,57 0,78 1,08 GLY 295 | ALA 336 1,18 1,3 1,42 0,87
LEU 236 | ILE 280 10 075 0,5 0.6 LEU 206 | GLW 337 1,42 1,68 1,38 104
TYR 240 | TYR 281 1,01 074 072 0,36 ARG 297 | ARG 33 1,67 1,62 1,46 134
ASP 2H |ASF 282 0.3 0.7 0,73 0.5 ARG 208 | ARG 330 1,48 1,3 1,18 112
TRP 242 | TRP 283 082 04 A 0,17 ARG 299 | LEU 340 1,56 1,5 1,12 111
VAL 243 |LEU 284 07 1.1 1,18 0,7e GLY 200 | GLY 341 1,58 1,51 1,32 146
LEL 244 |MET 285 084 1.0 176 0,89 TR 301 | VAL 342 113 1,24 1.1 089
ASP 245 |ALA 266 034 1,16 1,04 0,78 THR 302 | THR 343 1,14 1,22 1.1 078
ASN 246 |ALA 287 [ 085 0,74 0,58 ALs 303 | PRO 342 0,41 0,76 0,1 031
ILE 247 |LEU 268 0z sz 1,08 0,46 AL4 304 | GLU 345 06 127 0,95 031
THR 248 |ASN 289 255 156 ] 287 SER 305 | ALA 346 0,61 1.2 0,93 023
ILE 248 |FHE 290 14 2.82 2,93 218 ILE 306 | VAL 347 0,34 1,08 0,82 0,5
FRO 250 |ASP 291 14 235 182 2,56 ARG 307 | ARG 343 0,67 6,8 0,48 025
VAL 251 |FRO 232 1,9 7,07 2,35 215 GLU 308 | ALA 343 0,32 1,08 0,74 05
HE 257 ARG 293 37 45 1,58 147 FHE 308 | PHE 350 07 107 0,65 03
FRO 243 |FRO 234 0E 08 0,72 0,73 CY5 30| ALa 351 0,66 0,72 052 0.37
ARG 754 | HIg 295 0,35 1,0 i [k LYS 311 [ AL 382 1,38 0.7 0,53 115
GLM 255 | GLN 296 1,3 056 0,38 0,34 ARG 312 | GLN 333 1,47 0,18 0,53 125
YR 256 |TYR 207 0@ 088 0,17 1,06 ILE 313 | ILE 382 208 1,11 1,73 162
GLU 267 |GLU 298 .19 079 0.8 1.28 GLY 314 | GLY 35 222 1.4 1.76 213
FHE 258 |FHE 208 1,63 076 0,62 1,73 VAL 315 | VAL 35 1,48 1,3

GLY 300 15 1,62 1.4 1.3 132
SER 250 |ARG 301 1,9 2 1,63 Lrs 317 | 8ER 357 1,24 1,5
LEU ZB1 |ARG 302 262 232 213 23 GLM 318 | ARG 35 148 184
ASN 262 |Gy 303 1,52 1 115 1,55 ASP 319 | ASN 380 1,44 1,98
LEU 263 |LEU 304 14 1.8 1,48 1.6 ABN 320 | ARG 361 1 144
GLU 64 | eLU 305 1,48 155 1,583 133 THR 321 | THR 382 1,54 0,97 1,46 2,06
TYR 265 | TYR 306 1,75 1.57 1.1 114 ILE 322 | VAL 383 0,95 0,9 1,41 139
THR 268 | THR 307 3,06 2,05 118 i GLU 323 | ASP 384 1,08 0, 1,52 1,55
VAL 767 | ILE 308 263 215 0,92 1,07 MET 324 | ILE 385 1,13 1% 1,86 154

=TT e | 204 1,4 2,18 2,63 ALA 325 | ALA 388 0,81 1,0 1,32 1,02
SER 260 SER 210 18 18 2,88 1,13 SER 326 | VAL 367 0,69 0,7 0,79 06T
LYS Z70 LYS 311 4.5 17 1,67 13 LEU 327 | TYR 383 0,46 0,3 0,55 0,51
ARG IT1 ARG 32 21 3,85 1B GLU 328 | GLU 389 0,55 0,89 1,02 0.6
LfS 373 L¥S 313 4 154 3 1,61 SER 319 | ASN 370 0,44 0,8 0,98 0,5
s TETTT 23 179 31 118 CYS 230 | ALa 371 0,25 0,7 0,41 0.36
ASN 274 ARG 315 EE"] 21 4| 1,52 ILE 331 | vAL 372 07 0,87 0,93 072
LEU 275 | GLU 316 382 1,55 3,8 1 ARG 332 | ARG 373 0,53 1,14 1,02 05
LEL 278 |LEU 317 285 15 18 1,31 GLU 333 | ASP 374 08 1,08 0,94 07
VAL 277 |VAL 318 75 1,52 1,5 1,32 AGP 334 | AGP 375 0,64 0,87 0,99 0.73
THR 378 | &N 319 355 2,08 478 2,02 LEU 335 | LEU 378 0,32 0,78 07 045
ASP 278 | GLY 31 EE] 124 4,58 2,04 ASN 336 | ABN 377 0,37 04 0,62 062
VS 280 |ALA 322 163 1,42 42 1,38 GLU 337 | HE 378 075 0,8 1,28 104
VAL 282 |VAL 323 14 1,39 1,85 1,46 ASN 336 | ARG 370 1,02 13 1,49 114
GLU 283 |SER 34 1,85 17 2,19 1,58 ALs 338 | ALA 380 0,83 0,87 0Tt 044
GLY 284 |GLY 325 173 1.78 2,51 1 PRO 340 | PRO 381 1,18 09 031
TRF 285 | TRF 326 302 234 2,1 1,07 ARG 241 | ARG 382 1,7 1,17 0,68
ASP 280 |ASP 32T 1.3 208 n 1,34 ALA 342 | VAL 383 0,58 1,21 0,96
ASP 287 |ASF 328 3 1,1 1,63 1,18 MET 243 | MET 364 05 1,12 0,05
FRO 288 |PRO 329 1.41 08 0F 033 ALA 344 | ALA 385 041 .08
ARG 200 ARG 330 1,22 1,12 0,74 0,54 VAL 345 | VAL 368 0,85 1,23
WET 290 |MET 331 1.1 1.57 1,52 078 ILE 346 | LEU 387 1.25 1.87

Figure Il. 16 : Représentation graphique des distances entre les Ca des résidus
équivalents de la région du KMSKS des GInRS-Dr en conformation ouverte ou fermée et
des GInRS-Ec native ou en complexe avec PARNt®". On distingue : les distances
interatomiques (A) (i) entre la GInRS-Ec native (PDB_id : 1NYL) et la fGInRS sont représentées
en orange; entre la GInRS-Ec/ ARNt®"/QSI (PDB_id : 1EUQ) et la GInRS-Dr/GIn en bleu foncé;
entre la GInRS-Ec/ ARNt®"/QSI et la GINRS-Dr/QSI en vert clair; entre la GInRS-Ec native et la
GInRS-Dr/QSI en bleu clair, en fonction des résidus tels qu’ils sont numérotés chez D.
radiodurans.

Tableau Il. 17 : Tableau des distances correspondantes. Les résidus équivalents chez E.
coli sont donnés dans la premiéere colonne. Le cadre rouge indique la région MSKRK.
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Position de la boucle du KMSKS

Tous les contacts spécifiques de linteraction avec I'ATP sont engagés dans la boucle
d’insertion mais I'enzyme reste disponible pour contacter ’ARNt. En plus des modifications
conformationnelles directement causées par la position de la boucle on observe une variation
de la position de la boucle du KMSKS. Les comparaisons avec les autres structures de GInRS-
Dr et Ec nous montrent qu’elle est plus proche de l'orientation adoptée par la GInRS-Ec
tGIn

complexée a 'ARN
native, GInRS-Dr native, GInRS-Dr/QSI ou /QOL) (Figure 11.16 et Tableau 11.17).

que celle de I'enzyme libre ou en présence d’adénylate (GInRS-Ec

Conclusions

D. radiodurans est, avec D. geothermalis, la seule GInRS référencée présentant une
insertion dans cette région de I'enzyme (Figure 11.18). En présence de glutamine dans le milieu
de cristallisation, la boucle ins2 admet une conformation fermée. Ces observations montrent
I'existence, chez D. radiodurans, d’'un état intermédiaire durant I'étape d’activation ou a I'état
natif. En effet, cette conformation peut-étre soit engendrée par I'environnement chimique de la
protéine, lié aux conditions de cristallisation, soit une conséquence directement liée a la
présence de l'acide aminé spécifique. Rappelons qu’il est difficile de trancher quant a la
présence ou non de la glutamine dans le site actif de 'enzyme. En effet, s’il est clair que la
glutamine ne se place pas dans la conformation active retrouvée chez E. coli, un espace est
disponible pour I'y accommoder dans une autre position au sein du site actif, mais la densité
électronique observée en marge du site productif de fixation ne permet pas de conclure sur
cette question.

Il est probable que cette conformation ne soit pas liée a 'empilement car aucun contact
intermoléculaire n’intervient aux alentours de la boucle. On observe, dans ce cas, que la seule
présence de glutamine dans le milieu entraine un changement de conformation. Celle-ci est
particulierement illustrée par l'orientation “active” de la boucle du KMSKS que l'on retrouve
dans la méme position que celle observée dans le complexe GINRS-Ec/ARNt®". Le site actif est
dans une conformation propice a I'activation de la glutamine mais ne peut fixer 'ATP tant que
'ARNt n’est pas reconnu spécifiquement par I'enzyme : I'absence d’ARNt dans le milieu
couplée a la présence de glutamine induirait une conformation intermédiaire, en attente du
substrat spécifique qu’est TARNt comme si on préparait le site actif a cette réaction tout en
bloquant le site de fixation de 'ATP.

En effet, la majorité des résidus impliqués dans la reconnaissance spécifique de
I'’ARNt®" ne sont pas impliqués dans des contacts intramoléculaires de la fGInRS. On peut
supposer que 'ARNt peut-étre reconnu spécifiguement par 'enzyme dans cette conformation a
condition qu’elle entraine I'ouverture coordonnée du site actif. Le passage d’une conformation a
'autre pourrait étre facilitée par la position stratégique de la boucle a I'intermédiaire direct du
site de reconnaissance de I'anticodon et du site actif de 'enzyme.
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Figure Il. 18 : Alignement des séquences entre les GInRS entre D. radiodurans et D.
geothermalis. Les limites des insertions et extensions sont représentées par des lignes de
couleur : en vert, I'insertion N-terminale (1-43), en pourpre, la boucle ins2. Le module C-
terminal additionnel est indiqué en jaune (linker) et en orange (domaine YqeY).
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Une premiére hypothése est qu'une telle conformation est celle employée, en I'absence
d’ARNt, soit pour empécher la fixation de I'acide aminé au niveau du site actif, soit pour I'y
maintenir en attendant ’ARNt. L’ARNt serait la clé nécessaire pour le déverrouiller et autoriser
'entrée d’'un ou deux petits substrats. On peut proposer le mécanisme suivant : la glutamine
liée au site actif induit sa fermeture et interdit 'accés de I'ATP. Lorsque '’ARNt homologue se
fixe au site de liaison a I'anticodon, il induit, par une étroite communication entre les modules
facilitée par la boucle, I'ouverture du site actif, le positionnement du CCA et la réorientation de
la glutamine. La fixation de 'ATP étant autorisée, la réaction d’activation peut avoir lieu.

Une seconde hypothése est que la boucle représente un appendice supplémentaire
responsable de la discrimination de I'acide aminé. En effet, la GInRS-Dr, contrairement a E. coli,
est incapable de lier le glutamate (Deniziak et al., 2007). Au contraire, chez E. coli, la
discrimination du glutamate s’opére au moment de l'activation par le positionnement de I'acide
aminé dans le site actif (Bullock et al., 2003),(Introduction § 1.C.1). Chez D. radiodurans, cette
aptitude a discriminer ces acides aminés stériquement proches pourrait étre liée a la présence
de cet élément structural additionnel. Si la conformation est induite par la présence de la
glutamine dans le site actif et qu’elle est reconnue spécifiquement, il pourrait, une fois I'acide
aminé spécifique reconnu, adopter une conformation fermée.

Une derniére hypothése ferait intervenir le domaine YqeY pour interagir a la boucle ins2
libérant ainsi le site pour autoriser la fixation de 'ARNt. YgeY aurait alors un réle de chaperonne
pour former le complexe actif en présence d’ARNt. Ainsi, méme si la plupart des résidus
impliqués dans la reconnaissance des substrats de la GInRS d’ E. coli sont conservés, ins2
comme YqeY-A pourraient avoir le role d’additifs structuraux nécessaires (ou indispensables) au

bon fonctionnement de I'enzyme.
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4. Comparaison avec la GInRS-AC

Les données récemment enregistrées pour la GINRS-AC ont permis d’obtenir des
résultats préliminaires de la structure de cette enzyme tronquée. La GInRS-AC cristallise selon
un empilement similaire a la GInRS entiére, mais avec des paramétres de maille bien distincts,
dans des conditions de cristallisation 0,2 M di-ammonium citrate et 20% PEG 3350. La GInRS-
AC ne semble pas opérer de modifications de conformations significatives et I'architecture
globale du cceur chez I'enzyme entiére ou tronquée est trés proche. Ces résultats confirment
les données biochimiques et structurales : en effet, la GInRS-AC conserve ses propriétés de
catalyse, est capable de lier la glutamine et 'ATP et tous les résidus essentiels a la réaction
sont conservés chez E. coli et dans une conformation active. Cependant un élément structural
différe de la GInRS-Ec : la GInRS-AC observe une conformation fermée (fGInRS-AC) illustrée
par la présence de la boucle d’insertion ins2 positionnée comme la f-GInRS. Aucun contact
cristallin ne semble intervenir dans la stabilisation de la boucle (Figure II. 19).

Ce résultat nous confirme tout d’abord I'existence de 2 conformations de I'enzyme : la f-
GInRS et la 0-GInRS, (f- pour fermée, o- pour ouverte). On ne note, en préliminaire aucune
modification significative du coeur visible et cela nous confirme que c’est I'extrémité C-terminale
additionnelle qui est responsable des particularités fonctionnelles de I'enzyme. L’absence de ce
domaine ne provoque pas d’instabilité supplémentaire de I'une ou l'autre région de la protéine
tronquée.

Enfin, la boucle en position verrouillée ne nécessite pas la présence du module YqgeY.
Ce résultat nous montre également que la GInRS-AC peut observer cette conformation a I'état
natif, sans ajout de glutamine. Le domaine YgeY confére-t-il un degré de flexibilité supérieur a
'enzyme native qui lui permettrait de présenter 2 conformations en équilibre dynamique ? Si
c’est le cas, la GInNRS-AC observe une certaine rigidité conformationnelle qui expliquerait
pourquoi celle-ci présente si peu d’affinité pour 'ARNt®". Nous I'avons vu précédemment, le
site actif en position fGINRS est extrémement encombré et laisse peu de place pour le
positionnement de l'extrémité CCA : I'enzyme reconnaitrait moins facilement 'ARNt et la
présence d’YgeY conditionnerait sa charge. Le module YgeY augmente I'efficacité catalytique
de l'activation (X1,7) comme de la liaison de I'ARNt (X170). Celui-ci pourrait jouer un réle dans
la flexibilit¢ conformationnelle de la boucle et donc dans son efficacité a reconnaitre ses
substrats. Connaissant ces éléments on peut penser que le domaine YgeY est le domaine
supplémentaire nécessaire a la reconnaissance préliminaire de I'ARNt qui induit par

coopérativité I'ouverture de la boucle pour I'activation de I'acide aminé.
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Figure Il. 19 : Superposition de la fGINRS et fGINRS-AC avec I'ins2 en conformation
fermée. Les 2 structures du cceur sont identiques (RMSD = 0,64 A). La GInRS-AC est
représentée en bleu clair, la fGInRS avec le méme code couleur qu’en figure A. La densité
électronique (Fo-Fc) correspondant a la boucle ins2 est donnée en rouge (contour a 2,5 o). Les
chaines latérales des résidus de la boucle sont représentées.
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Figure Il. 20 : Représentation graphique de la distance entre les résidus des structures 2 a 2.

La superposition des structures a été effectuée domaine a domaine. Les variations des distances a
été calculée entre les Ca des résidus correspondants. Les distance interrésidus sont représentées
comme suit : entre fGINRS et GInRS-Dr en orange; entre GInRS-QSI et GInRS-Dr en vert; entre
fGINRS et GInRS-QSI en bleu. La bande colorée représente la localisation des différents domaines
dans la séquence primaire. Les codes couleurs des modules suivent la nomenclature de la GInRS
d’E. coli : domaine de Rossmann en gris, domaine ABD en rose pale, domaine intermédiaire en
jaune, domaines de liaison a I'anticodon de 'ARNt en rose et vert (domaines distal et proximal,
respectivement). Les contacts intermoléculaires sont précisés par des points, de couleur rose pour
les contacts communs aux 3 structures et de couleur verte pour les contacts supplémentaires
retrouvés dans 'empilement de la GInRS native. Les insertions visibles dans la structure n’ont pas

éteé prises en compte pour I'alignement.

Figure Il. 21 : Mise en évidence des régions comportant les variations de distances Ca-Ca
pour I’enzyme Native la fGInRS et la GInRS/ QSI. Les distances illustrées sont celles comprises
entre 2 et 3 A, sans tenir compte de la boucle d’insertion ins2. Les régions colorées en rouge
correspondent a celles présentant des distances GInRS native-GInRS/fGINRS ou native-
GInRS/QSI> 2A, celle en vert des distances entre fGINRS et GInRS/QSI > 2 A.
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lll.  Plasticité de 'empilement cristallin

Une autre approche de mon travail concerne I'étude de la géométrie de I'empilement
cristallin de la GInRS-Dr. Comme cela a été observé dans le cas de I'enzyme libre (Article 1 -
Touzé et al., 2007, pages 59-62). Les cristaux de la GInRS-Dr combinent une proportion élevée
de désordre et une bonne qualité des données de diffraction. Une seconde propriété notable de
cet empilement est liée a sa plasticité. La géométrie de 'empilement cristallin de 'enzyme reste
le méme pour la GINRS-Dr native ou en présence des petits substrats. La comparaison des
paramétres de maille des enzymes cristallisées en présence ou non de petits susbtrats nous a
permis d’observer la variabilité des parameétres de maille : ainsi, le volume de la maille
augmente jusqu’a 14% selon que I'enzyme est cristallisée en présence de ces ligands. En effet,
lorsque les petits substrats sont dans le milieu de cristallisation, les changements
conformationnels induits sont tels qu’elle entraine une modification notable des paramétres de
maille pour 2 de ses 3 dimensions (a et ¢) et un réarrangement des contacts cristallins. Ces
modifications conformationnelles ont un effet sur la surface globale accessible de I'enzyme.
L’enzyme cristallisée avec ces ligands présente une conformation plus compactée en particulier
dans la région du site actif de I'enzyme d’ou une réduction de la proportion de résidus
disponibles en surface, et donc des zones de contacts intermoléculaires. C’est ainsi que se
traduit 'augmentation des parameétres de maille qui rend I'empilement plus aéré sans toutefois
modifier sa géométrie et sa symétrie. La dilatation de la maille est également illustrée par le

contenu en solvant des cristaux qui passe de 44 a 51 % et de la taille des canaux.

A. Les contacts cristallins

La géométrie de I'empilement cristallins dépend des contacts directs protéine - protéine.
Les forces impliquées dans I'empilement des macromolécules sont faibles (ponts salins,
liasisons hydrogénes, interactions de Van Der Waals, la cohésion dipble-dipdle) et ce sont les
interactions non spécifiques qui gouvernent les interactions intermoléculaires dans un cristal. La
fragilité des cristaux de macromolécules est aussi liée au fait que seules de petites zones de la
surface macromoléculaire sont impliquées dans les contacts intermoléculaires (Carugo et
Argos, 1997; Janin, 1997). Si les interactions intervenant dans I'empilement cristallin sont de
méme nature que les interactions protéine - protéine retrouvées in vivo (complexes, oligoméres,
...), elles différent par le fait qu'elles ne sont pas sujettes a la pression sélective, et non
spécifiques (Bahadur et al., 2004). Ainsi, la cristallisation de protéines dépend d’interactions non
prédictibles qui se distinguent du processus de reconnaissance entre protéines dans les
conditions physiologiques. La nature des contacts cristallins est trés sensible a I'environnement
chimique de la molécule. C'est pourquoi les sels, agents cristallisants ou additifs sont

susceptibles de modifier les interactions protéine — protéine.

- 88 -



Résultats et Discussion — partie Il

Figure II. 22 : lllustration des contacts cristallins impliqués dans 'empilement pour la GInRS-Dr
native (gris, A) ou co-cristallisée en présence de petits substrats. (bleu, B) Les contacts sont
représentés par des sphéres roses pour les contacts conservés dans les trois structures, et
vertes et grises pour ceux uniquement trouvés dans la structure native ou en présence de petits

substrats, respectivement.
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La recherche de nouvelles conditions de cristallisation peut donc engendrer un empilement
cristallin différent et stabiliser des régions désordonnées dans d’autres empilements. On peut
citer 'exemple d’'une enzyme pancréatique (Ribonucléase A pancréatique bovine ou RNase A)
pour laquelle la quasi-totalité de la surface a pu étre impliquée dans ces interactions ou des

différents empilements trouvés pour la thaumatine (Charron et al., 2004; Crosio et al., 1992) .

Ce n’est pas le cas de notre protéine qui, quelles que soient les conditions de cristallisation ou
les substrats en présence, cristallise selon un méme groupe d’espace (P2:2:24) : les 3
structures résolues en présence de petits substrats et la GInRS native. Néanmoins,
d'importantes variations des paramétres de maille dans 2 des 3 dimensions sont engendrées
par la présence de ces substrats, celles en présence de QOL étant intermédiaires entre la
protéine native et la GInRS /QSI. Ceci a des conséquences directes sur I'étendue des contacts
cristallins et la largeur des canaux de solvant. L’analyse des contacts cristallins est illustrée
Figure Il. 22. La surface de contact accessible pour tous les résidus de la protéine native est de
25600 A? contre 24500 A? lorsque la protéine est cristallisée en présence de substrat. La
surface de contact totale impliquée dans I'empilement cristallin s’éléve & 7700 A? et 7400 A?
pour la protéine native et complexée respectivement. Ces modifications résident, comme nous
'avons vu plus haut, dans la compaction générale de I'enzyme en particulier pour le domaine
ABD et le domaine de liaison a I'anticodon. En ce qui concerne I'architecture du cristal, la
majorité des contacts utilisés pour les protéines co-cristallisées avec des ligands sont
conservés dans I'empilement de la protéine native. S’ajoutent néanmoins dans le cas de la
forme native, des contacts supplémentaires qui contribuent a sa stabilité. La majorité d’entre
eux se situent aux environ du domaine catalytique de I'enzyme. En particulier, tous les contacts
a proximité de la poche du site actif et impliqués dans I'empilement de la protéine native ne sont

pas maintenus en présence des petits substrats.

-90 -



Résultats et Discussion — partie Il

B. Les canaux de solvant

En termes d’encombrement moléculaire, un cristal de protéine peut étre une bonne
approximation de la cellule. En effet, 'empilement des molécules délimite des cavités ou
canaux de solvant qui peuvent aller jusqu’a 100 A de large. Une autre cause de la fragilité d’'un
cristal est alors liée a la forte proportion en solvant contenu dans le cristal pouvant atteindre
80%. La modification de I'empilement cristallin peut changer drastiquement les taux de solvant
comme I'exemple observé pour la protéine TcAChE (acetylcholinesterase de Torpedo
californica) cristallisée sous forme de cristaux trigonaux avec 68% de solvant, ou
orthorhombiques (56% de solvant). Dans le cas d'un méme empilement cristallin, la
modification des paramétres de maille d’un cristal et de son taux de solvant peuvent étre induits
par la congélation qui entraine la contraction des canaux de solvant ou leur élargissement par la
formation de glace, ou aussi par la déshydratation qui confine les protéines dans des canaux de
solvant plus petits (Weik, 2003). Les variations observées sont alors de I'ordre de 1 a 2%. Dans
notre cas, le volume occupé par les canaux de solvant est de 14% supérieur a celui occupé en
présence de protéine native. La variation des paramétres de maille n’est donc pas engendrée
par linfluence de I'environnement mais par des variations de conformation suffisamment
importantes pour engendrer un défaut de surface disponible qui entraine lui-méme un
empilement plus dilaté. L’addition des petits substrats laisse une place suffisante pour autoriser
les mouvements flexibles de I'extrémité C-terminale additionnelle. La nouvelle configuration de
I'empilement offre une plus grande marge de flexibilité pour la protéine et plus particulierement
pour I'extrémité additionnelle C-terminale. Quelle que soit la taille des canaux de solvants, elle
suffit pour accommoder I'extrémité C-terminale non ordonnée comme présenté dans les

modeéles Figure 11.23.
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Figure Il. 23 : Variation de la taille des canaux de solvant dans les cristaux de GInRS
native (gris) ou complexée (or). Le modéle de la GINRS pourvue de ses extrémités N et C-
terminales (présenté en figure A) y est accommodé en bleu foncé. Les cOtés a et c de la
maille cristalline sont présentés par la boite. La taille des canaux de solvants passe d’'une
surface de 800 A? 4 1200 A%,
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La dilatation des paramétres de maille engendre la disparition de nhombreux contacts
cristallins qui n’est pas compensée par la formation de nouvelles interactions intermoléculaires.
Les cristaux comportant des canaux de solvant de volume élevé sont souvent plus fragiles en
particulier lors de leur congélation. Les propriétés de diffraction des cristaux obtenus en
présence de GInRS et de ses petits substrats semblent cependant ne pas étre altérées par
l'augmentation des parameétres de maille. Le remplissage de I'espace libre par le module
additionnel C-terminal peut-étre une explication. La présence de gel d’agarose en est une autre.
Une hypothése peut-étre émise au sujet des contacts “manquants” dans I'empilement de la
protéine cristallisée en présence des petits ligands. Ceux-ci se situent essentiellement dans la
région du site actif. Or la co-cristallisation de la GInRS avec la glutamine a permis de stabiliser
une boucle a proximité du site actif. De plus, les résidus impliqués dans les contacts
intermoléculaires des 2 structures co-cristallisées sont les mémes. Celles-ci adoptent une
conformation contractée en direction du site actif qui empécherait les résidus impliqués dans les
contacts cristallins formés dans I'empilement de la protéine native de s’établir. Les modifications
intermédiaires des parametres du glutaminol (QOL) peuvent également étre mises en paralléle :
les paramétres de maille dans lesquels elle cristallisent sont a I'image de sa conformation, a

I'intermédiaire entre la GInRS native et la GInRS / QSI.
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V. Etudes en solution de la GInRS

A. Résonance magnétique nucléaire

Avec la collaboration de I'équipe de Bruno Kieffer a TESBS, lllkirch, et avec le soutien de Marc
Vitorino, des études en solution ont tout d’abord été engagées afin d’évaluer qualitativement I'état
structuré des 2 constructions YgeY-A et YgeY-0. Un spectre RMN dit « a 1 dimension », mettant a
profit la résonance des protons 'H peut-étre effectué sur des protéines de taille modérées (10 & 30
kDa). Les deux constructions de 16 et 20 kDa ont été analysées. Une protéine repliée peut-étre
distinguée d’'une protéine non repliée par la largeur spectrale de ses déplacements chimiques.
Une protéine désordonnée aura un spectre caractéristique de faible largeur spectrale (6 a 10 ppm)
avec un faible étalement des déplacements chimiques pour chaque type de proton (proton amide,
proton Ha, proton méthyles...). Au contraire, une protéine structurée présente des déplacements
chimiques “signature” représentés en général par la présence de protons « méthyle » aux
alentours de 0 ppm caractéristiques d’'un coeur hydrophobe. Le spectre de la protéine YqeY-A est
clairement celui d'une protéine structurée (Figure Il. 24). On y distingue 2 pics typiques du
tryptophane structuré (W726) situé au coeur du domaine YqeY, les signatures des groupements
méthyles entre 0 et -1 ppm ainsi qu’une bonne définition des protons amide (N-H) dans la zone 6-9
ppm. La méme expérience a été effectuée sur la construction YgeY-9, (dépourvue du linker de
l'extrémité additionnelle). Contrairement aux prédictions de structure secondaire, le domaine
YqgeY-5 est moins bien structuré en solution que le domaine YgeY-A. Un spectre protons 'H a en
effet également été effectué dans les mémes conditions sur le domaine YgeY-8. On retrouve les
signatures d’'un des 2 protons tryptophane et les protons méthyles. Malgré cela, la fenétre
spectrale des méthyles est plus étroite et les protons amide (CO - N-H) sont moins bien définis. Il
s’agit la de signatures de chaines latérales structurées et déstructurés. Ce résultat préliminaire
sous-entend que le domaine YqeY-0 présente un degré de structuration inférieur au domaine
YqeY-A (spectre non présenté).

La stratégie de coupure pour les différentes constructions a été élaborée en fonction des
alignements avec les domaines YqeY liés ou libres et de la structure tridimensionnelle de YgeY de
Bacillus subtilis. Les résultats préliminaires de RMN a 1 dimension penchent vers une forte
probabilité que la région prédite comme “non structurée” (linker) de I'extrémité additionnelle de la

GInRs-Dr soit, en réalité, ordonnée dans sa plus grande partie.
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Figure Il. 24 : Spectre 1D Ha 600mHz, 298K, d’une protéine repliée, YqeY-A (A) et non
repliée, SBP2 (B). Le spectre A, (ce travail) montre un large étalement et une nette distinction des
pics individuels dans le région des protons HN-peptidique, des pics caractéristiques d’'un coeur
hydrophobe dans la région (-1 — 0 ppm), 2 pics représentatifs du tryptophane (9 — 10 ppm). Les
valeurs des déplacements chimiques sont indiquées sur I'axe des abscisses et I'emplacement
selon la nature des protons précisé en gras.
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Les difficultés de cristallisation du domaine YqeY sous forme libre (YgeY-A, ©) ou liée au
cceur de I'enzyme (GInRS-Dr) et la qualité de résolution du spectre 1D du domaine YgeY-A nous a
conduit a effectuer des expériences de RMN en 2 dimensions. La HSQC (Heteronuclear Single
Quantum Coherence) est une méthode rapide et relativement peu colteuse pour évaluer si une
protéine est une bonne candidate pour la détermination ultérieure de sa structure
tridimensionnelle. Une "H-">N HSQC nécessite le marquage de la protéine par I'isotope rare "N.
Chaque résidu de la protéine (excepté la proline) posséde un “proton amide” attaché au Na de la
liaison peptidique. Dans une expérience HSQC, on cherche a identifier le signal de chaque proton
®NH-CO du squelette polypeptidique sachant que chaque résidu admet un déplacement chimique
propre a son environnement. Plus une protéine est structurée, plus son environnement
électronique est variable. Ainsi, si la protéine est repliée, les pics sont dispersés et la plupart des
pics individuels peuvent étre distingués. Le nombre de pics d’'un spectre doit correspondre au
nombre de résidus de la protéine, auxquels s’ajoutent des “protons amine” des résidus dont les
chaines latérales contiennent des protons liés a un atome d’azote (par exemple la glutamine ou
I'asparagine).

Les résultats de I'expérience sont présentés figure Il. 23 et nous ont conduit aux
conclusions suivantes : (i) 'étalement des taches et I'excellente résolution du spectre laissent a
penser que la présence d’une protéine repliée dans sa quasi-intégralité, (ii) la localisation des
déplacements chimiques donnent une bonne estimation pour une protéine a majorité de structure
secondaire en hélices a, la résolution est de trés haute qualité puisque le comptage des pics
visibles sur le spectre HSQC "H-"°N de YgeY-A a donné un total de 204 pics sur les 215 résidus
présents. L’ensemble de ces données fait de YgeY-A une bonne candidate pour la résolution de sa
structure 3D par RMN.

Des expériences similaires ont été effectuées en présence de GINRS-AC soit en quantité
équimolaire soit en excés (5X). Deux expériences 'H -"®N HSQC successives, en absence et en
présence de ligand (ici le coeur de la synthétase) permettent de visualiser les interactions entre les
2 populations du mélange. Les résultats préliminaires d’interaction des 2 protéines ont permis de
confirmer 'absence d’interaction de YqgeY-A avec la GInRS-AC, tronqué en C-terminal. En effet, en
présence et en absence de GInRS-AC, les pics des déplacements chimiques et les intensités sont
identiques. Aucune interaction en trans n’a pu étre identifiée dans chaque condition. Nous
admettons ici que les deux modules de la GInRS-Dr doivent, s’ils interagissent, étre liés pour
entrer en interaction. Si la présence de I'extrémité C-terminale additionnelle est indispensable pour
le maintien de I'activité catalytique de I'enzyme, elle I'est probablement pour permettre 'interaction
des modules qui, en solution ne présentent pas d’affinité naturelle I'un vis-a-vis de l'autre. Ce
résultat confirme les expériences biochimiques précédentes qui admettaient précédemment que
'appendice YqgeY-A n’interagit pas a I'état libre avec son ARNt homologue et rejoint les

expériences de retard sur gel (Deniziak et al., 2007).
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Figure Il. 23 : Spectre 'H-"*N - HSQC du domaine YqgeY-A marqué en N 3 25°C pH 6.5. Les
taches individuelles représentent les déplacements chimiques de chaque “proton amide” avec en
abscisse ceux des 'H et en ordonnée ceux des "°N. On décompte 204 pics dont 11 potentiels pour
les NH2 des chaines latérales des asparagines et glutamines.
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L’ensemble de ces résultats d’analyse structurale en solution par RMN nous indiquent qu'il
est peu probable que le “linker” ou extension prédite comme flexible, riche en lysines et
probablement impliqué dans l'interaction avec 'ARNt soit désordonné. Il faut néanmoins prendre
en compte le fait que cette construction n’est pas sous sa forme native, c’est a dire liée au cceur de
la GInRS. Les données structurales du module YgeY-A vont dans le sens d’'un module totalement
structure, “linker” compris.

Pour le confirmer, nous avons souhaité compléter les données obtenues en soumettant le

domaine YqeY-A a des expériences de dichroisme circulaire.

B. Analyse par dichroisme circulaire de I'extrémité YqeY

Le dichroisme circulaire (ou DC) est une technique spectroscopique d’analyse largement
utilisée pour étudier la conformation des acides nucléiques et des protéines. Dans le cas des
protéines, il permet d’obtenir des informations sur la nature des différents types de structures
secondaires. L’allure d’'un spectre DC dépend de I'organisation locale de la liaison peptidique, ce

qui permet de distinguer hélices a, feuillets 8, ou coiled-coil (hélice hydrophobes).

L’'objectif d’'une étude en dichroisme circulaire est d’obtenir une estimation quantitative de
la proportion structurée de YgeY-A. La bonne répartition des déplacements chimiques obtenus en
RMN 1 et 2D nous indiquaient que le module C-terminal additionnel semblait trés majoritairement
replié. L’obtention d’'un spectre de bonne qualité est trés importante pour une bonne estimation de
la proportion des structures secondaires. Les mesures sont en effet extrémement sensibles au
“pbruit de fond” qui dépend de la nature des tampons, de leur degré d’oxygénation, du pH mais
également de concentration du produit testé. Pour cela, les logiciels de traitement des données
procurent un facteur de qualité, NRMSD (Normalized Root Mean Square Deviation), basé sur la
correspondance entre les données théoriques et expérimentales. Les résultats sont présentés en
Figure II. 24.
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190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240

N résultat Hélice 1 Hélice 2 Feuillet 1 Feuillet 2 Tours Désordonné| Total
1 0,293 0,21 0,016 0,041 0,181 0,259 1
2 0,291 0,221 0,02 0,044 0,162 0,264 1,002
Moyenne 0,292 0,2155 0,018 0,0425 0,1715 0,2615 1,001
NRMSD : 0,043

Figure Il. 24 : Spectres expérimental et théorique du domaine YqgeY-A enregistré a 37°C, pH
6,5. Les données expérimentales et théoriques et leur différence sont données en vert, bleu et
jaune, respectivement. Les estimations des proportions de structures secondaires sont données
dans le tableau ci-dessus. La qualité des statistiques est donnée par la valeur du NRSMD qui doit-

étre d’'une valeur inférieure a 0.1 (Whitmore, et al., 2004).
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L’analyse des données en dichroisme circulaire donne une estimation de la répartition des
structures secondaires trés majoritairement composés d’hélices a. Or le domaine YqgeY de
B.subtilis dont la structure tridimensionnelle a été résolue, est composé uniquement d’hélices o
(78% d’hélices, soit 9; 116 résidus). Les estimations donnent 50% de la structure totale en hélice
a. Cette valeur correspondrait au pourcentage d’hélice a dans le noyau YqeY soit environ ... 78%.
Dans ce cas, le domaine C-terminal ne présenterait de repliement secondaire que dans sa région
homologue au domaine YqgeY.

Les mesures ont permis de confirmer la nature des structures secondaires qui constituent
'appendice C-terminal mais ne permettent pas de conclure clairement sur la part structurée de
celui-ci. Il est toutefois probable que le domaine présente effectivement une structure secondaire
couvrant uniquement la part homologue de YqeY et dont les 25% restants (correspondant a la part
“désordonnée” des mesures de DC), seraient non repliés. Il n’en reste pas moins que les spectres
obtenus par HSQC sont trés encourageants pour conduire a la résolution de la structure du

domaine.
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Conclusions et Perspectives

La détermination de la structure de la glutaminyl-ARNt synthétase de D. radiodurans
(GInRS-Dr) sous forme native et les questions posées par cette synthétase atypique ont constitué
le point de départ de mon projet de thése. L'un de mes obijectifs était d'étudier la structure des
séquences additionnelles, en majeure partie désordonnées dans les cristaux de cette GInRS. Au
terme de ce travail, jai obtenu la structure cristallographique de I'enzyme en présence de deux
analogues de lintermédiaire réactionnel de la réaction d'activation (QSI et QOL). Je suis
également parvenue a stabiliser l'insertion située a la charniére des domaines catalytique et de
liaison & l'anticodon de I'’ARNt®" et qui vient fermer le site actif. En outre, ce travail m’a permis
d’obtenir la structure de 'enzyme tronquée de son module C-terminal additionnel (GInRS-AC) dont
la structure globale n’est pas affectée par la délétion et, présente, la méme conformation fermée

du site actif.

Le module C-terminal additionnel n’a pas pu étre stabilisé dans les différentes formes
cristallines de GInRS que j'ai obtenues, ni étre résolu dans sa forme isolée. Néanmoins, des
études en solution (RMN et dichroisme circulaire) nous ont apporté des éléments sur la nature de

ses structures secondaires et la proportion de régions potentiellement ordonnées de ce module.

L’étude cristallographique de la GInRS-Dr nous a également permis de mettre en évidence
son étonnante aptitude a cristalliser malgré l'importante proportion de régions mobiles dans le

cristal mais aussi la surprenante plasticité de 'empilement cristallin.

Petits substrats fixés en absence d’ARNt°"

La comparaison des positions des atomes des analogues d’adénylate dans le site actif de
la GInRS-Dr et de la GINRS-Ec en complexe avec 'ARNt®™ nous a montré que la région AMP de
'adénylate était dans une orientation non productive pour la réaction d’activation. Ce décalage est
aussi bien observé pour le QSI que le QOL et est en particulier expliqué par la position, ici en
marge de la région AMP, de la boucle du KMSKS. Cette derniére est habituellement impliquée
dans la stabilisation de 'AMP et conditionnée par l'intervention de 'ARNt homologue chez les
GInRS.

Fixation de l'acide aminé et boucle ins2

La boucle ins2 est stabilisée lorsque la GInRS-Dr est cristallisée en présence de glutamine
ou lorsque le module C-terminal additionnel est délété, mais est désordonnée dans les cristaux

natifs et lorsque les analogues d’adénylate sont dans le site actif. Cette derniére propriété est

-102 -



Conclusions et perspectives

avant tout expliquée par 'impossibilité de positionner la boucle lorsque les analogues de substrat

occupent une partie de la place qu’elle prendrait si elle fermait le site.

Rappelons que nous n’avons pas d’évidence que la glutamine soit présente ou non dans le
site actif de 'enzyme. Quoi qu’il en soit, ni 'acide aminé, ni 'ATP ne sont en capacité d’adopter
leur orientation productive pour la réaction d’activation lorsque le site actif est fermé. La
conformation de la boucle est-elle directement induite par la présence de glutamine dans le
milieu ? Est-elle impliquée dans la discrimination de I'acide aminé ? Prépare t-elle le site actif a
opérer la réaction d’activation en adoptant sa conformation active ? Ces éléments qui ajouteraient
une étape supplémentaire a la réaction d’activation, conféreraient a cette boucle une fonction

protectrice pour préparer 'enzyme & accueillir de PARNt®".

Synergie entre boucle ins2 et extrémité C-terminale

La forme QSR-AC, qui constitue une enzyme trés proche de celle qui est trouvé chez E.
coli, n'est pas déstabilisée par I'absence du module C-terminal alors que les conséquences
fonctionnelles causées par cette délétion sont réelles. C’est essentiellement la boucle ins2 qui
distingue les deux enzymes et cet élément supplémentaire interroge, d’'une part sur le réle de la
glutamine dans I'acquisition de cette conformation, d’autre part sur celui du module C-terminal
dans la dynamique de cette région. Une hypothése serait que le module intervient dans I'ouverture

du site actif qui pourrait expliquer pourquoi I'activité catalytique de la forme GInRS-AC est réduite.

En plus de cela, le module C-terminal pourrait également faciliter I'interaction de I'’ARNt
homologue avec le domaine de liaison a I'anticodon de la GInRS et jouerait un réle de chaperon
pour I'enzyme. La communication, renforcée par la position stratégique de la boucle a l'interface
des domaines catalytique et de liaison a l'anticodon, faciliterait I'ouverture du site actif pour

autoriser I'entrée du ou des petits substrats.

Propriétés structurales de I'extrémité C-terminale

Les données expérimentales en RMN apportent des indications qualitatives sur la
proportion structurée du module additionnel (forme YqgeY-l). L'étalement et la position des
déplacements chimiques du module C-terminal laissent a penser qu'il serait replié dans sa
majorité. Le domaine ‘YqgeY’ (forme YqeY-d) seul présente une structure bien moins ordonnée ce
qui nous indique que la partie ‘linker’ participe a la structuration du domaine. Les résultats des
tests en dichroisme circulaire ne permettent pas de trancher sur la part structurée de ce module.
Celui-ci serait effectivement, tout comme le domaine YqeY de B. subtilis, composé exclusivement
d’hélices a. Il reste la possibilité que le ‘linker’ présente une structuration dépendant du domaine
YqgeY (par exemple en s’y enroulant) mais sans présenter de structure secondaire. On tend

d’autant plus vers cette hypothése que I'on peut observer la quasi-totalité des résidus du module
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en RMN 2D ce qui suggére habituellement une bonne organisation structurale. Quoi qu’il en soit
ces informations nous indiquent que le domaine ‘YgeY’ ne conserve son intégrité structurale que
lorsque le ‘linker’ est présent. Ceci nous indique qu’il devra étre utilisé dans son intégralité pour

des études ultérieures.

Propriétés d’empilement cristallin

La capacité de la GInRS-Dr a former des cristaux de bonne qualité, dont 35% de la
structure est désordonnée dans I'empilement, constitue un contre-exemple pour les nombreuses
protéines dont les capacités de cristallisation sont effectivement inhibées par la présence de
modules ou de régions désordonnées. Cette capacité préconise une bonne homogénéité ainsi
gu'une surface de contacts suffisamment étendue pour maintenir 'architecture cristalline. La
proportion en solvant et la taille des canaux doivent étre suffisamment élevés pour permettre

d’accommoder le module en mouvement ou adoptant des conformations diverses.

Perspectives

L’ensemble de ces résultats nous ouvre deux voies d’études de la GInRS de D.
radiodurans, I'une dirigée vers I'’étude du fonctionnement du site actif et de la boucle d’insertion,
lautre vers la module C-terminal. Ces perspectives impliqueront la poursuite d’'une approche
pluridisciplinaire alliant les techniques de biochimie et de biologie moléculaire, de cristallographie

aux rayons X et de résonance magnétique nucléaire.

Fonction de la boucle ins2

L’étude structurale de la conformation de la boucle ins2 en présence d’ARNt sera effectuée

en présence d’ARNt®"

seul, avec la glutamine, avec la glutamine et 'ATP ou avec un analogue de
'adénylate. Ces études nous permettraient de sonder toutes les étapes de la réaction d’activation
et de comprendre s’il existe chez D. radiodurans un état intermédiaire supplémentaire conditionné
par la présence de la boucle ins2. Le réle du module additionnel C-terminal dans cette étape
pourra également étre caractérisé. Afin de savoir comment la GInRS est capable de discriminer la
glutamine du proche glutamate, la cristallisation de I'enzyme en présence du glutamate pourrait

étre envisagée.

Le réle de la boucle ins2 dans la discrimination et/ou la capacité d’activation de l'acide
aminé pourra étre caractérisé par une approche de mutagenése en la remplagant par une
séquence plus courte comme celle trouvée chez E. coli. Inversement, I'impact fonctionnel de

l'implantation de linsertion de ins2 de Deinoccocus chez E. coli pouvant potentiellement se
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traduire par un blocage de l'activité enzymatique, pourra étre évalué. Enfin, I'activité inhibitrice des

analogues d’adénylate sur 'enzyme devra étre caractérisée en présence d’ARNt®".

Réle et structure du module C-terminal

Une approche est de résoudre la structure du domaine par cristallographie aux rayons X en
le stabilisant soit avec son substrat d’interaction potentiel, FARNt®", soit en passant par la
cristallisation dans un autre empilement cristallin ou encore en réduisant la taille des canaux de
solvant par déshydratation des cristaux. Les résultats préliminaires en RMN 2D sont suffisamment
prometteurs pour envisager la résolution du module a I'état libre. Pour évaluer les régions
d’interaction, des tests en présence du module marqué en "°N et de la GINRS-AC ont déja été
engagés et pourront étre élargis & 'ARNt®". Enfin, afin de comprendre l'importance de la partie
‘linker’ du module, une série de mutants de délétion de tailles variables seront testés pour observer
I'effet de la longueur du peptide de connexion sur la fonctionnalité du domaine YgeY dans la

réaction de glutaminylation.
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|. Clonage des protéines étudiées

Les clones des 4 constructions utilisées étaient déja disponibles a mon arrivée au
laboratoire : (i) la GInRS de D.radiodurans entiére (GInRS-Dr) et (ii) tronquée de son extrémité C-
terminale additionnelle (GInRS-AC); (iii) I'extrémité C-terminal additionnelle seule composée du
module YqgeY et de la séquence reliant le module Ygey au coeur de la GInRS (YqgeY-A); (iv) le
module YqgeY seul (YgeY-d).

Les ORF (Open Reading Frame) des 4 variants ont été amplifiés par PCR a partir du

plasmide en utilisant les amorces suivantes :

5-GGTGGG TGCTCTTCCAACATGGGGGCGTTTGGGTGGGAG-3' (sens pour GINRS et GINRS-AC); 5'-
GGTGGTCTGCAGTCATTAGGCGAGAGCGTCTTTGAGCGC-3' (anti-sens pour GInRS) et
5-GGTGGTCTGCAGTCATTAGCCGCCCTGCTTGCCCCAGG-3' (anti-sens  pour  GInRS-AC);
5-GGTGGTTGCTCTTCCAACATGACCCAGCAGAAGGCGGAAGGC-3 (sens for YqgeY-A),
5-GGTGGTTGTTCTTCCAACATGCGCACCATCGCCCGTGACCCG-3" (sens for YqgeY-0) et
5-GGTGGTCGTCAGTCATTAGGCGACAGCGTCTTTGACGC-3' (anti-sens pour YgeY-A et YgeY-9d).

Les inserts ont été clonés dans le plasmide pTYB11 contenant une étiquette intéine en N-
terminal, un géne de résistance a I'ampicilline et 2 sites de restrictions Sapl et Pstl. Ce systéme se
distingue des autres systémes de fusion de protéines par sa capacité a séparer une protéine
recombinante de I'étiquette sans utiliser de protéase. Le plasmide donne naissance a une protéine
de fusion composée de l'intéine et du domaine de liaison a la chitine situé en N-terminal de la
protéine cible. Le site Sapl permet au géne cible d’étre cloné a un site immédiatement adjacent au
site de clivage de I'intéine. Elle induit la purification d’'une protéine sans aucun résidu additionnel
attaché a son extrémité N-terminale (Deniziak et al., 2007). La souche utilisée ER2566 d’E. coli
est fournie dans le kit IMPACT-CN System (IMPACT™, New England Biolabs®) et peut-étre

transformée par le vecteur pTYB11 contenant le géne d’intérét.
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Il. Cultures de micro-organismes

A. Milieux de culture

Les bactéries trouvent dans ce milieu les composants indispensables pour leur
multiplication rapide et en grand nombre. Sauf indication contraire (*), les milieux et solutions
stocks sont stérilisés a 395 K (120°C) par autoclave avant toute culture. La préparation de certains
composants du milieu M9 nécessite I'utilisation d'eau stérile et le filtrage des solutions stocks. Les
cultures sont effectuées a partir de solutions fraichement préparées. Les quantités utilisées pour la
préparation des milieux sont indiquées dans les tableaux récapitulatifs suivants et valables pour un

volume de 1L.

1. Milieu LB (Luria Broth)

Composants Quantité
Bacto-Tryptone 1049
Extrait de levure 59

NaCl 59

2. Milieu M9 (minimum)
Ces milieux sont utilisés entre autres pour les cultures en milieu modifié et en particulier
pour l'expression de protéines marquées en 15N (pour application en RMN) ou pour les cultures

en présence de sélénométhionine (cristallographie des rayons X).

Solutions stock [10X ]

“M9 salts”
Composants Quantité
Na;HPO, 60 g
KH,PO, 309
NaCl 59
Milieu de culture
Composants Quantité
SNH4CI* 1g
M9 salts [10X] 100 mL
Glucose* 49
1M MgSO, 2mL
Thiamine* 10mg/mL 1mL
Biotine* 1 mg/mL 1mL
Ampicilline * (100 mM) 1mL
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1. Conduite des cultures

Quelle que soit la protéine exprimée ou le type de milieu, les cultures sont effectuées selon
le protocole suivant : une préculture de 100 a 150 mL de LB Ampicilline est effectuée durant la
nuit. Les cultures sont ensemencées en milieu stérile a partir de 50 mL de préculture riche puis
cultivées en incubateur a 37°C jusqu'a la DOgyp=0.8 (DO, densité optique). Pour diminuer les
risques de toxicité liés a la surexpression, les bactéries sont soumises a un choc thermique et la

surexpression est induite a 18°C a I'lPTG (isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside) a 1mM final.

lll.  Purification des protéines

A. Purification d'affinité sur matrice de chitine

Principe : La matrice de chitine est composée de polysaccharides greffés d’'un domaine de
liaison a l'intéine. Cette protéine est fusionnée a la protéine d'intérét en N- ou C-terminal et joue le
réle d'étiquette pour la purification par affinité. La technique permet un clivage autocatalytique de
la protéine par simple réaction d'un agent réducteur (B-mercaptoéthanol, DTT ou Dithiothréitol) et

permet d'obtenir un produit d'élution sans étiquette.

La construction initiale est constituée de la protéine cible fusionnée a l'intéine qui permet
d'une part d'éliminer les risques de toxicité due a lI'accumulation de la protéine surexprimée dans la
cellule hoéte, et, d'autre part, d'obtenir une protéine native sans étiquette a ses extrémités. Cette
méthode a été utilisée pour les quatre variants de la GInRS de D. radiodurans (GInRS-Dr, GInRS-
AC, YgeY-A, YqeY-0) (Figure I11.1).

Protocole : L’extrait brut est chargé a 1mL/min sur les billes de chitine préalablement
équilibrées avec 20 mM Tris HCI pH 7,5, 100 mM NaCl, 0,5 mM EDTA (inhibiteur de
métalloprotéase), 0,2 mM AEBSF (inhibiteur protéases a sérine). Les billes sont ensuite lavées par
3 volumes de tampon de lavage (20 mM Tris HCI pH 7,5) et incubées en présence de 50 mM DTT
pendant 24h. Une premiére élution est effectuée aprés 24h avec 20 mM Tris HCI pH 7,5, 0,5 mM
EDTA, 0,2 mM AEBSF puis une seconde aprés réincubation de 24h supplémentaires DTT. Le
produit d’élution consiste en deux populations de GInRS dont la plus courte est obtenue durant
incubation par autoclivage de la partie C-terminale de la protéine. Bien que les 2 formes soient
actives en aminoacylation, il est nécessaire de les séparer lors d’'une seconde étape de purification

sur colonne héparine.

Le protocole est le méme pour les protéines tronquées GInRS-AC, YqeY-A, YqeY-0 et leur
produit d’élution consiste en une forme de taille unique. L’étape suivante est également effectuée

sur colonne d’héparine.
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Figure Ill. 1: a: Schéma de la réaction d’autoclivage entre la protéine cible (ici GInRS-Dr)
lors de l'incubation en présence de Dithio-thréitol (DTT).- b: Gel SDS en conditions
dénaturante d'un extrait de matrice de chitine chargé par la construction fusionnée GInRS-
Intéine et incubée durant la nuit a 50mM DTT. Le produit de la réaction d'autoclivage est
constitué de l'intéine qui reste accrochée aux billes de chitine (intéine en vert, billes en bleu, (1.) et
de la protéine d'intérét. Ici, lla GINRS est décrochée de la matrice et éluée par simple lavage
(GInRS-Dr, en jaune, 2.). La réaction n'étant pas totale, il subsiste parfois sur la matrice un produit
non encore clivé (annoté 3., représentant GInRS-intéine-chitine).
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B. Purification sur matrice substituée a I'héparine

Principe : lors d’'une seconde étape, les protéines sont purifiées sur colonne héparine
(HiTrap™ heparin HP) échangeuse de cation. L’héparine est formée d’unités disaccharides
comportant des groupements sulfates chargés négativement et greffées sur une matrice d’agarose
chargée. Le support est caractérisé par une importante densité de charges réguliérement
espacées. Elle est connue pour mimer les acides nucléiques et est capable d’établir de fortes
interactions avec le domaine cationique d’'une protéine. Cet échangeur permet donc de séparer les

protéines en fonction de la distribution des charges positives.

Protocole : la colonne est préalablement lavée et équilibrée avec le tampon A (50mM Tris
HCI pH 7,5, EDTA, AEBSF, B-mercaptoéthanol). L’extrait protéique est chargé a 0.8mL/min. aprés
lavage de 3 volumes de colonne avec le tampon A, on applique un gradient de force ionique (100
a 300 mM KCI) qui permet de décrocher les protéines graduellement en fonction de leur potentiel
électrostatique. Celles-ci sont fractionnées lors de I'élution et un aliquot de chaque fraction est
chargé sur gel de polyacrylamide SDS. Les fractions contenant les protéines pures sont
rassemblées en vue d’'une dialyse puis d’'une concentration, ou une derniére étape de purification

selon les cas (Figure 1. 2).

C. Chromatographie d’exclusion de taille

Principe : une derniére étape peut étre nécessaire, en particulier lorsque la protéine est
destinée a étre utilisée pour les tests de cristallisation. La chromatographie d’exclusion de taille ou
“gel filtration” permet de séparer les molécules en fonction de leur poids moléculaire. Ce type de
colonne est un bon moyen d’éliminer des “impuretés” ou les différentes formes oligomériques que
peuvent prendre la protéine. Elle est également utilisée pour purifier des complexes
macromoléculaires de leurs composés non complexés.

Protocole : On utilise une colonne Superdex 200 (Amersham Bioscience) a un débit de 0,5-
0,8 mL/min et on étalonne systématiquement la colonne avec un standard de poids moléculaire
(Gel filtration standard, Biorad). On utilise un tampon 50mM Tris HCI pH 7,5, 150 mM KCI, EDTA,
AEBSF, B mercapto-éthanol) pour I'équilibration. Un fraction de 500uL a 2 mL est chargée et
I'élution effectuée avec le méme tampon. Le produit fractionné de I'élution est chargé sur gel de

polyacrylamide SDS et les fractions rassemblées, dialysées, et concentrées.
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Figure lll. 2 : Exemple du profil d’élution obtenu lors de I’étape de purification sur colonne
d’héparine. Le produit d’élution sortant en début de gradient (160-175 mM KCI) est constitué de 2
formes de la GInRS, dont une tronquée en C-terminal (bande inférieure). La forme entiére et pure
est éluée a une force ionique supérieure (180-200 mM KCI). Les fractions contenant les 2 formes
sont regroupées, dialysées et chargées une seconde fois sur héparine. Les fractions pures sont
chargées sur chromatographie d’exclusion de taille et concentrées.

D. Séparation des protéines sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes

Aprés chaque étape de purification, un aliquot des fractions est chargé sur gel de
polyacrylamide en conditions dénaturantes (SDS-PAGE 10% polyacrylamide pour les GInRS-x,
15% pour les YgeY-x). Le gel migre sous 50 mA d’ampérage avec un tampon 25 mM Tris HCI-
Glycine-0,1% SDS. Apres révélation par coloration au bleu de Coomassie et décoloration a I'acide
acétique, les fractions contenant la protéine d’intérét sont rassemblées pour une autre étape de

purification, dialyse, concentration ou cristallisation.
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E. Dialyses

Les fractions purifiées contenant la protéine cible et destinées aux tests cristallisation sont
regroupées et dialysées dans des boudins préalablement trempés dans I'eau pure (seuil de
coupure de 5000 et 30000 Da selon qu’il s’agit du variant YgeY-x ou GInRS-x, respectivement)
contre un tampon de stockage avec un rapport 100 (50 mM Tris HCI pH7,5, 5 mM BME, 0,5 mM
EDTA) a 4°C pendant la nuit. Les fractions destinées aux expériences fonctionnelles sont stockées
a -80°C apres deux dialyses contre le méme tampon additionné de 10% puis 50%. Pour les
expériences de RMN, le tampon Tris HCI est remplacé par le phosphate de potassium a pH 6,5,
sans inhibiteur de protéase et évitant tout contact avec le glycérol pour que son signal n’interfére
pas avec celui de la protéine. Les expériences de RMN et de cristallographie sont toujours

effectuées sur du matériel fraichement purifié.

F. Concentration

La protéine pure est concentrée par centrifugation dans une cellule de type Vivaspin 20mL
(Sartorius Vivascience) ou Microcon® 500 pL (Amicon Millipore) suivant les volumes et
concentrations ciblés. Les cellules sont préalablement lavées avec du tampon pour oter les traces
de poussiére et de glycérol des membranes d'ultrafiltration choisies pour leur faible capacité de
rétention des protéines et la taille de leurs pores. Plusieurs cycles de centrifugation a 6000 g a 4°C

sont effectués jusqu’a atteindre la concentration souhaitée.

G. Détermination de la concentration

La concentration des échantillons est déterminée par mesure de I'absorbance a 280 nm.
Les coefficients d’absorption spécifiques de la protéine ont été calculés a partir de leur séquence

par le programme ProtParam http://expasy.org/tools/protparam.html. Les mesures sont effectuées

sur un spectrophotométre NanoDrop® ND-1000, dont I'avantage premier est de nécessiter une
trés petite quantité d’échantillon (1 yL a 2 pyL) mais également de posséder une zone de linéarité
trés large (concentrations en protéine 0,1 & 50 mg/mL et en acides nucléiques 2 a 3000 ug/mL).

Les données concernant les 4 formes protéiques de ce travail sont résumées dans le tableau

suivant :
Protéines Nombre de Masse Molaire Concentration Coefficient
résidus (Da) mg/mL pour 1 unité | d'extinction molaire

Azgonm €50NM

GInRS D. radiodurans 852 93470 1,04 97150

GInRS-AC 589 66800 1,32 88240

YgeY-A 215 21813 0,32 6970

YqgeY-3 165 16771 0,33 5500
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IV. Préparation dARN de transfert

A. Transcription in vitro

Les transcrits I’ARNt®"(UUG) de D.radiodurans ont été obtenus avant mon arrivée au
laboratoire par transcription in vitro des génes clonés en aval d’un promoteur de la polymérase du

phage T7 selon la technique du transzyme (Fechter et al., 1998).

Le plasmide est linéarisé par BstNI pour introduire dans la séquence un point d’arrét de la
transcription correspondant a 'A76 de 'ARNt. L’ADN linéaire est alors incubé pendant 4h a 37°C
dans 500 pyL de milieu réactionnel (40 mM Tris HCI pH8,1, 5 mM DTE (dithioerythritol); 22 mM
MgCl,; 1 mM Spermidine; 0,01% Triton X 100; 4 mM A,C,G et UTP et 7,5 ug (120 U) de T7 ARN
polymérase). Aprés 1h il apparait un précipité de pyrophosphate de magnésium indicateur de
I'activité de polymérisation, celui-ci est resolubilisé par I'addition de 10 U pyrophosphatase. La
transcription est stoppée par extraction au phénol-chloroforme. Les acides nucléiques sont
précipités a I'éthanol, sédimentés et repris dans 150 uL d’eau pure. Les transcrits sont purifiés par

électrophorése sur gel de polyacrylamide dénaturant (8M urée) préparatif.

B. Purification des transcrits sur gel préparatif

Principe . cette étape permet de séparer les ARN transcrits des autres composants du
milieu réactionnel a savoir la matrice d’ADN, les nucléotides libres en exces et le pyrophosphate
produit lors de I'incorporation, mais aussi le transcrit ciblé des transcrits plus petits, du fait de I'arrét

prématuré de la polymérisation ou plus grands, dd a l'incorporation de nucléotides excédentaires.

Protocole : La solution de transcrit de 250uL, additionnée de 250uL de tampon de dépét
(95% formamide, 1 mM EDTA, 0,025% bleu de bromophénol, 0,025% xyléne cyanol) est chargée
sur un gel 12% (12% acrylamide, 6% polyacrylamide, 8M urée, tampon TBE ou Tris Borate EDTA)
et soumise a un courant de 55 mA. Une pré-electrophorese “a vide” permet d’éliminer le persulfate
oxydant responsable de la polymérisation de I'acrylamide. La bande correspondant au transcrit
cible est révélée et découpée sous UV, puis segmentée. Les morceaux de gels sont placés dans
une cellule d’électro-élution et mis sous tension dans un tampon TBE stérile 8 4°C pendant 2h.
Une premiére fraction de 800uL est collectée aprés 1h, puis 2h. L’ARN de transfert est précipité a

I'éthanol, sédimenté, lavé, séché et repris dans I'eau stérile.
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C. Test d’activité des aminoacyl-ARNt synthétases : aminoacylation in vitro

Principe : le test d’aminoacylation in vitro utilise la faculté qu'ont les des ARNt libres ou
aminoacylés a précipiter en milieu acide ce qui permet de les séparer des I'acides aminés libres.
La distinction entre les ARNt chargés et les ARNt non chargés est permise par le marquage
radioactif des acides aminés. La glutaminylation est suivie en quantifiant la [*H]-glutamine’ ou la

['“C]-glutamine.

Protocole : la réaction est initiée par addition de 5 yL d’enzyme diluée dans 100 mM Na-
Hepes pH 7,2, (ou 100 mM phosphate de potassium pH 6,5, 0,1 mM EDTA pour les tests
préliminaires aux expériences RMN) au milieu réactionnel. Le milieu réactionnel standard (50-
100uL) contient 100 mM de Na-HEPES pH 7,2 (ou 100 mM phosphate de potassium pH 6,5, 30
mM KCI), 1mg/mL sérum albumine bovine, 10 mM MgCL,, 2 mM ATP, 2 mg/mL d’ARN! total de D.
radiodurans ou 50 pg/mL de transcrit, 20 pM de L-['*C]-glutamine. Les tests sont réalisés & 37°C
dans un volume final de 50 pyL. Des aliquots de 10 uL sont prélevés a des temps donnés et
déposés sur papier Whatman 3MM (Schleider et Schuell). Pour provoquer la précipitation des
ARNt, les carrés de papiers sont plongés dans 5% TCA (acide trichloroacétique) pendant 10
minutes; puis 2 lavages a 5% TCA. Les papiers sont rincés a I'ethanol 100%, séchés et plongés
séparément dans des fioles contenant 2,5 mL de liquide de scintillation (Ecoscint O™, National
Diagnostics), La radioactivé portée par les papiers est quantifiée dans un compteur a scintillation
(LS6500, Beckman Coulter).

! En cas d'utilisation d’un acide aminé tritié, un facteur de “quenching”, caractéristique de I'acide aminé doit étre
appliqué. Le quenching est di a I'absorption des acides aminés libres dans le papier, qui diffusent dans ses fibres.
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V.  Techniques relatives a I'analyse de I'échantillon contenant la
protéine

A. Spectrométrie de masse

Cette technique est généralement utilisée pour caractériser la composition d’'un échantillon.
Son principe est de produire des ions a partir de I'échantillon, de les séparer en fonction de leur
masse et de déterminer leur nature a partir des masses observées. Nous avons utilisé les
possibilités d’analyse de séquence notamment pour vérifier I'intégrité de la protéine cristallisée et
la présence des lysines méthylées. Les 2 méthodes utilisées sont 'ESI (electrospay ionization) ou
le MALDI-TOF (MAtrix-Assisted Laser Desorption/lonization — Time Of Fly).

Les expériences sur des cristaux dissous ont été effectuées directement a partir de
I'échantillon liquide par MALDI-TOF (voir § VI.A. 4). Le méme type d’expérience a été effectué
pour les tests de méthylation des lysines (voir § V.C). Des bandes du gel SDS en conditions
dénaturantes contenant la protéine ont été préalablement découpées et digérées a la trypsine.
Des expériences par ESI ont également été initiées afin d’estimer précisément les variations de

poids moléculaires entre les protéines ayant subi le traitement et le témoin.

B. Diffusion de lumiére

L’analyse en diffusion de lumiére apporte des renseignements sur la taille des particules et
leur homogénéité. Les mesures, effectuées sur un appareil dynamique de dispersion de lumiére
(Protein solution Ltd, High Wycombre, UK), sont collectées a partir d’'un échantillon filtré puis
centrifugé pendant 5 minutes a 5000 g dans des cuves en quartz.

En admettant que les particules sont des sphéres rigides, on peut calculer leur rayon
hydrodynamique a partir de leur coefficient de diffusion. En général une protéine pure et
homogéne est monodisperse, une protéine agrégée ou contaminée est polydisperse. La diffusion
de lumiere est donc utile pour évaluer la qualité d’'un échantillon, son homogénéité et, par
conséquent ses chances de cristalliser.

Les expériences de DLS ont été effectuées avant les premiers tests de cristallisation et les

tests de dichroisme circulaire.
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C. Méthylation des résidus lysines

Les modifications chimiques peuvent faciliter la cristallisation de protéines ou de domaines
solubles ou désordonnés. La méthylation des lysines affecte les propriétés physico-chimiques de
la protéine et la rend moins soluble. Elle a été utilisée pour tenter de stabiliser I'extrémité C-
terminale désordonnée trouvées dans les cristaux de GInRS et dont la partie potentiellement
flexible est riche en lysines. Les protocoles ont été détaillés récemment (Walter et al., 2006) et un

kit commercial est disponible (JBS Methylation Kits).

En pratique, I'échantillon contenant la protéine est dialysé contre un tampon 50 mM Hepes
pH 7,5, 250 mM NaCl. On doit éviter tout tampon contenant des groupements amine comme les
sels d’'ammonium ou le tampon Tris. Un échantillon de 1 mL de protéine concentrée, on ajoute 20
a 100 pL de réactif A (1 M Diméthyl borane complex) et 40 a 200 yL de réactif B (1 M
formaldéhyde) et on laisse la réaction opérer durant 24h. La GInRS-Dr étant trés riche en lysines
(27 résidus), les quantités de réactifs optimales pour 1 mL sont 100 et 200 uL de réactifs A et B
respectivement. Le réactif ne réagit normalement qu’avec les lysines exposées au solvant. Aprés
24h, I'échantillon est centrifugé afin de retirer les agrégats formés lors de la réaction (parfois
jusqu'a 50%) avant de le charger sur une chromatographie d’exclusion de taille. Les fractions
€luées contenant le protéine de bonne taille sont recueillies et concentrées pour les tests de

cristallisation.
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VI. Etudes structurales des protéines
A. Cristallographie des protéines

1. Méthodes de cristallisation
Diverses méthodes de cristallisation des macromolécules ont été développées (Ducruix et
Giegé, 1999b). Le principe de la cristallisation consiste a amener la molécule, sans la dénaturer en

condition de sursaturation propice a la nucléation puis a la croissance d’'un cristal.

a. Diffusion de vapeur
La diffusion de vapeur est la méthode la plus populaire pour la croissance cristalline. Elle
consiste a diminuer progressivement la concentration de I'agent cristallisant et de la protéine dans
la goutte a partir de la solution du réservoir plus concentrée en agent cristallisant. Les espéces
volatiles de la goutte vont diffuser jusqu’a atteindre un équilibre. A ce moment, la pression de

vapeur de la goutte est égale a celle du réservoir.

Préciphatlon

MNuclsation

o, Ir‘n_‘l.‘__

[Protéine]

reservni= anlition

Zone
Y ymétastable
Courbe de solubilte

T
2 b [ Pracipitant]

Figure lll. 3 : a - Schéma de la technique de diffusion de vapeur. La diffusion de vapeur d’eau
conduit, a I'équilibre @ une concentration finale de précipitant deux fois plus concentrée dans la
goutte que dans le réservoir. b - Diagramme de phase illustrant les corrélations entre les
concentrations de la protéine et de I’agent cristallisant pour quelques techniques de
cristallisation. A : Batch : la concentration en protéine se situe dans la région de sursaturation. B :
le point de sursaturation est atteint lorsque la courbe de solubilité est atteinte. En fonction de la
concentration finale d’agent cristallisant, on aura précipitation ou cristallisation. C/ D : autres
techniques : C : Dialyse, D : Diffusion liquide-liquide; Figure d’aprés Chayen, 1998.

b. Cristallisation en “batch”

La technique du batch consiste a placer la protéine dans des conditions ou la
sursaturation est instantanément atteinte. Cette technique donne un avantage certain quant a la
durée de croissance cristalline. Un autre avantage est la reproductibilité des expériences car les
échantillons sont recouverts d’huile de paraffine (imperméable) qui limite I'évaporation et les
variations de concentrations non contrélées, comme c’est le cas dans la diffusion de vapeur.
L'utilisation combinée d’huile de paraffine et de silicone (perméable) permet de concentrer

graduellement la protéine dans la goutte (Chayen, 1997; D'Arcy et al., 1996).

-119 -



Matériel et Méthodes

c. Cristallisation en gel

Principe : la cristallisation en gel d’agarose (extrait d’algue) a été utilisée en particulier en
batch pour I'optimisation des conditions de cristallisation. L’environnement gélifi¢ mime I'effet de la
microgravité et évite au cristal de sédimenter dans la goutte. Les phénoménes de convection sont
largement diminués ce qui conduit a la formation de cristaux de meilleure qualité.

Protocole : I'agarose est un polysaccharide dont les propriétés de polymérisation sont
dépendantes de la température. A une concentration de 1 a 2% (m/v), I'agarose est sous forme
liquide lorsqu’il est & 90°C, et sous forme de gel a 27°C. En pratique, avant d’étre incorporé dans
la solution de cristallisation, le gel est liquéfié sur un bloc chauffant a 90°C refroidit a 30°C, puis
ajouté a la solution pour une concentration finale de 0,2 a 0,3 % (m/v), la solution devant étre

maintenue a 30°C. Dans ce cas, I'agarose polymérise en formant des pores de 1um environ.

d. Cristallisation en champ magnétique

Principe : tout comme la présence de gel dans le mélange de cristallisation, I'application
d’'un champ magnétique puissant influe sur les courants de convections induits par le champ
gravitationnel terrestre. Il peut controler les courants et les effets de la sédimentation et serait donc
un second outil efficace pour mimer I'environnement spatial induit sous microgravité (Ataka et
Wakayama, 2002; Lin et al., 2000). Des effets sur I'orientation du cristal ont été observés par
AFM (microscopie a force atomique): le nombre d’ilots individuels a la surface du cristal étant
diminuée, celle-ci est donc plus homogéne, ce qui améliore la qualité du cristal (Ramachandran et
Leslie, 2005).

Protocole : les solutions sont préparées en mélangeant directement I'agent cristallisant et la
solution protéique dans une coupelle puis elles sont introduites par capillarité dans des capillaires
de 0,3 a 0,5 mm de diameétre. Les capillaires sont ensuite soumis a un champ magnétique dans un
spectromeétre Brucker DRX 600 MHz pendant la durée de la croissance cristalline. Lorsque 'on
obtient des cristaux, ceux-ci sont orientés et peuvent facilement étre positionnés pour effectuer la

diffraction des rayons X (Figure Ill. 4).

[ — .

Figure Ill. 4: exemple d’un
cristal orienté de GInRS-Dr. Le
diameétre du capillaire est de 0,5
mm.
p,
I ——
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2. Criblage de conditions de cristallisation

Les recherches préliminaires de conditions de cristallisation de la GInRS et du petit
domaine YqgeY ont été effectuées par I'intermédiaire de kits de cristallisation commerciaux de type
Qiagen (boites pré-remplies). Elles utilisent la principe de matrice clairsemée qui rassemble des
compositions variées en agents cristallisants, en sels, pH et tampons. Elles ont été réalisées par
diffusion de vapeur en gouttes assises d’'un volume de 100 a 1000 nL préparées par un robot de

cristallisation disponible au laboratoire (Mosquito®, TTP Lab Tech Inc.).

Figure lll. 5 : Robot de cristallisation type Mosquito®.Matériel utilisé pour le criblage des conditions de

cristallisation.

3. Optimisation des “hits”

Afin d’obtenir des cristaux de bonne qualité, il est souvent nécessaire d’optimiser les
conditions de cristallisation trouvées dans le crible. Les conditions les plus prometteuses (les
“hits”) sont reproduites puis optimisées en changeant un ou plusieurs paramétres. Il est donc
nécessaire de disposer de suffisamment de matériel pour cribler, reproduire, optimiser, de
préférence en utilisant le méme lot de purification. Les variables les plus souvent choisies sont la
concentration en agent cristallisant, le pH, la nature des sels (force ionique) ou des additifs divers

(détergents, ligands, substrats...). On peut également jouer sur la concentration en protéine.
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4. Observation et analyse du contenu des cristaux

Les cristaux sont observés sur un microscope LEICA M420 et photographiés a l'aide d’'un
appareil Nikon Coolpix 8400. Le contenu des cristaux peut-étre analysé sur gel de polyacrylamide
en conditions dénaturantes ou en spectrométrie de masse. lls sont pour cela d’abord lavés dans
plusieurs bains contenant la solution de cristallisation afin d’éliminer les traces de protéine soluble.
lls sont ensuite dissous dans quelques microlitres d’acétate d'ammonium a pH 4,6 avant d’étre

analysés sur SDS-PAGE ou directement en spectrométrie de masse.

5. Congélation des cristaux

Exposés au rayonnement X le cristal subit des dommages qui peuvent altérer sa qualité de
diffraction, en particulier lors de I'utilisation de sources puissantes comme le synchrotron. Pour
augmenter sa durée de vie, le cristal est préalablement plongé dans un cryoprotectant (Glycérol,
Ethyléne glycol, paratone...) avant d’étre congelé sous flux d’azote gazeux a -160°C maintenu
durant toute I'expérience. La congélation a pour inconvénient d’augmenter la mosaicité. Des tests
de cryoprotection ont été effectués avec les différents produits. La paratone semble étre un bon

cryoprotectant pour les cristaux de GInRS.

B. Analyse cristallographique

Les cristaux ont été analysés au European Synchrotron Radiation Facility (ESRF
Grenoble). Les jeux de données ont été collectés a température cryogénique. Les images
obtenues ont été traitées a I'aide de la suite HKL (Otwinowski et Minor, 1997) pour les propriétés
élémentaires (programme Denzo et interface graphique Xdisp). Le programme Scalepack permet
la mise a I'échelle des réflexions : il moyenne les taches équivalents, affine les paramétres de
maille du cristal a partir de 'ensemble des données, établit une analyse statistique de la qualité
des données (complétude, rapport signal sur bruit ou I/o, Rmerge). Le calcul des facteurs de
structure (Fhkl) a partir des intensités (lhkl) est effectué a laide de Ccp4 (Collaborative

Computational Project, 1994), http://www.ccp4.ac.uk/. Le remplacement moléculaire est réalisé a

l'aide du programme MolRep. Le modéle initial est ensuite affiné dans Refmac pour le calcul des
premiéres cartes de densité. L’affinement des coordonnées est effectué par minimisation d’énergie

et par recuit simulé avec CNS (Briinger et al., 1998) (http://cns.csb.yale.edu/) et la construction

avec le programme Coot (Emsley et Cowtan, 2004), http://www.ysbl.york.ac.uk/~emsley/coot/. voir

aussi Figure Ill. 6.
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Figure Ill. 6 : Exemples des résultats obtenus a partir des programmes d’analyse des
données cristallographiques. a : Image du traitement d’'une image et désignation de propriétés
élémentaires (paramétres de maille, groupe d’espace...) par le programme Denzo et l'interface
graphique Xdisp. b : Image de la suite de programmes Ccp4 pour le conversion des intensités
(Ihkl) en facteurs de structure (Fhkl), le remplacement moléculaire, le calcul des premiéres cartes
de densité. Il est également utile pour le calcul des contacts cristallins, des surfaces ou des
superpositions de structures deux a deux ¢ : Carte de densité électronique obtenue a partir du

programme Coot.
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C. Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) en biologie structurale

La RMN est une méthode d'étude des macromolécules biologiques en solution. Elle ne
nécessite pas l'obtention de cristaux et permet d'étudier des protéines de masse moléculaire allant

typiquement de 10 a 30 kDa a des concentrations micro a millimolaires.

Dans le cadre de notre étude une premiére analyse a été réalisée pour connaitre le degré
de repliement de la protéine. Un spectre 'H est effectué pour différencier une protéine repliée
d’'une protéine non repliée dont le profil est caractéristique. En effet, la dispersion spectrale des
fréquences des protons d’'une protéine repliée est supérieure a celle de la protéine dénaturée. Les
échantillons analysés en RMN sont portés a une concentration de 100 - 300 uM dans un volume
de 300 pL. Les spectres sont enregistrés a 285 K avec un spectrométre Brucker DRX 600 MHz

équipé d’une cryosonde triple résonance 'H, °N, *C (Figure lI. 5).

Une analyse plus poussée consiste a faire des spectres en 2 dimensions. Pour cela, un
marquage isotopique est nécessaire. Les isotopes naturellement abondants sont respectivement le
N et le '?C, mais la plupart des protéines étant obtenues par surexpression bactérienne, il est
possible de faire des cultures sur des milieux enrichis isotopiquement. Dans le cas du domaine
YgeY, nous avons surexprimé la protéine en milieu marqué N aprés une préculture dans les
conditions habituelles (voir § Il. A. 2 pour la préparation des milieux). La purification de la protéine

marquée suit le protocole habituel.

L’intérét du marquage de la protéine est d’avoir une estimation plus précise de son degré
de repliement. Elle permet également d’estimer a priori la qualité des futurs spectres 3D. En effet,
I'expression d’une protéine doublement marquée (*°N, "*C) nécessite I'utilisation d’un milieu enrichi
trés colteux et un spectre préliminaire est donc de mise avant toute purification dans ce type de
milieu. Le double marquage de la protéine permet, a partir de la séquence primaire, d’attribuer (ou
identifier) un déplacement chimique & un résidu. Une protéine marquée en '°N peut également étre
soumise a des expériences d’affinité par ajout d’'un ligand non marqué a la solution. Une titration
peut étre faite si la protéine est effectivement en interaction mais les résidus impliqués ne peuvent

étre attribués que si la structure 3D est résolue.
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Figure Ill. 7 : Spectre 1D 'H 2 600mHz, 298K, d’une protéine repliée (A) et non repliée (B). Les
valeurs des déplacements chimiques sont indiquées sur I'axe des abscisses et I'emplacement

selon la nature des protons indiquée en gras.
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D. Dichroisme circulaire

Principe : le dichroisme circulaire (ou CD) est une technique spectroscopique d'analyse
largement utilisée pour étudier la conformation des acides nucléiques et des protéines. Dans les
cas des protéines, il permet d’obtenir des informations qui renseignent sur la nature des différents
types de structures secondaires. L'allure d'un spectre CD dépend de Il'organisation locale de la
liaison peptidique, ce qui permet de distinguer hélices a, feuillets B, “ coiled coil ” (ou hélices
hydrophobes) et structures désordonnées (voir figure lll. 8). Le dichroisme circulaire donne des
informations quantitatives sur la nature des structures secondaires de la protéine étudiée mais ne

permet pas de les attribuer a des régions précises.

Protocole : Les tampons utilisés doivent étre le plus transparents possible et ne pas contenir
de matériel optiquement actif. La région située autour de 200 nm est la plus délicate car c’est dans
ces régions que de nombreux tampons absorbent. Une série de protocoles appropriés a 'étude
des protéines a été publié récemment (Greenfield, 2006b). L'utilisation d’un tampon Tris HCI est
fortement déconseillée. Pour nos expériences, le tampon le plus approprié est 8 mM phosphate de
potassium, 40 mM sulfate de sodium, pH 6,5. L’'oxygéne absorbant a 200 nm, I'échantillon est
dégazé a I'Argon pendant 10 minutes. Il est ultracentrifugé a 100 000 g pendant 30 minutes et filtré
(0,1-0,2 mm, Millipore®) pour d’obtenir un mélange homogéne et monodisperse en DLS. Les
chaines optiques du spectromeétre (Jasco Corp.® J-810) sont également maintenues sous injection
d’azote durant I'expérience. L’échantillon est apposé dans des cuvettes de 0,2 cm de parcours
optique et les mesures effectuées comme suit : les spectres sont enregistrés de 260 a 190 nm, en
vitesse de scan 50 nm/min entre 285 et 298°C. La concentration finale et idéale du domaine YgeY-

A pour ces mesures est portée a 4 uM.

Traitement des données : le traitement des données par des logiciels comme CD Pro et Dichroweb
appropriés permet une estimation de la quantité respective des structures secondaires. Dichroweb
est une plateforme de calcul regroupant un ensemble d’algorithmes et 7 bases de données. Le
programme utilisé est Contin ou K2D. Le fichier de sortie présente un graphe des données
calculées et expérimentales ainsi que 2 facteurs de confiance : NRSMD (Normalized Root Mean
Square Deviation) et R-value qui évaluent la corrélation entre les données théoriques et

expérimentales (Whitmore et Wallace, 2004).

- 126 -



Matériel et Méthodes

1 — Hélice a

80 [ . . .
2 — Feuillet g antiparalléle
3 — Etendue

60
4 — Triple hélice

20 5 — Dénaturé

20

[6] x 102 deg cm? dmol™

—-60 1 1 1 1 1
190 200 210 220 230 240 250

Longueur d'onde (nm)

Figure lll. 8 : Profil caractéristiques des spectres obtenus en Dichroisme circulaire pour un
type de structure secondaire donné. Les protéines en hélice a présentent deux bandes
négatives a 222 et 208 nm et une bande positive a 193 nm (noir, 1). Les protéines en feuillets B ont
une bande négative a 218 nm et une positive a 195 nm (rouge, 2). Les protéines dénaturées
présentent une bande négative vers 195 nm de faible intensité (bleu clair, 5). Figure d’apres
(Greenfield, 2006a).

VII.  Outils bioinformatique

Analyse de séquence et de structure : les alignements de séquences ont été réalisées a
l'aide des programmes mis a disposition sur Internet par I'EBI (European Biology Institute,
Cambridge) pour Swissprot-TrEMBL (séquences protéiques) ou le programme Blast (recherche de
séquences homologues) et Clustal W (alignement multiple) et par I'lGS (Institut de Génomique
Structure, Marseille) pour TCoffee (alignements multiples).

Les alignements et superpositions de structures et les calculs de déviations standard (ou
RMSD), ont été réalisés avec le programme Lsgman (Uppsala Structure Factory,
http://xray.bmc.uu.se/usf/). Les superpositions ont été effectuées avec un seuil de 3,5 A. Les
valeurs des RMSD sont basées sur les positions équivalentes des atomes de la chaine principale
(N, Ca et C) et les superpositions concernent soit les protéines dans leur intégralité, soit les
domaines individuels. Le programme Endspript combine 8 différents programmes d’alignement de

séquence et d’analyse structurales pour tirer le maximum d’informations a partir d’'un fichier PDB :
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entre autres la recherche de séquences (BLAST) les alignements multiples (CLUSTAL W), les
contacts intermoléculaires (CNS),

De nombreux outils bioinformatiques ont été utilisés de la mise en page d’alignements de
séquences (Espript) a la réalisation d’images 3D ou le calcul des potentiels électrostatiques avec

Pymol (Delano Inc) et le module APBS.

Les contacts intermoléculaires et intramoléculaires ont été calculés par le programme
NCONT de l'interface Ccp4. Le seuil de distance est a 3,5 A pour les contacts intramoléculaires et
45 A pour les contacts cristallins. Le calcul de distances a également été effectué par le
programme Lsqgkab de l'interface Ccp4 par superposition des structures secondaires entiére ou par
domaines homologues. Les surfaces de la molécule et les surfaces de contacts ont été calculées

par areaimol de l'interface Ccp4 (Accessible Surface Area Calculation).

VIII. Outils bureautiques

Les illustrations, figures ou les posters ont été réalisés en utilisant les logiciels libres du
systéme d’exploitation Linux tels que le pack Open Office.org (suite bureautique), Gimp (retouche
et création d’'images numériques) appuyé de I'ouvrage d’utilisation Suse Linux (Suse Linux user
guide, Haefner et al., 2002) et le guide des logiciels libres

http://www.infogiciel.info/article0235.html. Le programme lllustrator pour Mac a également permis

de confectionner certaines figures.
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La bactérie Deinococcus radiodurans

Une bactérie ultrarésistante

Deinococcus radiodurans est une bactérie extrémophile connue pour survivre a leffet létal
d’agents mutagenes puissants tels que I'exposition a de fortes radiations ionisantes et a la
dessiccation. Parmi les effets provoqués par ces évenements, les cassures double-brins sont
considérées comme les plus redoutables des Iésions faites a 'ADN. A titre de comparaison, la
viabilité de D. radiodurans n’est pas affectée par des doses d’irradiations, qui, lorsqu’elles sont 250
fois inférieures, suffisent a stériliser la majorité des cultures bactériennes (Mattimore et al., 1996),

(http://www.exobio.cnrs.fr/article.php3?id_article=92). D. radiodurans y survit grace a son généme

multicopie et a sa capacité de réparation. Ainsi, lorsqu’il est soumis a des conditions de radiations
extrémes, le génome de D. radiodurans est divisé en une centaine de fragments d’ADN qui se
réassemblent en un génome fonctionnel. Ce mécanisme, encore peu connu, nécessite deux
copies du génome, des cassures aléatoires, 'ADN polymérase |, responsable de la synthése des
brins d’ADN complémentaires, et la protéines RecA impliguée dans la maturation des
chromosomes circulaires (Cox et Battista, 2005; Zahradka et al., 2006). La séquence compléte de

son génome a été publiée (White et al., 1999).

A

Figure : Une tétrade de Deinococcus radiodurans. L'anecdote raconte qu’elle a été découverte en
tant que contaminant de viande “stérilisée” par exposition aux rayonnements y, dans I'Oregon, en
1956 (Anderson et al., 1956). Cette bactérie appartient au genre Deinococcus dont le nom découle
de Deino, étrange et coccus, rond. Ces espéces sont rares mais trouvées dans des environnement
trés variés, souvent fortement exposés a la sécheresse. L'image de gauche a été obtenue par

fluorescence, I’ADN étant coloré en bleu, les membrances en rouge (Cox et Battista, 2005).
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Domaines insertions, une routine pour Deinococcus

La combinaison de différents domaines dans une protéine peut entrainer a le développement de
fonctions différentes, activer la coopération entre des protéines existantes aux fonctions liées ou
faciliter la régulation. D. radiodurans code pour 20 protéines multidomaines avec des
combinaisons inhabituelles composées par exemple de domaine hydrolase et monooxygénase
(géne DR _B0033) ou d’'une protéine du cycle cellulaire avec un domaine déaminase (DR_1207)
ou encore d’un domaine amidotransférase et un domaine HRD (ou Helicase et RNase D) impliqué
dans la liaison aux acides nucléiques (DR_2444) (Makarova et al., 2001; White et al., 1999).

Systéme traductionnel et aminoacylation espéce spécifique

D. radiodurans ne posséde pas de voie standard de biosynthése de la méthionine et de la cystéine
mais est capable de les produire par d’autres voies de biosynthéses. Toutes les enzymes clés
nécessaires a la biosynthése de la lysine sont absentes. Cette bactérie est composée des
éléments de la machinerie traditionnelle typique d’'une bactérie mais présente quelques propriétés
atypiques pour son espece. Elle posséde un répertoire unique de génes et de réactions de
formation de GIn-ARNt®" et Asn-ARNt*". Le génome de D. radiodurans code pour des acteurs
des voies directes et indirectes de formation des 2 couples : une GInRS et le trimére GatCAB.
GatCAB est capable de catalyser la formation de la GIn-ARNt®" et 'Asn-ARNt*" in vitro et
seulement I’Asn-ARNt*" in vivo, sa GIURS étant discriminante. La présence de GatCAB est donc

uniquement destinée a la voie indirecte de synthése de I’Asn-ARNt**" (Curnow et al., 1998).
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ANNEXES II

Etude structurale de la TyrRS mitochondriale humaine

Durant mon travail de thése, j'ai également mis a profit mes compétences
cristallographiques pour participer a la résolution de la structure de la premiere synthétase a
localisation exclusivement mitochondriale, la TyrRS mitochondriale humaine (mt-TyrRS) dont les
résultats sont présentés et discutés dans deux articles (Article 2, Article 3).

Bien qu’elle soit codée par le génome nucléaire, la mt-TyrRS présente plus de similarité de
séquence avec les TyrRS bactériennes qu'avec son homologue cytosolique. La mt-TyrRS est, en
effet, un systéme hybride entre bactérie et eucaryote appuyé par le fait qu'elle présente des
séquences caractéristiques des TyrRS bactériennes mais aussi d'archées, en particulier dans la
région de reconnaissance de l'extrémité 3' de I'ARNt™. Ses particularités fonctionnelles se
définissent par sa capacité a fixer efficacement la tyrosine sur I'ARNt™ bactérien, d’archée et
d’eucaryote, ce qui fait d'elle la premiére TyrRS qui s'affranchisse de la barriere espéce pour la
spécificité de la réaction d'aminoacylation. Enfin, une mutation dans le géne de la TyrRS
cytoplasmique humaine est impliqué dans une neuropathie de Charcot-Marie-Tooth, une maladie
héréditaire qui affecte le systéme nerveux périphérique (Jordanova et al., 2006).

L'architecture des TyrRS diverge selon les différents régnes. Si elles sont toutes
homodimériques et présentent un domaine catalytique conservé, le module C-terminal de
reconnaissance de l'anticodon varie en séquence, en longueur et en organisation : chez les
bactéries il est riche en hélice a et renferme un domaine supplémentaire dit "S4-like", homologue
en structure et en séquence a la protéine ribosomique S4. Chez les archées et les eucaryotes, le
domaine est homologue a celui des TrpRS eucaryotiques et présente un module additionnel pour
les eucaryotes vascularisés [revue dans Bonnefond et al., 2005].

Les TyrRS sont probablement les synthétases qui ont été les plus étudiées avec des
structures résolues pour quatre bactéries (Brick et Blow, 1987; Kobayashi et al., 2005; Qiu et al.,
2001; Yaremchuk et al., 2002), quatre archées (Kobayashi et al., 2003; Kuratani et al., 2006), deux
eucaryotes (Tsunoda et al., 2007; Yang et al., 2002), deux mitochondries (Bonnefond et al., 2007;
Paukstelis et al., 2005) et un virus(Abergel et al., 2005). La structure de complexes ARNt™"/TyrRS
est aussi connue dans les trois régnes du vivant (Kobayashi et al., 2003; Tsunoda et al., 2007;
Yaremchuk et al.,, 2002), (Voir I'Introduction au § Il. C). Ces informations ont permis de
comprendre la différence dans le mode de reconnaissance de '’ARNt™". Depuis la résolution de la
structure cristallographique de la TyrRS de B. stearothermophilus en 1987 le nombre de structures
de TyrRS résolues a considérablement augmenté. Néanmoins, de nombreuses questions

concernant leur structure, fonction et évolution restent a éclaircir.
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Pour ce travail, la TyrRS mitochondriale humaine a été cristallisée sous sa forme entiére et
dans une version minimale active (incluant les domaines catalytique et de reconnaissance de
I'’ARNLt). Les cristaux obtenus ont permis d’atteindre une résolution de 2.7 A puis de 2.2 A en
présence d’un analogue de l'intermédiaire réactionnel Tyr-AMP. Tandis que les cristaux de TyrRS
de I'enzyme native contiennent un seul monomére dans l'unité asymétrique, ceux de la TyrRS en
présence de l'analogue présentent 'homodimére entier (Article 2). L'analyse des données a
permis de résoudre la premiére structure d'une aaRS humaine a localisation exclusivement

mitochondriale (Article 3).

De maniere interessante, les 2 monoméres ne sont pas identiques dans le cristal
présentant un rmsd global de 0,5 A qui peut atteindre 3,5 A pour certains domaines isolés. Au
niveau structural, cette TyrRS est trés proche des TyrRS des bactéries, telles que E. coli et B.
stearothermophilus. Par contre la TyrRS mitochondriale humaine présente deux insertions dans sa
structure, absentes chez les homologues bactériennes. La premiére insertion, d’'une dizaine
d’'acides aminés, se situe a proximité du site de reconnaissance de I'extrémité acceptrice de
I'’ARNt™" mitochondrial et pourrait étre impliqué dans la stabilisation de la branche acceptrice. De
plus, cette insertion semble caractéristique des TyrRS mitochondriales de vertébrés. La seconde
insertion est longue d'une vingtaine d’acides aminés, et sa séquence est retrouvée chez toutes les
TyrRS mitochondriales. Elle pourrait étre impliquée dans la fixation de cofacteurs de la réaction
d’aminoacylation ou dans I'ancrage a la membrane interne de la mitochondrie. La résolution de
cette structure a également permis d’analyser le mode de fixation de I'acide aminé ce qui nous a
montré que le mécanisme de liaison de I'ATP et de la tyrosine est globalement conservé chez

toutes les TyrRS.

J’ai contribué a la partie cristallographique de ce travail plus précisément a I'enregistrement
des données, leur traitement et leur affinement, ainsi que la recontruction de la structure. Les jeux
de données conduisant aux meilleurs scores ont fait I'objet d’'une analyse plus poussée. Les
structures ont été résolues par remplacement moléculaire puis affinées. Je me suis, lors de ce
travail, impliquée dans la formation de Luc Bonnefond par l'initiation aux suites de programmes
spécialisées (Suite HKL, Ccp4, Cns, Coot; Voir aussi Matériel et Méthodes). Luc Bonnefond est

maintenant apte a résoudre une structure de fagon autonome.
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Tyrosyl-tRNA synthetase: the first crystallization of
a human mitochondrial aminoacyl-tRNA synthetase

Human mitochondrial tyrosyl-tRNA synthetase and a truncated version with its
C-terminal S4-like domain deleted were purified and crystallized. Only the
truncated version, which is active in tyrosine activation and Escherichia coli
tRNA™" charging, yielded crystals suitable for structure determination. These
tetragonal crystals, belonging to space group P4;2,2, were obtained in the
presence of PEG 4000 as a crystallizing agent and diffracted X-rays to 2.7 A
resolution. Complete data sets could be collected and led to structure solution
by molecular replacement.

1. Introduction

Aminoacyl-tRNA synthetases (aaRSs) are ancient enzymes that
ensure the correct attachment of amino acids on tRNA 3’ ends. Each
amino acid has its specific synthetase; there are therefore 20 aaRSs in
nature, divided into two classes of ten based on structural and
functional features of their catalytic domain (Cusack et al., 1990;
Eriani ef al., 1990). Tyrosyl-tRNA synthetases (TyrRSs) are modular
proteins that belong to the first class of synthetases, but have dimeric
organization and a class II mode of tRNA recognition (Yaremchuk et
al., 2002). TyrRS from Bacillus stearothermophilus was the first
synthetase to have its structure solved (Bhat ef al, 1982) and at
present TyrRSs, with structures of representatives of the three
kingdoms of life (Bedouelle, 2005) and even from the mimivirus
infecting the protist Acanthamoeba polyphaga (Abergel et al., 2005),
are among the best-known aaRSs (Fig. 1). However, many features
related to the function, phylogeny and structure of this family of
enzymes remain to be deciphered. As far as function is concerned,
TyrRSs are peculiar in the way they specify cognate tRNA recogni-
tion. While major identity elements in tRNA for recognition by

1 2

y
Ao

Eukarya _ extra-Ct
Mimiviridae cP1
L J L J
Catalytic domain Anticodon-binding region
Figure 1

Structural organization of mitochondrial TyrRSs compared with their homologues
in the three domains of life and in mimivirus. Each structural domain is displayed in
a different colour. Abbreviations are MTS, mitochondrial target sequence; N-core
and C-core, N and C parts of the catalytic domain, respectively; CP1, connective
peptide; a-ACB, a-helical anticodon-binding domain; C-W/Y, C-terminal domain
homologue to TrpRS; S4-like, ribosomal protein S4-like domain; extra-Ct,
additional C-terminal domain. The full-length version of human mt-TyrRS (458
residues) was overexpressed without the MTS extension (arrow 1) and the
truncated enzyme (356 residues) was overexpressed after further removal of the
C-terminal S4-like domain (arrow 2). Notice that only one mimivirus is known; it
codes for a TyrRS that resembles archaeal TyrRSs (Abergel et al., 2005).
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aaRSs have mostly been conserved in evolution (Giegé et al., 1998),
this is not the case in the tyrosine system. The major determinant,
namely base pair N1-N72 at the top of the tRNA™"-accepting branch,
is G-C in bacteria/mitochondria but C-G in archaea/eukarya.
Moreover, for reasons that are still unclear, base pair G1-C72 has lost
its functional role in human mitochondria and most likely also in
other vertebrate mitochondria (Bonnefond, Frugier et al., 2005). To
date, structural knowledge of mitochondrial aaRSs is limited to only
two enzymes, namely TyrRS from Neurospora crassa (Paukstelis et
al., 2005) and bovine SerRS (Chimnaronk et al., 2004). Our interest in
mitochondrial aaRSs (Bonnefond, Fender er al, 2005) also stems
from the structural and functional peculiarities of mitochondrial
tRNA aminoacylation systems compared with their cytoplasmic
homologues (Sissler ef al., 2005) and, in the particular case of human
mitochondria, from the correlations between pathologies and defects
in the translational machinery (Florentz et al., 2003; Jacobs & Turn-
bull, 2005). For all these reasons, we focused our attention on TyrRS
from Homo sapiens mitochondria, a protein that shows 37%
sequence identity with the most closely related TyrRS of known
structure, namely that from B. stearothermophilus. Here, we report
the crystallization and X-ray crystallographic studies of this human
TyrRS in its full-length (human mt-TyrRS) and C-terminally trun-
cated (human mt-TyrRS-AS4) versions.

2. Material and methods
2.1. Cloning, overproduction and protein characterization

Two forms of human mt-TyrRS were produced: the full-length
protein and a truncated form lacking the S4-like domain (Fig. 1). Full-
length TyrRS was cloned as described in Bonnefond, Fender et al.
(2005). The truncated version was cloned following the same proce-
dure using the pQE70-mt-TyrRS plasmid as PCR template (primers

@

Figure 2

were 5'-ATG CGA GGA TCC CAC TCG GGC GCT CAG GGG-3'
and 5-GGT GGT AGATCT GTG ATA AAG GGCTTG TGT ACA
CC-3', with BamHI and Bg/II restriction sites in bold). The cloning
vector introduced a tetrapeptide (MRGS) and a His-tagged octa-
peptide (RSHg) at the N- and C-terminal extremities of the cloned
TyrRSs, respectively. The overproduction and purification procedures
were similar for both proteins and were adapted with minor modifi-
cations from Bonnefond, Fender er al (2005). In brief, topl0
Escherichia coli strains containing either pQE70-mt-TyrRS or
pQE70-mt-TyrRS-AS4 were grown in LB medium at 310 K until an
ODygqo of 0.7 was reached. Protein expressions were induced over-
night at 298 K with 500 pM IPTG. After centrifugation, cell pellets
were suspended in 25 ml buffer A [SO mM NaH,PO, pH 8.0, 300 mM
NaCl, 5 mM dithioerythritol (DTE)] and sonicated six times for 45 s
on ice. Lysed cells were centrifuged at 35 000g for 30 min at 277 K
and the supernatants were loaded onto a 2ml Ni-NTA column
(Qiagen). Proteins were eluted with an imidazole gradient (20—
500 mM). The pooled enzyme-containing fractions were dialyzed and
concentrated for 3 h at 277 K against buffer B (50 mM HEPES-
NaOH pH 6.7, 300 mM NaCl, 10 mM DTE) with 50% glycerol. Two
further dialyses for 2 h against buffer B with 10% glycerol and then
overnight against buffer B gently removed glycerol with minimal
volume change. About 5 mg (at ~2-3 mg ml™") full-length or 25 mg
(at ~6mgml™') truncated electrophoretically pure human mt-
TyrRSs were recovered from 11 LB medium.

The protein particle weight and polydispersity were determined on
the basis of size-exclusion chromatography (SEC) and dynamic light-
scattering (DLS) measurements. SEC analyses were performed at
277 K on an analytical 15 ml Bio-Prep SE-100/17 column (Bio-Rad)
equilibrated in buffer B. The TyrRS elution volume was compared
with those of proteins of known molecular weights and hydrodynamic
radius. DLS analyses were performed at 293 K on 12 pl protein
samples at appropriate concentration using a DynaPro DP801

Crystals and diffraction properties of human mt-TyrRS. (a) Needles of full-length mt-TyrRS grown in 2 M ammonium sulfate pH 6.5, 10% glycerol, 0.1 M magnesium sulfate.
(b) Prismatic crystals of truncated mt-TyrRS-AS4 in 18%(w/v) PEG 4000, 120 mM ammonium acetate, 0.1 M Tris—sodium citrate pH 5.6. (¢) Bipyramidal crystals of mt-
TyrRS-AS4 in 30% (w/v) PEG 4000, 0.2 M ammonium acetate, 0.1 M sodium acetate pH 4.6. The bars in (a), (b) and (c) correspond to 100 um. (d) Diffraction pattern of a
bipyramidal crystal. The image consists of a 0.5° oscillation. The resolution at the corner and the edge of the ADSC Quantum Q210 detector is 2.0 and 2.6 A, respectively.
Reflections of the [00/] row (see indices) indicate the presence of a helicoidal fourfold axis along the c¢/c* direction.
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instrument (Protein Solutions Inc.). Diffusion coefficients, particle
radii and weights were corrected for buffer viscosity and refractive
index. Other protein-characterization techniques (SDS-PAGE and
N-terminal sequencing) were performed using standard methods.
TyrRS activities were determined as described in Bonnefond, Fender
et al. (2005).

2.2. Protein crystallization and crystal analysis

Crystallization trials were set up at 293 K in 96-well plates
(Greiner) using a Mosquito robot (TTP LabTech Ltd). Sitting drops
of 600 nl-2 pul (1:1 to 4:1 mixtures of 3-6 mg ml~" protein in buffer B
and reservoir solutions) were equilibrated by vapour diffusion against
80 pl reservoir solution. Prefilled screens (Qiagen) were employed
with both full-length and truncated mt-TyrRS. Crystals of either
enzyme form grew in about two weeks. They were mounted in
cryoloops (Hampton Research), their mother liquor replaced with
Paratone (Hampton Research) and flash-frozen in a nitrogen stream.
Two data sets for truncated TyrRS were successfully collected to 3.2
and 2.7 A resolution at 93 K on the ID14-EH4 or ID14-EH1 beam-
lines at ESRF, France equipped with an ADSC Quantum 315 or 210
CCD detectors, respectively. Data were processed with the HKL
package (Otwinowski & Minor, 1997).

3. Results and discussion

3.1. Purification, stability and crystallization of full-length human
mt-TyrRS

Purification of full-length human mt-TyrRS (103 kDa, 2 x 458
residues) resulted in pure and active protein (Bonnefond, Fender et
al., 2005). Migration of the pure protein on an SDS gel under redu-
cing conditions with DTE in the loading buffer revealed a single band
corresponding to the intact monomer, as confirmed by N-terminal
sequencing. DLS measurements indicated the protein to be poly-
disperse and gave a mean hydrodynamic radius of 54 A,in agreement
with the expectation that the enzyme forms an elongated dimer. This
enzyme has a tendency to aggregate and to lose its activity at
concentrations above 2 mg ml™".

Extensive crystallization assays, conducted with fresh protein
samples at 2mgml™', led to needle-like crystals (Fig. 2a) that
diffracted X-rays poorly. Their quality could not be improved.
Further assays with the enzyme complexed to E. coli tRNA™" (as
verified by DLS analysis) were also ineffective in producing crystals
suitable for structure determination. Similar observations were
reported for the mitochondrial TyrRS from N. crassa (Paukstelis et
al., 2005).

3.2. Towards high-quality crystals

As was performed with E. coli (Kobayashi et al., 2005), Staphylo-
coccus aureus (Qiu et al., 2001) and mitochondrial N. crassa TyrRSs
(Paukstelis et al., 2005), the C-terminal domain of human mt-TyrRS,
which is likely to be floppy, was removed. This domain, which is
analogous to ribosomal protein S4, was delimited by multiple
sequence alignment with bacterial TyrRSs and assigned as the 102 last
residues (Fig. 1). The truncated version therefore encompasses the
N-terminal catalytic domain and the anticodon-binding domain.

The purified truncated TyrRS migrates as a unique 40 kDa band on
SDS gel, activates tyrosine and charges E. coli tRNA™". This protein
(2 x 356 residues) is monodisperse in DLS, with a mean hydro-
dynamic radius of 38 A, in agreement with a homodimeric structure.
This conclusion was confirmed by SEC analyses. Importantly, dele-

Table 1
X-ray analysis of a human mt-TyrRS-AS4 crystal.

Data were collected from a bipyramidal crystal (see Fig. 2¢); values in parentheses are for
the highest resolution shell.

Beamline . ID14-1, ESRF
Wavelength (A) 0.934
Space group P452,2

Unit-cell parameters (A) a=788,c=121.1
Crystal mosaicity (°) 0.7
Resolution range (A) 2.7-30 (2.7-2.8)

No. of observations 534152

No. of unique reflections 11044
Completeness (%) 99.9 (100)
Multiplicity 13.1 (13.3)
Rierget (%) 6.8 (37.2)
(Ilo (1)) 27.8 (4.9)
Matthews coefficient (A3 Da') 2.4

Solvent content (%) 48
Asymmetric unit content 1 monomer

T Rumerge = D 2o [1(hKL) — (I(hKD)| /3 22 Ti(hkl).

tion of the S4-like domain significantly increases the solubility of the
synthetase, which can now be concentrated up to 20 mg ml™', thus
opening new crystallization possibilities.

More than 600 different crystallization conditions were assayed
with human mt-TyrRS-AS4, of which 40 gave crystals. Most of them
contained PEGs as the crystallizing agent. The largest crystals display
prismatic and bipyramidal morphologies (Figs. 2b and 2¢). The better
diffracting bipyramidal crystals (Fig. 2¢) grew reproducibly at pH 4.6
and in the presence of 30%(w/v) PEG 4000. By changing the
protein:precipitant ratio to 2:1, their dimensions were enlarged and
their diffraction limit extended from 3.2 to 2.7 A.

3.3. Preliminary X-ray data

Crystals of truncated TyrRS were analyzed using synchrotron
radiation. Statistics and other crystallographic data for the best
crystal are given in Table 1. Based on systematically absent reflec-
tions, the space group is either P4;2,2 or P4,2,2 (Fig. 2d). Analysis of
the solvent content performed with the CCP4 package (Collaborative
Computational Project, Number 4, 1994) gave a unique solution
consistent with one polypeptide chain (356 residues) per asymmetric
unit. Molecular-replacement (MR) trials were performed with the
CaspR MR webservice (Claude et al., 2004) using the structure of
E. coli TyrRS (PDB code 1wq3) and derived search models. In the
resolution range 3-15 A, space group P432,2 gave a better solution
(correlation = 52%, R factor = 53%) than its enantiomorph P4,2,2
(correlation = 46%, R factor = 56%). Notice that the subunits of the
biological dimer are related by the crystallographic twofold symmetry
axis. After rigid-body refinement, the MR solution led to an inter-
pretable electron-density map. Refinement of the model is in
progress.

The authors acknowledge the teams at the ID14 beamlines at
ESRF (Grenoble, France) for assistance during data collection as well
as Guillaume Bec for help with the nanodrop crystallization robot
and Marie Sissler for stimulating discussions. This work was
supported by the Centre National de la Recherche Scientifique,
Université Louis Pasteur (Strasbourg) and by grants from the French
Ministry for Research (ACI-BCMS 042358). LB was supported by a
grant from the French Ministry for Research and CS was the recipient
of a Marie Curie European Reintegration Grant (MERG-CT-2004-
004898).
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SUMMARY

We report the structure of a strictly mitochon-
drial human synthetase, namely tyrosyl-tRNA
synthetase (mt-TyrRS), in complex with an ad-
enylate analog at 2.2 A resolution. The structure
is that of an active enzyme deprived of the C-ter-
minal S4-like domain and resembles eubacterial
TyrRSs with a canonical tyrosine-binding pocket
and adenylate-binding residues typical of class |
synthetases. Two bulges at the enzyme surface,
not seen in eubacterial TyrRSs, correspond to
conserved sequences in mt-TyrRSs. The syn-
thetase electrostatic surface potential differs
from that of other TyrRSs, including the human
cytoplasmic homolog and the mitochondrial
one from Neurospora crassa. The homodimeric
human mt-TyrRS shows an asymmetry propa-
gating from the dimer interface toward the two
catalytic sites and extremities of each subunit.
Mutagenesis of the catalytic domain reveals
functional importance of Ser200 in line with an
involvement of A73 rather than N1-N72 in tyro-
sine identity.

INTRODUCTION

Among aminoacyl-tRNA synthetases, tyrosyl-tRNA syn-
thetases (TyrRSs) present unique features. Although they
belong to class | synthetases with the master signature
sequences “HIGH” and “KMSKS” and a Rossmann-fold
catalytic domain (reviewed in Bedouelle [2005] and Bonne-
fond et al. [2005c]), they are homodimers and recognize
tRNA from the major groove side of the amino acid
acceptor stem, in a way reminiscent to what was found
for class Il synthetases (Bedouelle and Winter, 1986; Lee
and RajBhandary, 1991; Yaremchuk et al., 2002). They are
also peculiar with regard to the tRNA identity rules, with the
G1-C72 base pair contributing to tyrosine identity in all
eubacterial tRNA™" (Quinn et al., 1995) and the reverse
C1-G72 pair in archaeal/eukaryal species, where it is the
major tyrosine determinant (Lee and RajBhandary, 1991;
Quinnetal., 1995; Fechteretal., 2000, 2001). This peculiar-

ity contrasts with what observed with most identities that
are generally conserved in evolution (Giegé et al., 1998;
Beuning and Musier-Forsyth, 1999). Further, it explains
why cross-tyrosylations between tRNA and TyrRSs origi-
nating from different kingdoms of life do not occur (Klee-
man et al., 1997; Wakasugi et al., 1998). The structures of
TyrRSs present a conserved gross organization with an
N-terminal catalytic domain followed by the C-terminal
anticodon-binding region. Interestingly TyrRSs show large
variations in sequence and length, due to insertions and
appended domains (Wolf et al., 1999; Bedouelle, 2005).
Additional functions result from these differences, like in-
volvement in splicing for mitochondrial Neurospora crassa
TyrRS (Cherniack et al., 1990) and cytokine activity for a
fragment of human cytoplasmic TyrRS (Wakasugi and
Schimmel, 1999).

The present contribution focuses on human mitochon-
drial TyrRS (mt-TyrRS). Although eubacterial-like in terms
of overall organization, human mt-TyrRS, unexpectedly
charges as well tRNA™" species from eubacteria with a
G1-C72 pair as from eukarya with C1-G72. Thus, tyrosyla-
tion specificity of human mt-TyrRS is unresponsive to the
N1-N72 pair, making this protein, to our knowledge, the
first TyrRS with nonconservation of a universal tyrosine
identity position (Bonnefond et al., 2005b). To gain a
deeper molecular understanding of this surprising prop-
erty, knowledge on the three-dimensional structure is
important. But this knowledge is lacking so far, since no
crystallographic structure of any such human enzyme
(except SerRS from closely related bovine mitochondria
[Chimnaronk et al., 2005] and the human cytosolic/mito-
chondrial GlyRS [Xie et al., 2007]) is presently available.
Also, many human pathologies have been correlated with
defects in mitochondrial tRNAs (Florentz et al., 2003; Tay-
lor and Turnbull, 2005; Brandon et al., 2006) and are ex-
panding toward components of the mitochondrial transla-
tion machinery (Jacobs and Turnbull, 2005; Antonicka
et al., 2006; Scheper et al., 2007), appealing for structural
knowledge on these macromolecules. From another view-
point, the tyrosine system with known TyrRS structures
from all kingdoms of life, represents a robust model to un-
derstand the evolution of aminoacyl-tRNA synthetases.
Here, we present the structure and functional features of
a C-terminally truncated but active version of this human
TyrRS in complex with a tyrosyl-adenylate analog. The
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structure reveals two characteristic mitochondrial inser-
tions, a peculiar electrostatic potential, and a structural
asymmetry in line with the known functional asymmetry
in the TyrRS family. Further, mutagenesis data confirm
the narrowness of the tRNA acceptor stem entry site and
the functional importance of Ser200 for tRNA recognition.

RESULTS

Solution and Crystallographic Properties

of Human mt-TyrRS

Numerous attempts to crystallize native human mt-TyrRS
led to crystals not suitable for structure resolution (Bonne-
fond et al., 2007). Based on the experience on Staphylo-
coccus aureus, Escherichia coli, and mitochondrial
N. crassa TyrRSs (Qiu et al., 2001; Kobayashi et al., 2005;
Paukstelis et al., 2005), the potentially floppy C-terminal
domain, analogous to ribosomal protein S4 (Figure 1),
was removed. The truncated TyrRS (2 x 356 residues),
called mt-TyrRS-AS4, consists therefore in the N-terminal
catalytic domain followed by the helical «-ACB substruc-
ture of the anticodon-binding region. When purified, this
protein is monodisperse and has a ~38 A hydrodynamic
radius (Bonnefond et al., 2007). It is active for tyrosine
activation and charging of native E. coli tRNA™", although
tyrosylation efficiency kqo/Km is decreased ~100-fold
mainly due to a decreased k.. Notice the inability of
mt-TyrRS-AS4 to charge other native (yeast) or tran-
scribed (E. coli, yeast, human cytosolic and mitochondrial)
tRNA™" species as opposed to the native mt-TyrRS
(Bonnefond et al., 2005b). Interestingly, deletion of the
S4-like domain significantly increases the solubility of the
synthetase, as compared to the full-length protein. This
property is favorable for crystallization, and indeed tetrag-
onal crystals diffractingto 2.7 A resolution could be grown
(Bonnefond et al., 2007). The resolution of the latter could
be extended to 2.2 A when crystallization was conducted
in the presence of the tyrosyl-adenylate analog 5’ O-[N-(L-
tyrosyl) sulfamoyl] adenosine (Tyr-AMS). We note that
enzymatic activity and crystallization necessitate reducing
conditions, as was the case for bovine mt-SerRS (Chim-
naronk et al., 2004).

Overall Structure of Human mt-TyrRS-AS4

The structure of human mt-TyrRS-AS4 in complex with
Tyr-AMS was solved by molecular-replacement (MR) with
the E. coli TyrRS (PDB code: 1VBM) (Kobayashi et al.,
2005) as initial search model. The refined model at 2.2 A
resolution, yields a crystallographic R factor of 19.6%
with a free R factor of 24.4% (Table 1). It is based on re-
markably good electron density (Figure S1, see the Sup-
plemental Data available with this article online). A second
structure at 2.7 A resolution corresponds to the free
enzyme but gives only a partial view of the molecule. The
C-terminal domain is globally disordered, whereas the
catalytic site is well defined. In what follows, we will con-
centrate on the description of the structure including the
adenylate analog.

Structure
Crystal Structure of Human Mitochondrial TyrRS

The dimeric structure has an elongated shape with the
C-terminal ends in distal location (110 Ain length) (Fig-
ure 2). The structure reveals the modular architecture of
the synthetase with the two N-terminal catalytic domains
in central location of the protein. These catalytic domains
encompass the Rossmann-folds with their typical parallel
f strands (B2 to B6) and the two active sites filled with Tyr-
AMS in extended conformation. The anticodon-binding
modules, constituted by five o helices (211 to «15), are
located at both distal extremities of the dimer. Finally,
the interface between the two subunits is made by the
CP1 domains (Figure 2). Among the two class | synthetase
signature sequences, only HVGH is seen. This motif is
close to the adenosine moiety of bound Tyr-AMS. The
KLGKS signature sequence is located in the flexible loop
between 6 and «11 connecting the catalytic to the
anticodon binding domains. Notice the location of two
helical structures close to the dimerization interface,
named cluster 1 (a7 and «8) and cluster 2 (210) (Figures
1B and 2), that were shown to be essential for species-
specific recognition of the amino acid acceptor stem of
tRNA™" (Nair et al., 1997).

In contrast to the crystals of free enzyme that contain
one monomer in the asymmetric unit (Bonnefond et al.,
2007), those of the complex with Tyr-AMS contain the
whole homodimer (Table 1). Remarkably, the two mono-
mers are not identical in the crystals, as revealed by an
overall root-mean-square deviation (rmsd) of 0.5 A, which
canreach 3.5 A in several parts of the synthetase subunits
(Figure 3 and Figure S2). Most prominent structural
changes occur in three regions of the subunits. First in
the CP1 region making the interface between the two
subunits (in helix «8 and the following loop connecting to
helix 9), second in the “ins1” region of the catalytic
domain (see below) and third in the a-ACB region that
moves as a rigid body (Figure 3).

Comparison with Other TyrRSs
TyrRS structures originating from 11 organisms, namely
four Archaea (Zhang et al., 2005; Kuratani et al., 2006),
four Eubacteria (Brick et al., 1989; Qiu et al., 2001; Kobaya-
shi et al., 2005; Yaremchuk et al., 2002), an Eukarya (Yang
etal., 2002), a virus (Abergel et al., 2007), and the N. crassa
mitochondria (Paukstelis et al., 2005), have already been
described. Here, we add the structure from human mito-
chondria. Most of these structures, including human
mt-TyrRS, are deprived of the C-terminal domain because
its structural flexibility hampers crystallization. Although
these enzymes present common characteristics, as an
overall similar shape, they show large variations in their
electrostatic surface potentials as depicted in Figure 4
for five representative structures. These variations con-
cern both the TyrRS face recognizing the tRNA and the
opposite face that does not contact tRNA. Below, we
further compare selected structural features of human
mt-TyrRS with those of known TyrRSs including its cyto-
plasmic human homolog.

Sequence alignments show high similarities between
human mt-TyrRS and eubacterial TyrRSs (e.g., 37%,
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Figure 1. Sequence Features of Human Mitochondrial TyrRS

(A) Modular organization of human mt-TyrRS and mt-TyrRS-AS4. The catalytic domain (orange), with the location of the HVGH and KLGKS signature
sequences (blue), is disrupted by the CP1 (connective peptide 1) in black. The anticodon binding region includes the helical -ACB (anticodon binding)
domain (green) and the S4-like (S4 ribosomal protein-like) domain (yellow) for entire mt-TyrRS. The Nt-located mitochondrial targeting sequence
(MTS) in the native enzyme is shown. Location of cysteine residues is indicated by SH-labeled lines.

(B) Structure-based alignment of human mt-TyrRS sequence (including MTS domain) with TyrRSs from E. coli (PDB code: 1VBM), T. thermophilus
(PDB code: 1H3E), and N. crassa mitochondria (PDB code: 1Y42). Conserved and similar residues are highlighted in red. The secondary structure
elements as found in the crystal structure of mt-TyrRS-AS4 (see Figure 2) are shown above its sequence. Conserved and semiconserved residues
in class | synthetase canonical signature “HIGH” and “KMSKS” sequences are highlighted in blue (blue background and blue scripts, respectively).
Sequences of cluster 1 (residues 194-207) and cluster 2 (residues 248-261) are framed in the alignment. Specific insertions in human (ins1, ins2) and
N. crassa (HO, I, Il) mt-TyrRSs are indicated above and under the alignment, respectively. Amino acids interacting with small substrates are pointed in
red (see Figure 6C), and those discussed in the text for tRNA recognition are in green.

35%, and 35% identity with native TyrRSs from Bacillus
stearothermophilus, E. coli, and S. aureus, respectively,
despite lower homology in the anticodon-binding domain)
(Bonnefond et al., 2005a). Further, the overall architecture
of mt-TyrRS-AS4 as well is similar to that of known eubac-
terial TyrRSs, with rmsd of 1.30 A for E. coli (PDB code:
1VBM), 1.33 A for B. stearothermophilus (PDB code:

3TS1), and 1.36 Afor S. aureus (PDB code: 1JIL) TyrRSs.
Figure 5A compares human mt-TyrRS-AS4 and E. coli
(PDB code: 1VBM) TyrRS, its closest relative, in complex
with adenylate. Despite the similarities, one notices two
structural idiosyncrasies in the mitochondrial structure.
They are an enlarged loop located between 1 and B2
strands (“ins1,” residues 56-70) and a lengthened
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Table 1. Crystal Analysis and Structure Refinement of
Human mt-TyrRS-AS4 in Complex with Two Tyr-AMS
Ligands

Crystal Analysis

Synchrotron beamline ID23-1 (ESRF)

Wavelength (A) 0.976

Space group P2,2424

Unit cell a, b, c parameters (,Z\) 54.0, 62.6, 194.6
Crystal mosaicity (deg) 0.64

Resolution range (A) 2.2-20 (2.2-2.3)
Number of observations 403043
Number of unique reflections 34168
Completeness (%) 99.5 (100)
Multiplicity 11.8 (12.2)
Rmerge (%) 9.8 (42.7)

I/(1) 19.1 (8.2)
Solvent content (%) 40, 2.0

Asymmetric unit content two monomers

Structure Refinement

R factor (%) 19.3 (22.8)
Free R factors (%) 24.4 (30.9)
Number of atoms
Protein 5104
Ligand 70
Solvent 90
B factors (A2)
Overall 40.4
Protein 40.8
Ligand 32.5
Solvent 39.9
Rmsd for bond 0.008, 1.4
distances (A), angles (°)
Ramachandran plot (%)®
Most favored region 94.7
Additionally allowed region 4.9
Generously allowed region 0.4

@ Statistics from PROCHECK (Laskowski et al., 1996).

a4-helix (“ins2,” residues 152-166) in the catalytic domain
(Figure 5A). Inspection of mt-TyrRS sequences shows
presence of the “ins2” helix in most organisms, but with
changes in length and sequence, and highlights the verte-
brate character of the “ins1” loop (see Figure S3). Gross
docking of T. thermophilus tRNA™" on human mt-TyrRS
suggests that the “ins1” loop contacts the ribose-phos-
phate backbone of the tRNA acceptor helix and conse-
quently may contribute to the tRNA anchoring onto the
synthetase.

Structure
Crystal Structure of Human Mitochondrial TyrRS

To better understand mitochondrial idiosyncrasies, we
compare the structure of human mt-TyrRS with that from
the yeast N. crassa mitochondria, known to participate in
splicing of mt-group | introns (Akins and Lambowitz,
1987). Overall, the two structures are similar throughout
their whole sequence with an rmsd of 1.75 A (Figure 5B).
Three insertions (HO, I, and ll) in the catalytic domain of
the N. crassa enzyme were proposed to be involved in
splicing (Paukstelis et al., 2005). Interestingly, the splicing
platform is opposite to the tRNA recognizing face and has
a positive electrostatic surface potential (Figure 4). Out of
the three insertions, only insertion | is found in human mt-
TyrRS, where it corresponds to “ins2,” with however fewer
residues (Figures 1B and 5B).

Finally it is worth comparing the -crystallographic
structure of human mt-TyrRS with that of its cytosolic
counterpart. This enzyme, as well, is merely known under
a minimalist form (Yang et al., 2002), lacking the eukaryal-
specific EMAP-like Ct-terminal domain solved indepen-
dently (Yang et al., 2003). Although both mitochondrial
and cytosolic TyrRSs have the same overall shape, they
strikingly differ in the surface distribution of the electro-
static potential (Figure 4). This might correlate either with
a functioning of the two human enzymes in different phys-
ico-chemical environments or with the binding of alternate
partners in cytoplasm and mitochondria. Note that the
ELR tripeptide responsible for the IL8 cytokine activity of
cytoplasmic mini-TyrRS (Yang et al., 2002) is not present
in the mitochondrial enzyme.

Snapshots in the Active Site

The difference in resolution of free (the original crystal
form) and Tyr-AMS bound mt-TyrRS-AS4 forms (2.7 and
2.2A, respectively) suggests a stabilization of the enzyme
conformation after binding the adenylate analog. The
active site is well defined in the two enzyme forms, with
the exception of the degenerated class | signature KLGKS
that is disordered in both structures, as previously found
in other TyrRSs (e.g., B. stearothermophilus [Brick et al.,
1989] and E. coli [Kobayashi et al., 2005]). This signature
sequence, located at the periphery of the active site where
it plays a functional role in tyrosylation (Xin et al., 2000),
becomes ordered in the TyrRS when in complex with
ATP or tRNA™" (Yaremchuk et al., 2002). In the human
enzyme, Tyr-AMS is clearly defined in the electron density
map (Figure 6A) and accommodates well in the active site
pocket (Figure 6B), where eight amino acids make hydro-
gen bonds with the adenylate analog (Figure 6C). Among
them, two are specific of class | synthetases (Gly244
and Asp246) and warrant discrimination between ATP and
dATP, four are strictly conserved in all TyrRSs (Tyr77,
Tyr221, GIn225, Asp228) and are responsible for tyrosine
recognition, and the two remaining (Asp121, lle274) are
common to mitochondrial and eubacterial TyrRSs.

Toward a Functional View on tRNA™" Acceptor
End Recognition Site on mt-TyrRS

The active site where catalysis occurs, and defined above
by the binding pocket of adenylate, is completed by
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A

cysteines

Figure 2. Crystallographic Structure of Human mt-TyrRS-AS4

clusters

HVGH C

KLGKS loop

clusters

(A) Overall crystallographic structure of dimeric mt-TyrRS-AS4 showing the elongated shape of the protein (color code as in Figure 1A) in its Tyr-AMS-
bound form. One monomer is drawn in ribbon with a transparent surface and clusters 1 and 2 as well as the three cysteine residues emphasized. The
other monomer is drawn as a cartoon with the location of the KLGKS-loop indicated close to the HVGH-motif (in blue) on top of helix «3.

(B) Topology diagram of the dimeric synthetase with the secondary structure elements labeled (o helices shown as circles, and B strands as triangles)
and one monomer (at the right) colored as in Figure 1. The diagram specifies the location of the signature sequences HVGH on a3 and KLGKS in the
loop joining B6 and 11 (in blue on monomer B at the right), as well as of “ins1” between 31 and 2 and “ins2” between a4 and B4 (in red on monomer

A at the left).

structural elements that specifically recognize the tyrosine
accepting arm of tRNA™". These include two helices of
14 amino acids each, the so-called clusters 1 and 2 (Nair
et al., 1997) (Figure 1B) surrounding the catalytic region.
These clusters have the same overall helical geometry
than in other known eubacterial TyrRSs, with a marked
kink in cluster 1, and superimpose best with B. stearother-
mophilus TyrRS without any distortion of their peptide
backbones (rmsd of 0.9 A) (Figure 7A). In T. thermophilus
TyrRS, either free or in complex with tRNA (Yaremchuk
et al., 2002), superimposition is worse (rmsd of 2.0 A) be-
cause of an intrinsic enlargement of the cleft between the

two clusters (up to 2.5 A) (Figure 7A). The narrowness of
the mt-TyrRS cleft was probed with a mt-tRNA™" variant
presenting an enlarged N1-N72 pair, namely G1-G72.
Aminoacylation assays reveal the inability of the mt-TyrRS
to charge this molecule (Table 2). We have further investi-
gated the enzyme specificity toward the tRNA discrimina-
tor base 73 by testing the three mt-tRNA™" variants U73,
G73, and C73. Whereas variants G73 and C73 are barely
tyrosylated, mutant U73 retains partial aminoacylation
capacity (Table 2).

In the absence of crystallographic data on the human
complex, search for amino acids in contact with the
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Figure 3. Conformational Asymmetry in Homodimeric Hu-
man mt-TyrRS-AS4

Superimposition of the two subunits of mt-TyrRS-AS4 in complex with
Tyr-AMS (backbones colored as in Figure 1A, in heavy and light colors
for monomer A and B, respectively). The regions with largest asymme-
tries are circled. Note that the two adenylate analogs (in blue) almost
perfectly superimpose.

tRNA acceptor end is based on sequence comparison of
TyrRSs (Bonnefond et al., 2005b), mutational studies on
the structurally related B. stearothermophilus enzyme
(Labouze and Bedouelle, 1989) and inspection of crystal-
lographic structure of an eubacterial tRNAT e TyrRS com-
plex (Yaremchuk et al., 2002). Potentially essential amino
acids for tRNA™" recognition are thus located in the clus-
ters and in the vicinity of the bacterial tRNA tyrosine iden-
tity determinants A73 and G1-C72 (Figure 7B). We tenta-
tively initiated a mutagenesis analysis by exploring three
potential positions: Ser200 and GIn202 in cluster 1 and
Met252 in cluster 2 (Figure 7A). Residue Ser200 is highly
conserved in mitochondrial TyrRSs and its equivalent in
the B. stearothermophilus enzyme was proposed to rec-
ognize discriminator base A73 (Labouze and Bedouelle,
1989), the strongest tyrosine identity element in human
mt-tRNA™" (Bonnefond et al., 2005c). The second amino
acid, GIn202 may interact with the 3’ sequence of tRNAT"
as suggested by docking tRNA on the synthetase. The
third residue, Met252, is strictly conserved in archaeal
TyrRSs and mt-TyrRSs from vertebrate eukaryotes, but
is variable in eubacterial TyrRSs (Bonnefond et al., 2005b).
This Met residue is homologous to residues interacting
with C1 or G1 bases, as seen in two crystal structures
of tRNA™ eTyrRS complexes (Yaremchuk et al., 2002;
Kobayashi et al., 2003).

The three amino acids were individually mutagenized in
full-length human mt-TyrRS and activities of the mutant

Structure
Crystal Structure of Human Mitochondrial TyrRS

enzymes tested for amino acid activation and tRNA
aminoacylation. All three enzymes (Ser200Glu, GIn202Ala,
Met252Ala) are fully active in ATP/PPi exchange (not
shown), indicating that the site for tyrosyl-adenylate for-
mation remains unperturbed upon mutation. Tyrosylation
properties determined with human mt-tRNA™" tran-
scripts, either the wild-type molecule or the mutants with
changes at positions 73 or 1-72, are summarized in Table
2. Remarkably, replacing Ser200 with Glu completely
abolishes tyrosylation activity of wild-type and mutated
tRNA™" transcripts. On the contrary, mutating GIn202
and Met252 shows only faint effects on wild-type and mu-
tants mt-tRNA™" charging as compared to what found
with the native enzyme. Surprisingly, tRNA mutant U73
is no more charged by mt-TyrRS upon Met252Ala muta-
tion. Further, the weak tyrosylation activity of tRNA™"
with G73 is completely abolished with both Glu202Ala
and Met252Ala mt-TyrRSs. Notice that tyrosylation inabil-
ity of tRNA with the G1-G72 pair still remains with the three
mt-TyrRS mutants.

DISCUSSION

Structural biology of aminoacyl-tRNA synthetases started
in the 1970s with the crystallographic structure of TyrRS
from B. stearothermophilus (Irwin et al., 1976). Today,
TyrRSs are among the best-known synthetases with a
panel of documented structures, belonging to the three
kingdoms of life, and even from the giant Mimivirus infect-
ing the protist Acanthamoeba polyphaga. However, the
structural knowledge of organellar synthetases remains
limited. The TyrRS investigated in this work led to the first,
to our knowledge, crystal structure of a human aminoacyl-
tRNA synthetase of exclusive mitochondrial location. For
crystallogenesis reasons, this structure corresponds
to a truncated protein lacking the S4-like domain. This
enzyme is active for both tyrosine activation and E. coli
tRNA™" tyrosylation. Likewise, the structure of another
mitochondrial and two eubacterial truncated TyrRSs
could be solved (Qiu et al., 2001; Kobayashi et al., 2005;
Paukstelis et al., 2005). These mini-TyrRSs are active in
tyrosine activation, but in contrast to human mt-TyrRS-
AS4, the truncated E. coli enzyme does not charge tRNA
(Kobayashi et al., 2005). In the case of the S. aureus or
N. crassa mitochondria enzymes, aminoacylation activity
was not tested (Qiu et al., 2001) or was considered a priori
not possible because part of the anticodon binding struc-
ture, namely the S4-like domain, is lacking (Paukstelis
et al., 2005). Note that the S4-like domain interacts also
with the large variable region of eubacterial tRNA™"
(Yaremchuk et al., 2002) that is absent in all mt-tRNA™"
species (Sprinzl and Vassilenko, 2005). Thus, one can
question why evolution has maintained the S4-like mod-
ule in mitochondria. We suggest that the appended S4-
like domain reinforces the interaction between mt-tRNA™"
and the human synthetase. The NMR-structure of the
isolated domain from B. stearothermophilus (Guijarro
et al., 2002), the crystal structure of the T. thermophilus
TyrRS in complex with tRNA™" (Yaremchuk et al., 2002),
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tRNA side

back side

Figure 4. Electrostatic Surface Potentials of Several mt-
TyrRS-AS4

Blue, white, and red regions correspond to positive, neutral, and neg-
ative potentials, respectively. Computations used the following coordi-
nates: PDB codes 3TS1, TWQ3, 2PID (this work), 1Y42, 1N3L. Two

and the property of the N-terminal domain of eukaryal
class lIb synthetases, e.g., yeast AspRS, to reinforce tRNA
binding (Frugier et al., 2000), bring support to this view.
The crystals used here could only be grown with synthe-
tase purified under reducing conditions. Likewise, activity
of human mt-TyrRS-AS4 (as well as full-length TyrRS)
requires reducing conditions, indicating the necessity of
nonoxidized cysteine residues for crystallization and func-
tionality. Cysteine residues were proposed to participate
in the catalytic mechanism of yeast TyrRS, based on the
observation that modification of two reactive sulfhydryl
groups per subunit leads to inactivation of the enzyme
(Faulhammer and Cramer, 1977). Given the location of
the cysteine residues in the structure of human mt-TyrRS
(Figure 2), the role of these residues cannot be directly
correlated with the catalytic mechanism of tyrosylation.
Rather, these cysteines affect activity indirectly by pro-
moting formation of an inactive synthetase conformation.
Note that the mitochondrial genetic machinery, including
mt-TyrRS, is located in the matrix, where conditions are
overall reducing (Korge and Weiss, 2006).
Aminoacyl-tRNA synthetases are characterized by an
intrinsic structural plasticity leading to high mobility of cer-
tain structural domains (reviewed in Ibba et al. [2005]). This
propensity of conformational flexibility, often linked to
enzyme function, is well documented in TyrRS structures
(reviewed in Bedouelle [2005]) and finds support with
the properties of human mt-TyrRS. In particular, the
“KMSKS” loops are either disordered and not visible in
electron density or present high B factors as compared
to the whole molecule. This is due to high mobility during
each steps of the tyrosylation reaction. In the adenylate-
bound form of human mt-TyrRS-AS4, the “KMSKS”
loop is rather remote from the active site, thus explaining
a relative lack of constrains in the structure. Further,
many functional studies concluded for a functional asym-
metry of homodimeric TyrRSs (Bosshard et al., 1975;
Ward and Fersht, 1988) and their half-of-the-sites activity
is well established (Bedouelle, 2005). However, most
TyrRS structures show crystallographic symmetry and
ligand binding to both subunits. This discrepancy was
discussed previously and explained by the duration of
the crystallization assays that allows the TyrRS binding
sites to be filled by their ligands (Yaremchuk et al.,
2002). With the human mt-TyrRS, we clearly observe
a structural asymmetry of the enzyme in complex with
Tyr-AMS. It concerns essentially two regions in the cata-
lytic domain and one region in the anticodon-binding
domain (Figure 4). Although part of this asymmetry could
be due to packing effects, the present structure clearly
shows an intrinsic plasticity of the enzyme in complex
with the adenylate analog. We conjecture that structural

orientations of the TyrRSs (all Ct-truncated) are displayed: the side
where the two tRNA molecules bind to the synthetase (on the left)
and the back orientation rotated by 180° (on the right). The two mito-
chondrial enzymes are framed. Location of the two tRNA molecules
bridging the TyrRS subunits is indicated, as found in the crystal struc-
ture from T. thermophilus (Yaremchuk et al., 2002).
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Figure 5. Structural Idiosyncrasies in Human mt-TyrRS-AS4

(A) Comparison of the TyrRS-AS4 subunits of human mitochondria (monomer B, this work) and E. coli (PDB code: 1VBM). Backbone of mt-TyrRS is
colored as in Figure 1A and that of E. coli TyrRS in light blue.

(B) Comparison of the mt-TyrRS-AS4 subunits of human (monomer B, this work) and N. crassa (PDB code: 1Y42). Human mt-TyrRS is colored as in (A)
and that from N. crassa in yellow. To emphasize the structural differences, the superimpositions are displayed under two orientations. Notice that
N. crassa-specific elements Il and HO (colored in yellow) are absent in the human protein.

perturbations propagate from the dimer interface toward So far, no suitable crystals of the mt-TyrRSetRNA com-
the two catalytic sites and the a-ACB modules at the plex could be grown (Bonnefond et al., 2007) and only par-
protein distal extremities. A similar behavior was recently tial answers can be given on the tRNA binding over the two
reported for the 322 residue long C-truncated E. coli subunits (Figure 4). Docking of tRNA (in the conformation
TyrRS but restricted to the sole structural asymmetry in seen in T. thermophilus complex [Yaremchuk et al., 2002])
the “KMSKS” loops (Kobayashi et al., 2005). on the human enzyme necessitates structural distortions

B C
Asp228 \of CIn225 Tyr221

Asp121

(Glyzaa] -

Figure 6. Snapshot in the Active Site of Dimeric Human mt-TyrRS-AS4

(A) Electron density of the two Tyr-AMS adenylate analogs in complex with mt-TyrRS-AS4 (from monomer A on the left and monomer B on the right).
(B) Active site pocket with the bound Tyr-AMS and the HVGH domain on top of helix-a3 emphasized in blue. Notice, the proximity of the adenine ring
from Tyr-AMS with the imidazole ring from His88 and His91, the two residue from the HVGH signature sequence.

(C) Cartoon of the well resolved adenylate analog (in blue) and the network of nine H-bond contacts it makes with the eight essential amino acids from
the catalytic site. Amino acids specific to class | synthetases are boxed; those strictly conserved in TyrRSs are labeled in bold, and those specific to
mitochondrial and eubacterial TyrRSs in red.
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Figure 7. Role of Clusters 1 and 2 in tRNA™" Acceptor Arm
Recognition

(A) Superimposition of the cleft formed by the two helical structures of
clusters 1 and 2 (in which binds the tyrosine acceptor arm of tRNA™) in
the crystallographic structures of human mt-TyrRS (in brown), B. stear-
othermophilus TyrRS (in blue), and T. thermophilus TyrRS in complex
with tRNA™" (in green). Notice the quasiperfect superimposition of
the two clusters in human mt-TyrRS and B. stearothermophilus TyrRS
and the important structural deviations in T. thermophilus TyrRS. The
bar at the bottom of the figure shows the position where the cleft is
largest (d =9.9, 10.0, and 12.4 Ainthe TyrRSs from human mitochon-
dria, B. stearothermophilus, and T. thermophilus, respectively, indicat-
ing an enlargement of the cleft in T. thermophilus of ~2.5 A). The three
amino acids that were mutagenized are indicated.

(B) View of the clusters and their proximity with the tRNA acceptor
branch as seen in the crystal structure of the T. thermophilus complex
(Yaremchuk et al., 2002).

on the two macromolecules to allow both extremities of
the tRNA to contact simultaneously the catalytic and anti-
codon binding domains. This is in line with the structural
plasticity of mammalian mt-tRNAs allowing the two
branches of the L to vary their angle (Helm et al., 2000).
Despite important sequence variability in the «-ACB do-
main, we notice the presence in the human enzyme of res-
idue Asp311, homologous to Asp259 in T. thermophilus
TyrRS that interacts with the anticodon base G34 of cog-
nate tRNA™" (Yaremchuk et al., 2002). Other amino acids
identified as anticodon binders are not conserved in
human mt-TyrRS.

As to the binding site of the acceptor arm, human mt-
TyrRS is functionally characterized by its lack of specificity
toward a canonical N1-N72 pair in tRNA™". This is in
contrast to eubacterial, archaeal, and eukaryal TyrRSs
that recognize respectively G1-C72 and C1-G72 pairs,
implying that N1-N72 does not belong to the tyrosine iden-
tity set in human mitochondria. Interestingly, disrupting
N1-N72 pair in mt-tRNA™" by replacing C at position 72
by a G completely abolishes the charging ability of the
tRNA. This suggests that the mutated tRNA with an en-
larged and distended geometry of the acceptor helix, due
to the G1-G72 pair, cannot adapt the acceptor end in the
narrow active site cleft formed by the cluster sequences.
Altogether, disregarding the nature of the N1-N72 base
pair, its surface and geometry is critical for allowing or
preventing tRNATY" recognition.

Previous sequence and structure analysis of TyrRSs
revealed a mosaic nature of the two clusters whose amino
acids are in vicinity or in contact with the tRNA™" acceptor

end (Bonnefond et al., 2005b). To shed light toward under-
standing tRNA™" binding on the catalytic domain, we ini-
tiated a mutagenesis analysis conducted with both TyrRS
and tRNA™" variants. Our analysis is completed by former
studies on the phylogenetically related B. stearothermo-
philus TyrRS (Labouze and Bedouelle, 1989). Notably,
both studies pinpoint the functional importance of an
amino acid from the binding site, namely Ser200 in the
human enzyme and its homolog Ala150 in the Bacillus
TyrRS. Importance of this Ser residue is strengthened by
the inability of tRNA™" variants to compensate the nega-
tive effect of the enzyme mutation. On the other hand,
we recall that the discriminator base 73 was shown to
determine conformation of the tRNA 3’ end (Limmer et al.,
19983; Puglisi et al., 1994). In this view, one can understand
the decreased ability of N73 variants to be tyrosylated
by both native and GIn202Ala TyrRSs. Notice that U73
partially mimics the structural effect triggered by A73 in
contrast to C73 and G73. This is however not the case
for Met252Ala mt-TyrRS that cannot accommodate U73
tRNA™" in the absence of the Met side chain.

Altogether, the present knowledge on the three-dimen-
sional structure and functionality of human mt-TyrRS are
in light with the sequence-based phylogeny of TyrRSs
(Bonnefond et al., 2005c) and the evolutionary relationship
between mitochondria and eubacteria. More precisely,
the relaxed tyrosine identity in human mitochondria, a
property likely idiosyncratic to vertebrate mt-TyrRSs,
would be achieved by a decreased number of specific
contacts between tRNA and synthetase and not by the
presence of archaeal features (i.e., Met252) as suggested
by sequence comparisons (Bonnefond et al., 2005b).
Additional mutagenesis and crystallographic studies on
the complex with tRNAT" are required to fully understand
these functional peculiarities. Interestingly, altered identity
elements were already described in other mitochondrial
systems (Lovato et al., 2001; Chimnaronk et al., 2005). It
remains to be investigated whether the strategy of reduc-
ing the number of identity elements is employed by other
mitochondrial synthetases. Structure-function studies on
human mt-AspRS support this prediction (Fender et al.,
2006).

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Preparation of mt-TyrRSs and mt-tRNA™" Transcripts
Top10 E. coli strains containing plasmids of full-length or truncated
TyrRS were grown in LB medium and TyrRS expression induced
with IPTG. Recovered cells, suspended in a phosphate buffer at pH
8.0, were sonicated and resulting supernatant resolved with an imidaz-
ole gradient on a Ni-NTA column (QIAGEN). Enzyme fractions were
dialyzed against HEPES-NaOH (pH 6.7), NaCl 300 mM, DTE 10 mM,
and 50% glycerol. Glycerol was removed from the concentrated pro-
tein solution by two successive dialyses against the same buffer but
with 10% glycerol and finally without glycerol. Experimental details
and exact sequence at both extremities of the cloned enzyme were
described previously (Bonnefond et al., 2005a, 2007).

The three variants of full-length human mt-TyrRS (Ser200Glu,
GIn202Ala, and Met252Ala) were prepared with the QuickChange
site-directed mutagenesis kit (Stratagene). Protein expression and
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Table 2. Kinetic Parameters of the Tyrosylation Reaction of Various Human Mitochondrial tRNA™" Transcripts by

Native and Mutated Human mt-TyrRS

mt-TyrRS mt-tRNAT K (M) Koat (1073571 Keat/Km (107357 1-uM ™) L (x-fold)
native WT (A73; G1-C72) 1.5 46 31
u73 1.3 0.8 0.6 52
G73 24 0.05 0.002 15 500
C73 nm nm nm nm
G1-G72 nm nm nm nm
Ser200Glu WT nm nm nm nm
u73 nm nm nm nm
G73 nm nm nm nm
C73 nm nm nm nm
G1-G72 nm nm nm nm
GIn202Ala WT 2.7 140 52 0.6
u73 2.1 1.3 0.6 52
G73 nm nm nm nm
C73 nm nm nm nm
G1-G72 nm nm nm nm
Met252Ala WT 1.7 45 26 1.2
u73 nm nm nm nm
G73 nm nm nm nm
C73 nm nm nm nm
G1-G72 nm nm nm nm

All proteins are fully active in ATP/PPi exchange assay; nm, not measurable; L, loss in tyrosylation efficiency as compared to the

wild-type system (expressed as ke./Ky ratios).

purification were conducted under reducing conditions as indicated
above.

Wild-type human mt-tRNA™" transcript was prepared according to
established procedures as described in Bonnefond et al. (2005a). Var-
iants of tRNA™" presenting mutations at positions 73 and 1-72 were
synthesized and purified following the same protocols.

Functional Assays
ATP/PPi exchange was done in media containing 100 mM HEPES-
NaOH (pH 7.2), 10 mM MgCl,, 2 mM KF, 2 mM ATP, and 2 mM
[®2P]PPi (1-2 cpm/pmol). Reactions were initiated by adding 1 pg of
the appropriate mt-TyrRS version. The [32P]ATP formed after incuba-
tion at 37°C was determined as described (Campanacci et al., 2004).
Controls with no TyrRS or no amino acid were conducted in parallel.
Aminoacylation of native mt-tRNA™" or mt-tRNA™" transcripts was
performed as described (Bonnefond et al., 2005b). Kinetic parameters
Kwm and kgat Were determined from Lineweaver-Burk plots. Displayed
data are averages of at least two independent experiments.

Crystallization and Structure Determination

Initial tetragonal crystals were obtained by vapor-diffusion (sitting
drops of 600 nl to 2 pl) in CrystalQuick microplates (Greiner Bio-One)
prefilled with EasyXtal screens (QIAGEN) (Bonnefond et al., 2007).
Starting from these conditions 30% PEG 4000 w/v, 200 mM NH,4
acetate, 100 mM Na acetate (pH 4.6), an orthorhombic crystal form
with a prismatic habit was obtained in the presence of 5 mM Tyr-
AMS (RNA-tec, Belgium) and rising the pH from 4.6 to 6.5 by addition
of 100 mM Tris-HCI (pH 7.5) (from Optisalt additive screen, QIAGEN).

These crystals of 200 pm in their largest dimension diffract X-rays to
2.2 A resolution.

Crystals were mounted in cryoloops (Hampton Research) and flash
frozen in a nitrogen stream after brief soaking in cryoprotecting Para-
tone (Hampton Research). They were analyzed at 100°K on beamline
ID23-1 (ESRF, France) equipped with an ADSC Quantum 315 CCD
detector. Data were processed with the XDS package (Kabsch,
1993). Analysis of solvent content performed with the CCP4 package
(CCP4, 1994) gave a unique solution consisting of one or two polypep-
tide chain(s) per asymmetric unit in the case of native (tetragonal) or
Tyr-AMS substituted (orthorhombic) crystals, respectively. A molecu-
lar-replacement (MR) solution was found for the original tetragonal
crystals (space group P43242) by using the structure of the closely re-
lated E. coli ortholog (Bonnefond et al., 2007), but the last 80 C-termi-
nal residues (corresponding to the a-ACB module) could not be built
due to the lack of interpretable electron density. Finally, the MR solu-
tion after partial refinement was used as a starting point for MR by us-
ing orthorhombic data. In contrast to the tetragonal situation, a near to
complete chain could be traced for the two monomers of mt-TyrRS-
AS4 in the orthorhombic unit cell at a resolution of 2.2 A. Model build-
ing and refinement were carried out using Coot (Emsley and Cowtan,
2004) and CNS (Briinger et al., 1998), respectively. The final structure
includes 317+324 out of 2 X 356 residues (lacking regions 28-36, 66—
72, 276-288, and 374-383 [including the 6-His tag] in monomer A and
28-36, 276-288, and 374-383 [with the 6-His tag] in monomer B), two
adenylate analogs, and 90 water molecules. Data collection and refine-
ment statistics are given in Table 1. Rmsd were calculated with PyMol
and LSQMAN (DelLano, 2002; Kleywegt and Jones, 1994). Electro-
static potential surfaces were represented with the APBS module

1514 Structure 15, 1505-1516, November 2007 ©2007 Elsevier Ltd All rights reserved



Structure
Crystal Structure of Human Mitochondrial TyrRS

(Baker et al., 2001) of PyMol. Docking of tRNA on TyrRS was achieved
by using the SSM algorithm (Krissinel and Henrick, 2004) and the tRNA
structure as seen in the complex with T. thermophilus TyrRS (Yarem-
chuk et al., 2002).

Supplemental Data

Supplemental Data include three figures (one of sequence alignment of
mitochondrial TyrRSs) and are available online at http://www.
structure.org/cgi/content/full/15/11/1505/DC1/.
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Cristallogenése et études structurales appliquées aux aminoacyl-ARNt synthétases

Les aminoacyl-ARNt synthétases sont des enzymes modulaires responsables de la fixation spécifique
des acides aminés sur 'ARNt. De maniére générale, chaque cellule comporte 20 aminoacyl-ARNt
synthétases, chacune étant spécifique d’'un acide aminé. Ces derniéres années, plusieurs exceptions
ont été observées, notamment l'absence de la glutaminyl-ARNt synthétase (GINnRS) chez de
nombreuses bactéries ou archées. Il existe chez ces organismes une voie indirecte d'aminoacylation
impliquant une glutamyl-ARNt synthétase (GIuRS) non discriminante couplée a une amidotransférase
(AdT).

Mon travail de thése concerne principalement les aspects de cristallogenése et I'étude structurale de
la glutaminyl-ARNt synthétase de la bactérie Deinococcus radiodurans (GInRS-Dr). Si le coeur de
cette enzyme est globalement conservée, certaines de ses insertions et extensions la distinguent de
ses homologues bactériennes. La plus notable s'étend sur 220 résidus dans le région C-terminale et
présente en partie une homologie de séquence avec la sous unité GatB de I'AdT. Des expériences de
biochimie ont montré que la suppression cette région entraine une perte d'affinité pour 'ARNt.

La structure cristallographique de la GInRS-Dr résolue au laboratoire a montré de trés faibles
variations structurales avec les domaines catalytiques et de liaison a I'anticodon de la GInRS de
E. coli. Néanmoins, la plupart des insertions et surtout I'extrémité C-terminale ne sont pas visibles
dans cette structure qui compte 35% de régions mobiles dans le cristal.

Afin de caractériser ces régions non visibles, un premier volet de mon travail doctoral a consisté a
trouver de nouvelles conditions de cristallisation pour générer un empilement cristallin différent ou a
les stabiliser en présence de ces différents substrats. Plusieurs conditions ont permis I'obtention de
cristaux de la forme native ou complexée (glutamine, ou GIn, analogues de glutaminyl-adénylate,
ARNt®" sous forme de transcrit). Les structures de la GInRS co-cristallisée avec la glutamine, deux
analogues d'adénylate (glutaminol et glutaminyl-sulfamoyl adénylates), et de la GInRS tronquée de
son domaine additionnel C-terminal (GINRS-AC) ont été résolues entre 1,9 a 2,5 A. Ces résultats ont
permis de caractériser les variations structurales du site actif induites par la présence des substrats et
de comparer leur mode de fixation avec les données disponibles. L’'architecture globale de I'enzyme
en présence d’adénylates est proche de I'enzyme libre. La résolution de la structure 3D de la GInRS
cocristallisée avec la GIn et la GInRS-AC a permis de résoudre une longue boucle qui verrouille le site
actif. Celle-ci n'existe que dans 2 espéces du genre Deinococcus. En revanche, aucune des nouvelles
structures ne permet de visualiser I'extrémité C-terminale.

Une autre approche de mon travail concerne I'étude de la géométrie de I'empilement cristallin de la
GInRS-Dr. En présence de petits substrats, on observe, pour un méme groupe d’espace, une
augmentation jusqu’a 14% du volume de la maille, révélant la plasticité de cet empilement. Il en
résulte une diminution notable des contacts intermoléculaires ainsi qu'un élargissement des canaux
de solvant. Ces derniers sont suffisamment importants pour accommoder une extrémité C-terminale
structurée mais mobile, que ce soit en présence ou en absence de substrat.

Pour compléter cette étude, une analyse structurale en solution par résonance magnétique nucléaire
(RMN) a été entreprise sur I'extrémité C-terminale isolée (YgeY-A) et suggére la présence d'une
région majoritairement structurée. Les expériences complémentaires de RMN en deux dimensions sur
la partie YgeY-A marquée en N I'ont confirmé. Des mesures en dichroisme circulaire nous ont
également informés sur la composition en structures secondaires de ce module.

Enfin, en parallele de mon projet doctoral principal, j'ai mis a profit les compétences acquises en
cristallographie en participant a I'étude structurale d'une autre synthétase. Ce travail a conduit a la
détermination de la premiére structure tridimensionnelle d'une synthétase humaine d'origine
mitochondriale : la Tyrosyl-ARNt synthétase (mt-TyrRS). La structure correspond a un complexe
d'analogue de substrat qui ressemble globalement a celle des autres TyrRS mais montre plusieurs
caractéristiques mitochondriales qui les en distingue.
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