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Figure 1 A : Formule chimique des bases composants les acides désoxyribonucléiques. B : Représentation de
la structure primaire d’un brin d’ADN composé d’une cytosine (C), d’'une guanine (G), d’une adénine (A) et
d’une thymine (T).

A B S'eny Adenine  Thymine
LN

P

Figure 2 A : L’ADN selon Watson et Crick, les deux rubans schématisent les deux chaines composées par les
phosphates et les sucres. Les paires de bases sont représentées par les traits horizontaux. Le squelette (les
phosphates et les sucres) et les paires de bases provoquent I'agencement en double hélice de ’ADN. B:
Complémentarité canonique des paires de bases entre adénine et thymine et entre guanosine et cytosine
formant deux et trois liaisons hydrogénes respectivement. D’aprés Watson et Crick, 1953.
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Introduction

1. Généralités sur la traduction.

Dans le début des années 1940, Avery et ses collaborateurs déclarent que I’hérédité de la
cellule mere a la cellule fille est transportée par un "agent transformant" (Avery et al., 1944).
Cette molécule de composition inconnue est pressentie comme porteuse de I'information
génétique et appelée acide désoxyribonucléique (ADN). Avec I'émergence de la
chromatographie, Chargaff et ses collegues analysent la composition de cette molécule et
concluent qu’elle est composée de nucléotides ; les quatre différentes bases nucléotidiques
(deux bases purines : adénosine (A) et guanosine (G) ainsi que deux bases pyrimidines :
thymine (T) et cytosine (C)) (figure 1 A) sont liées au désoxyribose, lui-méme lié a un
groupement phosphate (Chargaff, 1950 ; Magasanik et Chargaff, 1951) (figure 1 B). Malgré la
connaissance de la composition de I'ADN, la communauté scientifique reste sceptique
concernant sa fonction au sein de la cellule : en effet les protéines restent a I'époque
considérées comme porteuse de I'information génétique (Kahn, 2003). Ce sont les travaux de
Hershey et ses collégues, principalement, qui ont convaincu la communauté scientifique :
I’ADN seul d’'un phage infectant une bactérie, pénétre la paroi bactérienne et la bactérie hérite

alors de I'information génétique du phage (Hershey, 1956).

Avec l'apparition de la technique de diffraction des rayons X et notamment de la
cristallographie, la détermination de la structure de I’ADN permet de comprendre la fonction
de cette molécule. Dans les années 1950, Rosalind Franklin enregistre des clichés de
diffraction de ’ADN dont le pattern de diffraction forme une croix (Cramer, 2020). A partir de
ces travaux et des suggestions de leur compétiteur, Linus Pauling qui suggere que ’ADN forme
une hélice, Watson et Crick publient en 1953 le premier article décrivant la structure des
acides nucléiques (figure 2 A) (Watson et Crick, 1953). lls proposent que I’ADN s’agence en
double hélice, les phosphates sont localisés a I'extérieur de la double hélice. L'oxygene en 3’
du désoxyribose est relié avec le phosphate en 5’ du nucléotide suivant formant une liaison
phosphodiester (figure 2 B). Les chaines de désoxyriboses sont perpendiculaires aux bases.
Les bases nucléotidiques sont, quant a elles, orientées a l'intérieur de la double hélice,
perpendiculaires a son axe et appariées par des liaisons hydrogeénes. Les paires de bases

formées sont restreintes entre adénine (purine) et thymine (pyrimidine) liées par deux liaisons
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hydrogenes, ou entre guanosine (purine) et cytosine (pyrimidine) liées par trois liaisons

hydrogenes, formant ainsi un polymére double brins (Watson et Crick, 1953) (figure 2 B).

La succession de ces bases compose la séquence de ’ADN. La complémentarité des bases
confere deux copies de séquences identiques d’'une molécule d’ADN apres la réplication. Le
génome est transmis aux cellules filles issues d’une division et conservé d’une génération a
I'autre, I'information génétique portée par ’ADN est ainsi héréditaire. Le génome comporte
des genes, contenant I'information nécessaire pour produire les protéines, acteur de la

fonction au sein des cellules.
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(l) NH,
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|
0]
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Figure 3 Représentation schématique de la structure primaire des ARN. Les trois éléments constitutifs des
nucléotides sont représentés sur fond de couleur. Le groupement phosphate (en bleu), le sucre ribose (en rose)
avec la numérotation des carbones du cycle (de 1’ a 5’), et une base azotée (en vert) reliée par une liaison N-
glycosidique au C1 du ribose.

Crick, en 1958, stipule que I’ADN est transcrit en une molécule d’ARN messager (ARNm)
simple brin, qui sert de matrice pour la synthése de la protéine (Crick, 1958). Les acides
ribonucléiques (ARN) sont composés de 4 types de bases nucléotidiques, adénosine (A),
guanosine (G), cytosine (C) et uridine (U), cette derniére est une thymine non méthylée.
L’agencement de ’ARNm simple brin est similaire a un brin d’ADN ; la base nucléotidique est

liée au ribose, lui-méme lié a un groupement phosphate. La présence d’un groupement
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hydroxyle (OH) a la position 2’ du ribose confere a I’ARN des propriétés chimiques et
structurales différentes de celles de I’ADN (chez qui ce groupement est absent) (figure 3). Les
expériences de Hoagland et ses collaborateurs mettent en évidence que I'acide aminé leucine,
marqué au carbone 14, peut se lier a un ARN soluble en présence d’adénosine triphosphate

(Littlefield et al., 1955; Hoagland et al., 1958).
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Figure 4 Représentation schématique de la structure secondaire de trois formes de ’ARNt*"* d’aprés Holley et
al., 1965.

Egalement, les travaux de Robert W. Holley et ses collégues mettent en évidence que
certaines régions de I’ARN forment des liaisons hydrogenes, similaires a I'appariement des
bases au sein de I'ADN (Holley et al., 1965) (figure 4). Ces interactions impliquent un
repliement secondaire de I’ARN. Ces derniers travaux prouvent que ’ARNm linéaire n’est pas

le seul type d’ARN qui existe dans la cellule.

Afin de traduire 'ARNm en protéines, composées d’acides aminés, une molécule
adaptatrice doit contrOler cette étape; c’est la théorie de I'adaptateur ("the adaptator
hypothesis") (Crick, 1958; Crick, 1966). Trés vite, ces molécules adaptatrices sont nommeées
les acides ribonucléiques de transfert (ARNt). Les ARNt sont des petites molécules d’ARN
faisant 76 a 98 nucléotides. La premiére structure cristallographique de ’ARNt"" de levure,
résolue en 1977 par Alexander Rich et Sung Hou Kim, révele un repliement tridimensionnel
inattendu en forme de L (Rich et Kim, 1977). Les trois nucléotides localisés sur la boucle
anticodon (AC), en position 34, 35 et 36, forment |'anticodon qui s’apparie de facon

complémentaire aux triplets de ’ARNm, permettant la traduction de I'information génétique
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(séquence nucléotidique) en une protéine (séquence d’acide aminé). 21 acides aminés
différents (dont la sélénocystéine et la pyrrolysine) composent les protéines dans les trois
domaines du vivant. Ces acides aminés sont codés par les 63 triplets de nucléotides sur
I’ARNm, complémentaires de I'anticodon porté par la boucle AC des ARNt venant s’y apparier
au sein du ribosome lors de la traduction (Nirenberg et Leder, 1964). Théoriquement, 63 ARNt
différents devrait décoder les 63 codons. Cependant, a titre d’exemple, le séquencage du
génome bactérien a révélé que le nombre de genes codant pour les ARNt varie entre 33
(Mycoplasma genitalium) et 88 (Bacillus subtilis), avec une moyenne comprise vers 44 ARNt.
Comment expliquer que seulement environ 44 ARNt puissent décoder les 61 codons ? Crick
propose la théorie du " wobble base " : 'appariement " bancal " de type non canonique entre
la base 34 de I'AC et le troisieme nucléotide du codon, permet de palier la disparité entre le
nombre de codons et de séquences d’ARNt (Crick, 1966). Ainsi, un méme ARNt peut

reconnaitre plusieurs codons synonymes.

Avec I'’émergence du séquengage, de nombreux nucléotides modifiés sont identifiés dans
les séquences des ARNt. Ces modifications consistent en I'ajout de groupement chimiques,
catalysées par des enzymes. Ainsi, la séquence de 'ARNt*® de Saccharomyces cerevisiae
présente un nucléotide différent, I'inosine (Holley et al., 1965). A ce jour, plus de 91
nucléotides modifiés sur les ARNt ont été identifiés (Boccaletto et al., 2018). Ces nucléotides
modifiés participent au repliement et a la stabilité des ARNt, mais également a la fidélité de la

traduction (cf. § 2.4. page 28).

petite sous-unité

Figure 5 Structures du ribosome de I'eucaryote Saccharomyces cerevisiae (a droite) et de la bactérie Thermus
thermophilus (a gauche). Les ribosomes eucaryotes (4.3 MDa) sont plus grands et possedent généralement
plus de protéines ribosomales que les ribosomes procaryotes (2.6 MDa). En jaune et vert sont représentés les
ARN ribosomaux, en bleu, les protéines ribosomales (protéines r) universellement conservées, en violet les
protéines r procaryotiques et enfin en rouge sont les protéines r eucaryotiques. D’aprés Ben-Shem et al., 2011.
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Parmi les différents types d’ARN présent dans la cellule, certains ARN interagissent
avec des protéines et forment des particules atypiques observées pour la premiére fois par
Albert Claude en 1938 dans des cellules d’embryons de poulet (Claude, 1938). Dans les années
1950, Paul Zamecnik et ses collaborateurs utilisent des acides aminés radioactifs et
découvrent que ces particules " fabriquent " les protéines (Zamecnik et Keller, 1954). Ces
particules sont retrouvées au sein de tous les domaines du vivant, composées de deux sous-
unités : une petite sous-unité de coefficient de sédimentation 30S ou 40S (chez les procaryotes
et les eucaryotes respectivement) et une grande sous-unité de coefficient de sédimentation
50S ou 60S (chez les procaryotes et les eucaryotes respectivement) (figure 5). Cette particule
est nommée ribosome, car majoritairement composée d’acides ribonucléiques (ARNr) mais
aussi de protéines dites ribosomales. En 1964, James Watson, propose que I'ARN ribosomal
établit des contacts directs avec les ARN de transferts et les ARN messagers. Le ribosome
formerait le lieu de la traduction (Watson, 1964). En 1966, cette hypothése est validée par
Peter Moore (Moore et Asano, 1966). Dans les années 2000, la structure tridimensionnelle
compléte du ribosome est résolue, révélant que I'enzyme responsable de la fabrication des
protéines, n'est pas une protéine, mais une molécule d'ARN (Ben-Shem et al., 2011;

Yoshizawa, 2003; Yusupov et al., 2001).

%) 3

B ARN

T =
Codon

Figure 6 Représentation schématique de I'interaction entre le ribosome, ’ARNm et I’ARNt lors de la traduction.
Le ribosome, composé d’ARNr et de protéines ribosomales, est la machinerie centrale de synthése du
polypeptide, ol a lieu le décodage de I'information génétique, porté par I’ARN messager sous forme de codons
et ou s’effectue la formation de la liaison peptidique. Les ARN de transfert assurent ce décodage. Chaque ARNt
porte un acide aminé spécifique et s’apparie avec TARNm au sein du ribosome selon les regles du code
génétique qui assurent la correspondance entre codon et acide aminé.

L’ARNm, I’ARNt et le ribosome font un ménage a trois pour assurer le décodage de
I'information génétique (figure 6). Concernant la traduction, bien qu’il existe des variations

mécanistiques entre les archées, les procaryotes et les eucaryotes, certains mécanismes
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moléculaires de ce processus restent parmi les plus conservés au sein du vivant (Ganoza et al.,
2002). La fonction de ’ARNt comme molécule adaptatrice fut une découverte tres importante

dans le domaine de la biologie et dans la compréhension des mécanismes de la traduction.

2. L’acide ribonucléique de transfert : la molécule au centre de la traduction.

2.1. Le repliement des ARNt

2.1.1. Structure primaire.

Les ARNt sont des molécules d’acides ribonucléiques faisant 76 a 98 nucléotides. Aprés leur
transcription, les ARNt sont composés d’une succession de quatre types de nucléotides
canoniques (A, U, C et G), mais également de pseudouridine (V) et de ribothymidine (rT) des
modifications de I'uridine et de la thymidine respectivement (Hoagland et al., 1958). Nous
avons vu que les ARNt sont composés de trois éléments : un groupement phosphate lié a un
ribose, lui-méme relié a une base azotée. La premiere molécule d’ARNt entiere a été
séquencée en 1965 (Holley et al., 1965). Aprés de nombreuses années d’études sur les ARNt,
un systéme conventionnel a été adopté pour numéroter les nucléotides dans la séquence de
I’ARNt : du numéro 1 pour celui situé a I'extrémité 5’ jusqu’au numéro 76 pour celui situé a
I'extrémité 3’. Les trois nucléotides de I'anticodon portent ainsi les numéros 34, 35 et 36
(figure 3). L'alignement des séquences des ARNt a permis de mettre en lumiére qu'ils
contiennent des nucléotides invariants et semi-variants a des positions relativement
identiques (figure 7). Les nucléotides invariants sont représentés par les lettres classiques : A,
U, C, G, T et W. Les lettres, représentant les nucléotides semi-variants, R, Y et H évoquent,
respectivement, les purines, pyrimidines et les purines hautement modifiés (Kahn, 1989). La
majorité de ces nucléotides conservés sont impliqués dans les interactions intramoléculaires,

qui stabilisent le repliement de I’ARNt.
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Figure 7 Représentation et numérotation des nucléotides dans la structure secondaire de I’ARNt. Les cinq
régions des ARNt sont nommées sur la Figure. Les positions nommées A, G, U, C, T ou W représentent des
nucléotides invariants toujours présents et les positions nommées R, Y ou H représentent les nucléotides semi-
variants. Les symboles a et 8 dans la boucle D représentent les positions variables (positions 16 et 20) occupés
trés souvent par une dihydrouridine. D’aprées Kahn, 1989.

2.1.2. Structure secondaire

Les ARN ont la capacité de se replier sur eux-mémes, d’adopter des structures secondaires
stabilisées par I'appariement des bases complémentaires de type Watson-Crick (A-U, C-G) et
parfois G-U. Les ARNt, quant a eux, adoptent une structure secondaire trés stable et
conservée en forme de feuille de trefle (Holley et al., 1965). Cinqg régions sont ainsi formées
par cette structure secondaire et sont communément appelées comme suit : la tige-boucle D,
ou bras D, dénommeée ainsi car elle contient souvent une ou plusieurs dihydrouridines (D) ; la
tige-boucle anticodon (AC) ou bras AC; la région variable; la tige-boucle T ou bras T,
dénommée ainsi car elle contient souvent une ribothymidine (rT) en position 54 ; et la tige
acceptrice. Cette derniére tige ne possede pas de boucle car elle contient les extrémités 5’ et
3’ de lamolécule. A I'extrémité 3’, les ARNt présentent une séquence ubiquitaire, CCA, ajoutée
par une transférase de nucléotides, nommée I'ARNt nucléotidyl-transférase ou CCAse,
permettant I'attachement de I'acide aminé correspondant par I'amino-acyl transférase. La
tige acceptrice est formée par 7 paires de bases et 4 nucléotides, incluant la séquence CCA. Le
bras D est composé de 15 a 18 nucléotides, avec 3 a 4 paires de bases et 7 a 11 nucléotides

localisés dans la tige et dans la boucle, respectivement. La région variable, comme son nom
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I'indique, présente un nombre de nucléotides variables (figure 7), allant de 4 a 5 nucléotides
mais pouvant s’allonger de 13 a 21 nucléotides pour les ARNt>", ARNt"" et ARNt"" des
bactéries (Rich et RajBhandary, 1976). La taille variable de cette région permet de classifier les
ARNt selon deux classes : la classe | est composée des ARNt possédant 4 a 5 nucléotides dans
le bras variable ; et la classe Il, ou le bras variable possede 12 a 21 nucléotides (Juhling et al.,
2009; Chan et Lowe, 2016). La tige AC contient 5 paires de bases, tandis que la tige T en
contient 5. Les boucles AC et T ont une longueur constante de 7 nucléotides. La conservation
de la taille de la boucle AC lui confére 3 nucléotides invariablement numérotés 34, 35, 36, qui

forment I’anticodon.

2.1.3. Structure tertiaire

La premiére structure tridimensionnelle d’'un ARNt résolue est celle de I'ARNt""® de
Saccharomyces cerevisiae (Rich et Kim, 1977). Les extrémités de cette structure sont
constituées de la tige acceptrice et de la boucle anticodon. Les structures cristallographiques
a haute résolution ont permis d’observer de nombreuses interactions stabilisant le repliement
tertiaire (figure 8 A). La tige T s’empile sur la tige acceptrice formant la premiére branche du
L tandis que les tiges D et anticodon forment la seconde branche perpendiculaire a la
premiére. La boucle T, quant a elle, s’empile sur la boucle D, formant le coude de la forme L.
Cet empilement est stabilisé par des liaisons hydrogenes entre les bases ou entre les bases et
les groupements du squelette sucres-phosphates (figure 8 B). Le bras D réalise un grand
nombre d’interaction, d’une part avec la boucle T et d’autre part avec la tige acceptrice. Les
appariements entre les nucléotides Gis - Css, Gig - Uss, U1g - Cse, Azs - Gas et Gig - Cse
maintiennent la structure tridimensionnelle. Il existe également des appariements entre trois
nucléotides : Ug - A14 - Az1, G1o - C25 - Gaa, Ag - U1z - Azz et Ci3 - G2z - Gae. Des appariements de
type Hoogsteen inverse Us — A14 et rTsa — Asg conservés participent aussi a la stabilisation des

boucles D et T (Quigley et Rich, 1976).
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Figure 8 Structure cristallographique de ’ARNt"® de Saccharomyces cerevisiae (code PDB 1EHZ). A : Les cinqg
régions des éléments de structure secondaire de ’ARNt" ™ sont représentées par des couleurs différentes. B :
Interaction tertiaire entre les bases nucléotidiques conférant la structure tridimensionnelle en forme de L des
ARNt.

La structure en U-turn est un motif caractéristique des ARN et correspond a un
changement de direction du squelette de la chaine nucléotidique pouvant étre causé par la
présence d’une uridine. Dans les ARNt, la boucle AC possede un motif U-turn canonique induit
par la présence d’une uridine invariante en position 33 (Uss3), en 5’ de I'anticodon (Agris et al.,
2007; Gustilo et al., 2008; Sundaram et al., 2000). Cette uridine, s’empilant sur les bases 32 et
35, est essentielle pour le maintien et la conformation du U-turn de la boucle AC (Ashraf et
al., 1999). Cette conformation est cruciale pour la reconnaissance codon-anticodon et la
translocation (Phelps et al., 2002) (figure 9), assurant une distance de 75 A entre le domaine
AC et I'extrémité de la tige acceptrice qui porte I'acide aminé (Ramakrishnan, 2002). Cette
distance est optimale pour permettre a ’ARNt de lire 'ARNm, via 'appariement codon -
anticodon, tout en délivrant I'acide aminé au ribosome, via I'extrémité 3’ lors de la traduction
(Ramakrishnan, 2002). Ainsi, le repliement canonique en forme de L des ARNt est trés

finement lié a sa fonction.
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Figure 9 Structure tridimensionnelle de ’anticodon, les bases de 34 a 36 correspondent aux bases de I’AC. Un
motif " U-turn " est engendré par la présence de I'uridine 33. La structure de la boucle AC provient de ’ARNt®"
de Thermus thermophilis (code PDB 2CVO).

2.1.4. L’ARNt mitochondrial

Les mitochondries contiennent un génome réduit et linéaire, sont capables de leur propre
synthése protéique. Le séquencage du génome de la mitochondrie a permis de mettre en
évidence une origine bactérienne aux mitochondries contribuant a I’élaboration du modele
endosymbiotique. Les génomes mitochondriaux codent pour deux classes majeures de genes
conservés. La premiere classe est composée des génes nécessaires a la production d’énergie,
telle que les sous-unités des complexes de la chaine respiratoire. La seconde, quant a elle, est
composée des facteurs requis pour la traduction, telle que les ARNt. La traduction des
protéines codées dans le génome mitochondrial nécessite au moins 20 a 22 ARNt différents,
selon le code génétique et les regles du "wobble". Lorsque le génome mitochondrial n’encode
pas un ARNt spécifique, celui-ci est importé du cytoplasme de la cellule (Salinas-Giegé et al.,
2015). De nombreux génomes mitochondriaux expriment des ARNt tronqués. Par exemple,
I’ARNt>®"ccu mitochondrial chez les mammiféres ne possédent pas la tige D (Putz et al., 2007;
Schimmel, 2018) (figure 10 A). Malgré ces changements de la structure secondaire, des études
structurales montrent que le repliement tridimensionnel en forme de L est préservé,

conservant la distance minimale de 75 A entre I’extrémité CCA, localisée en 3’, et I'anticodon
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qui est requise pour la traduction au sein du ribosome (figure 10 B) (Suzuki et al., 2011)

montrant que la structure tridimensionnelle de ’ARNt a été conservée au cours de I'évolution.
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Figure 10 Structure secondaire (A) et tridimensionnelle (B) de ’ARNt>*"scy mitochondrial de vache (Bos taurus)
montrant la conservation de la structure tertiaire de I’ARNt**"agy malgré I'absence du bras D, d’aprés Watanabi
etal., 2014.

2.2. Fonctions des ARNt.

La structure tridimensionnelle en forme de L implique que les ARNt au sein des organismes
interagissent avec des partenaires semblables, tels que le ribosome et les facteurs de
traductions. Les variations de séquences, quant a elles, sont impliquées dans des associations
spécifiques avec d’autres partenaires, tels que les aminoacyl - ARNt synthétases (aaRS) qui
différent selon I’acide aminé correspondant au codon de ’ARNm (Pang et al., 2014). Les aaRS
activent 'acide aminé par hydrolyse de I’ATP, formant un complexe aminoacyl - AMP puis
catalysent le transfert de I’acide aminé activé sur la fonction hydroxyle 2’ ou 3’ de I'adénosine
A76 de I’ARNt substrat en libérant une molécule d’adénosine monophosphate (AMP), selon la
classe de I'aaRSs (figure 11) (Alford et Hecht, 1978; Cusack et al., 1991; Eriani et al., 1995). Ces
enzymes doivent étre tres spécifiques vis-a-vis de I'acide aminé et de I’ARNt sur lequel I'acide
aminé doit étre chargé ; on considére qu’elles sont tres fiables puisqu’elles produisent moins

d’une erreur pour 10 000 catalyses (Yarus, 1979; Kurland, 1992).
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Figure 11 Représentation schématique du chargement de I’acide aminé sur son ARNt correspondant en deux
étapes. L’aaRS reconnait ’ARNt non aminoacylé. En présence de I'acide aminé et d’'une molécule d’ATP,
I’enzyme hydrolyse I’ATP et forme un aminoacyl-adénylate. Puis, ’aaRS par une réaction d’estérification,
transfert I’acide aminé sur la position 2’ ou 3’OH du ribose de I’adénosine situé a I’extrémité 3’ de ’ARNt selon
la classe de I'aaRS.

2.2.1. Latraduction

Chez les eucaryotes et les procaryotes, les ribosomes sont composés de deux sous-unités
formées par les ARN ribosomaux (ARNTr) et les protéines ribosomales (figure 5). La petite sous-
unité présente trois sites différents requis pour la synthése de la chaine polypeptidique ; les
sites A (aminoacyl), P (peptidyl) et E (exit). Pendant la traduction, ’ARNm est lu dans le sens
5’ vers 3’ par le ribosome. L’anticodon de I’ARNt (position 34, 35 et 36) s’apparie, via des
liaisons hydrogenes, sur trois nucléotides du codon de I’ARNm ; la base 34 s’apparie a la
troisiéme base du codon, la base 35 a la seconde et enfin la base 36 a la premiere. La premiere
étape de la traduction est I'initiation : un ARNtMetinitiateur décode le codon AUG de ’ARNm
et se positionne a la petite sous-unité ribosomale au niveau du site P (figure 12 A). Suite a
cette interaction, la grande sous-unité ribosomale se lie a la petite pour former le ribosome,
sous l'action des facteurs d’initiation de la traduction spécifiques aux procaryotes et
eucaryotes, et ainsi la synthése de la chaine polypeptidique débute. Les ARNt élongateurs,
guant a eux, vont décoder les codons suivants de ’ARNm et se lient au site A du ribosome
(figure 12 A). Lorsque I’ARNt aminoacylé est fixé au site A, le polypeptide en formation fixé sur
I’ARNt qui le précede au site P est transféré vers ’ARNt élongateur positionné au site A, via

une réaction de transpeptidation (figure 12 B). Lorsque la liaison peptidique est formée, le

22



ribosome se transloque sur le codon suivant. L’ARNt déacylé au site P est transféré au site E
et relargué du ribosome. L’ARNt liant le polypeptide se trouve au site P, libérant le site A pour
que le prochain ARNt puisse s’y fixer (Reece et al., 2011) (figure 12 C). Le processus se répéte
jusqu’a la lecture d’un codon STOP (UAA, UGA, UAG). Lorsqu’un codon STOP est reconnu, des
facteurs de relargage sont mobilisés et la chaine polypeptidique est libérée de I’ARNt par

hydrolyse de la liaison peptidyl-ARNt au niveau du site P (Nakamura et al., 1996).

LARNt initiateur qui reconnait le codon
AUG occupe déja le site P. UARNt interagit
sur le codon correspondant de 'ARNm au
site A.

La chaine polypeptidique est
en cours de synthése.

Translocation au sein du C
ribosome dans le sens 5’ - 3
déplacant 'ARNt et la chaine
polypeptidique. UARNt non
aminoacylé qui était au site P
se retrouve au site E et est
exclu du ribosome.

L'acide aminé du site P forme une
liaison covalente avec I'acide aminé
du site A suivie d’un transfert de la
chaine peptidique en cours de
synthése du site P vers le site A.

Figure 12 Schéma des différentes étapes de traduction. A : Apres la reconnaissance de I’ARNt initiateur au sein
du site P du ribosome qui décode le codon AUG, un ARNt élongateur interagit avec le codon suivant au site A.
B : Une réaction de transpeptidation est catalysée entre I’acide aminé du site P et I’acide aminé du site A. C:
Lorsque la liaison covalente est formée, le ribosome se déplace sur 'ARNm et transloque I’ARNt et la chaine
polypeptidique naissante au site P. L’ARNt non aminoacylé restant au site P est transloqué au site E et expulsé
du ribosome.

Outre la discrimination entre les ARNt des différents codons, celle entre les ARNt
initiateurs et les ARNt élongateurs est également cruciale pour I'efficacité et fidélité de la
traduction. Les ARNt sont donc des molécules adaptatrices essentielles assurant le décodage
de I'information génétique. Plusieurs codons peuvent coder un acide aminé identique. Le code
génétique est donc dit "dégénéré". Il existe donc des ARNt qui portent des séquences
anticodon différentes et sont chargés d’un méme acide aminé; ce sont des ARNt iso-
accepteurs. Chez certains eucaryotes, des ARNt possedent la méme séquence anticodon, mais
une séquence nucléotidique différente sur le corps de ’ARNt : ce sont les ARNt isodécodeurs
(Schimmel, 2018). A ce jour, le nombre d’ARNt différents s’éléve de 30 a 46 selon les

organismes, ce qui est insuffisant pour décoder la totalité des codons.
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2.2.2. Fonctions alternatives des ARNt.

Ainsi, I’ARNt présente un rbéle majeur dans la traduction. Malgré cette implication
indispensable et universelle au sein des organismes, les ARNt peuvent étre détournés de leur
fonction majeure dans la traduction pour participer a des activités différentes au sein des étres

vivants (Chatterjee et al., 2018) (figure 13).
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Figure 13 Fonctions alternatives des ARNt au sein de divers processus cellulaires.
A: Le glutamate de ’ARNt®" joue le réle de co-facteur dans la synthése de I’acide 5-aminolevulinique (ALA)
qui lui-méme est impliqué dans la formation de la porphyrine. B : Certains acides aminés des ARNt sont
impliqués dans la synthése du peptidoglycane chez les bactéries a gram +. C : Les ARNt peuvent servir d’'amorce
a la transcriptase inverse lors de la réplication de certains ARN viraux. D : Les piRNA empéchent I’expression
de certains génes transposons. E. Lors de lésions a ’ADN, des ARNt non matures s’accumulent dans le noyau
et active la transcription du gene gcn4.

Par exemple, chez les archées, les plantes et certaines bactéries, le glutamate de
I’ARNt®" participe a la synthése de I'acide 5-aminolevulinique qui assure la synthése de la
porphyrine (Jahn et al., 1992) (figure 13 A). Egalement, les ARNt aminoacylés peuvent servir
de sources d’acide aminés utilisés pour d’autres voies biochimiques, telles que la biosynthese
du peptidoglycane chez les bactéries a gram positive (Dare et Ibba, 2012; Shepherd et Ibba,
2013b, 2013a) (figure 13 B). Dans les cellules de levure traitées par des agents entrainants des
dommages a I’ADN, I"'accumulation rapide des pré-ARNt dans le noyau active la transcription
de gcn4 qui inhibe la phase G1 du cycle cellulaire (figure 13 E). De plus, il a été observé que

I’activation de Gcn4 potentialise la synthése générale des protéines, tout en induisant en
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méme temps I'expression des protéines nécessaires a I'adaptation au stress (Mohler et al.,
2017; Chatterjee et al., 2018). Certains ARNt peuvent aussi servir de premiere amorce lors de
I'initiation de la transcription inverse des rétrovirus et de certains rétrotransposons (Marquet
et al., 1995) (figure 13 C). En effet, le virus HIV1 (Human Immunodeficiency virus 1) utilise
I’ARNt comme amorce de la transcriptase inverse des lentivirus lors de la synthese du brin
complémentaire de I’ARN viral permettant I'intégration de I’ADN du virus au noyau (Zaitseva
et al., 2006). Enfin, piRNA, pour PIWI interacting RNA, sont des petits ARN de 24 a 31
nucléotides, qui ont un role dans la régulation des genes cellulaires, et dans I'extinction des
transposons (Iwasaki et al., 2015). Ces piRNA sont composés a partir des moitiés de séquence

5’ des ARNt**Pgyc et ARNt"*cus (Honda et al., 2013) (figure 13 D).

2.3. Synthese des ARNt

2.3.1. Régulation de la synthése des ARNt.

La synthése des ARNt est un processus complexe qui se déroule en plusieurs étapes incluant
la synthése du transcrit initial et la maturation de I’ARNt précurseur, aboutissant au
chargement de I'acide aminé a I'extrémité 3’. Le mécanisme de production est hautement
performant. Entre deux divisions cellulaires, environ trois millions d’ARNt sont produits au
sein de I'organisme modéle Saccharomyces cerevisiae, contre 60000 pour les ARNm (Waldron
et Lacroute, 1975). Ces chiffres montrent que la production des ARNt contribue en grande
partie aux dépenses énergétiques de la cellule (Boguta et Reese, 2018). Avant la
reconnaissance par les aaRS ou par des protéines de la machinerie de traduction, les ARNt
doivent subir de nombreuses étapes de maturation. Tout d’abord, le géne est transcrit en
ARNt précurseur pourvu d’une séquence de nucléotides canoniques (A, U, C, G) et possédant
20 nucléotides de plus que dans la molécule mature ; ces séquences supplémentaires sont

nommeées extensions 5’ et 3, en gris sur la figure 14 (Ramsay et Vannini, 2018).
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2.3.2. Maturation des extrémités

D
B c RNase Il E
RNase BN'
RNase E RNase PH enzyme d'ajout
RNase Il RNase Z duCCA
A
RNase P

ARNt précurseur

Figure 14 Etapes de maturation de I’ARNt précurseur. L’ARNt transcrit subit des étapes de maturation qui
consistent en I'excision des extrémités 5’ et 3’. A. L’endonucléase RNaseP clive I'extension 5’. D. L’extension 3’
est clivée par des exonucléases (Rnase I, RnaseBN’ et RNAse PH) et B. par des endonucléases (dont la RNase
Z). E. Une enzyme CCAse d’ajout de la séquence CCA a I’extrémité 3’ de I’ARNt finalise la maturation (dans
certains cas) de ’ARNt.

2.3.2.1. Maturation de I’extrémité 5’.
L’excision de I’extension a I'extrémité 5’ des ARNt précurseurs est réalisée par la ribonucléase
P (RNase P) (figure 14 A) (Walker et Engelke, 2006). Plusieurs sous-unités s’assemblent pour
former la RNase P. Dimérique chez les procaryotes, elle est composée des sous unités : RnpA
et RnpB. Plus élaborée chez les archées et les eucaryotes, elle est composée de plusieurs sous-
unités différentes. A titre d’exemples, chez I’'Homme, la RNase P est composée de 10 sous-
unités (Rpp14, 20, 21, 25, 29, 30, 38, 40, hPopl, 5) et chez Methanothermobacter
thermoautotrophicus, 4 sous-unités la composent (Mth11p, Mth687p, Mth688p et Mth1618p)

(Hartmann et Hartmann, 2003).

2.3.2.2. Maturation de I'extrémité 3’
Des endonucléases et des exonucléases s’allient pour former un ARNt mature et actif,
possédant la séquence CCA a I'extrémité 3’ (Hopper et Phizicky, 2003) (figure 14). Des
exonucléases permettent de digérer I'extrémité 3’ (figure 14 D). Aux cOtés de ces
exonucléases, la RNaseZ, une endonucléase conservée universellement, clive la liaison
phosphodiester entre les nucléotides 73 et 74 (figure 14 C). Cette RNAse appartient a la famille
des métallo-B-lactamases (de la Sierra-Gallay et al., 2005). Chez certaines bactéries et archées,
guelques ARNt possedent déja la séquence CCA aux positions 74, 75 et 76 (Vogel et al., 2005;

Hartmann et al., 2009). Chez Bacillus subtilis, I’ARNt substrat possédant une séquence CCA a
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la position 74 améliore 'activité catalytique de la RNaseZ. En effet la RNaseZ possede un Ku

2,5 fois plus faible pour un ARNt précurseur possédant une séquence CCA que pour un ARNt

précurseur possédant une séquence UAA (Pellegrini et al., 2003; Redko et al., 2007).

Egalement, I'activité RNaseZ peut &tre inhibée par la présence de I'extension a 'extrémité 5’

non encore clivée, ainsi le processus de la RNaseP précede l'activité endonucléase de la

RNaseZ, ce qui ordonne la maturation de I’ARNt précurseur (Kunzmann et al., 1998). Pour finir,

une enzyme CCAse vient ajouter la séquence CCA a I'extrémité 3’ (Augustin et al., 2003).

2.3.2.3. Epissage de I’ARNt

Chez les eucaryotes et les archées, la maturation de certains précurseurs d’ARNt fait de plus

intervenir I'épissage d’intron. Lintron est localisé majoritairement en 3’ de I'anticodon, entre

les nucléotides 37 et 38. Son excision fait intervenir une endonucléase, une ligase et une 2’

phosphotransférase (Abelson et al., 1998; Culver et al., 1997; Hopper et Phizicky, 2003) (figure

15).

La maturation de I’ARNt, plus simple que celui de ’ARNm, utilise un nombre limité de

protéines, chacune effectuant une réaction définie. L'ARNt mature possede une demi-vie

longue (estimée a 50 heures dans les cellules des muscles de poulet) (Nwagwu et Nana, 1980),

3 jours dans les cellules de foie aviaire (Kanerva et Maenpaa, 1981) qui atteste de sa stabilité.

co>w

Figure 15 La réaction d’épissage des introns des pré-
ARNTt se réalise en trois étapes. Le pré-ARNt est clivé
par une endonucléase. Les produits de réaction de
I’endonucléase sont les deux moitiés épissées de
I’ARNt et I'intron linéaire avec des extrémité 5’-OH et
3’-P0O4- cyclique. Les deux moitiés d’ARNt sont ensuite
utilisé comme substrat pour la réaction de ligation.
L’enzyme ARNt-ligase catalyse la réaction de
phospho-estérification entre les extrémités 3’OH et
5’PO4-. Enfin une 2’phosphotransférase catalyse le
transfert du 2’-PO4-, présent au site 5’ épissé, au NAD.
Ces deux derniéres étapes ne sont pas schématisées
sur la figure ci-contre. D’aprés Hopper et Phizicky,
2003.
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2.4, Modifications des ARNt

Les nucléotides composant I’ARNt sont le siege de nombreuses modifications chimiques post-
transcriptionnelles, impliquées d’une part dans la stabilité de la structure tridimensionnelle et
d’autre part dans I'efficacité et la fidélité de la traduction. A I'exception des nucléotides
modifiées queuosine et archeaosine qui sont introduites dans I’ARNt a la place d’une
guanosine par un mécanisme de transglycosylation (Ishitani et al., 2003) et I'addition
spécifique d’une guanosine supplémentaire a I'extrémité 5’ de I’ARNt" chez les levures par
une guanylyltransférase (Nakamura et al., 2018), la majorité des modifications sont réalisées
sur des nucléotides déja présents sur les ARNt. La nature de ces modifications varie et celles-
ci peuvent étre localisées sur les différents atomes des nucléotides (Boschi-Muller et Motorin,

2013).

2.4.1. Modifications post-transcriptionnelles des ARNt

Des études ont montré que les modifications chimiques des nucléotides d’ARNt peuvent se
produire dans le noyau des organismes. En effet, des ARNt™" de la levure ont été injectés dans
des noyaux d’ovocytes de Xenope, certaines modifications ont été identifiées sur ces transcrits
précurseurs avant maturation (Melton et al., 1980; Nishikura et De Robertis, 1981). Cependant
la majorité des modifications sont effectuées aprés maturation des ARNt, dans le cytoplasme
(Morin et al., 1998), apres |’excision des extrémités 5’ et 3’ et I'ajout de la séquence ubiquitaire
CCA. Apres ces étapes de maturation, ’ARNt est soumis a de nombreuses modifications
chimiques post-transcriptionnelles. Le premier nucléotide non canonique, la pseudouridine
W, est identifié dans les années 1950. La W consiste en une isomérisation de 'uridine. Le C® du
noyau uracile est activé par une attaque nucléophile (réalisée par un aspartate conservé),
conduisant a la rupture de la liaison glycosidique entre le ribose et le noyau. Le noyau subit

alors une rotation et une nouvelle liaison entre le C°> et C! du ribose se forme (Pan et al., 2003).
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Figure 16 Distribution des nucléotides modifiés par type d’ARN (A), et sur les ARNt selon les domaines du
vivant (B). Chaque couleur de fond correspond aux modifications chimiques d’un type d’ARN ou aux
modifications des ARNt d’'un domaine du vivant. B : Les nucléotides modifiés retrouvés dans les trois domaines
du vivant sont a I'intersection des trois cercles. Les chiffres en exposant indiquent la position des groupements
chimiques sur la base azotée du nucléotide. Adapté des bases de données MODOMICS (Machnicka et al., 2013)
et RNAMDB (Cantara et al., 2011).
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2.4.2. Fréquence et distribution des modifications post-transcriptionnelles

des ARNt.

Les progreés des méthodes de séquencage ont permis de référencer plus de 172 différentes
bases modifiées (Cantara et al., 2011; Boccaletto et al., 2018) avec une forte occurrence et
diversité au sein des ARNt (Sokotowski et al., 2018) (figure 16 A). Environ 91 modifications
différentes sont enregistrées au sein des ARNt, avec quelques rares modifications retrouvées
au sein de tous les étres du vivant (Sokotowski et al., 2018) (figure 16 B). Les ARNt
appartiennent ainsi a la famille d’ARN la plus modifiée, avec en moyenne 17 % de nucléotides
modifiés sur un ARNt (Jackman et Alfonzo, 2013). La nature de ces bases modifiées peut aller
de simples modifications chimiques, telles que des méthylations, des nucléotides a des ajouts
de groupements chimiques plus complexes. Les modifications sont localisées de fagon tres
diverses sur I'ensemble de I’ARNt. Elles affectent n’importe quel type de base mais certaines

positions sont plus fréquemment modifiées (figure 17).
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Figure 17 Représentation schématique de la proportion de modification des nucléotides de ’ARNt. Chaque
nucléotide est coloré en fonction du pourcentage d’ARNt chez lesquels cette position est modifiée. Les
nucléotides non colorés sont tres faiblement modifiés. Les numéros (20, 34, 37, 54, 55) sont les positions les
plus modifiées. Adapté de la base de données MODOMICS (https://iimcb.genesilico.pl/modomics/)
(Machnicka et al., 2013).

Les nucléotides majoritairement modifiés se situent dans les boucles T, D, dans la région
variable (positions 46, 47 et 48) et dans la boucle anticodon (position 32, 34, 37 et 39). Il a été

observé que les positions 32 et 37 de la boucle anticodon, 54, 55 et 58 de la boucle T et 48 de
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la région variable sont des positions de nucléotides dits "invariants" (c’est a dire possédant
toujours la méme base) (cf. § 2.1.1. page 16) et sont souvent modifiées. A noter également
gu’au niveau des positions 34 (position du "wobble") et 37 (celle qui suit la derniére base de
I’anticodon) une grande diversité de modifications est retrouvée, alors que les bases 35 et 36
subissent trés peu de modifications (Machnicka et al., 2013). Ainsi, les nucléotides conservés
a certaines positions précises sont souvent le lieu d’'une forte variabilité de modifications post

transcriptionnelles (cf. § 2.1.1. page 16) (Jackman et Alfonzo, 2013).

On peut distinguer deux catégories de modifications selon leur localisation sur I’ARNt.
La premiére concerne les modifications au niveau du corps de I’ARNt. La seconde, quant a elle,
concerne les modifications localisées au niveau du bras anticodon. Ces deux classes sont
impliquées soit dans la stabilité de 'ARNt pour favoriser les interactions avec certaines
enzymes ou soit dans l'appariement codon-anticodon pour réguler les mécanismes de

traduction (Lorenz et al., 2017).

Egalement, les modifications sur les ARNt sont classifiées selon leur degré de
complexité. La premiere classe est celle des modifications chimiques dites simples car elle
nécessite une seule réaction enzymatique. Il peut s’agir de méthylation, d’isomérisation, de
thiolation ou de réduction. La seconde classe, quant a elle, regroupe les modifications dites
complexes, et sollicitent plusieurs réactions enzymatiques, telles que l'isopentylation et la
thréonylcarbamoylation (Sokotowski et al., 2018). Il convient de noter que la plupart des
modifications dans le corps de I’ARNt sont des modifications simples, tandis que la plupart des
modifications complexes sont introduites dans la région de la boucle anticodon des ARNt

(Grosjean et Westhof, 2016).

2.5. Effet des modifications

Il est important de noter que les fonctions biologiques des ARN, et particulierement les ARNt,

au sein des cellules sont dépendantes de ces modifications.

Au sein de tous les ARNt, des modifications ont été identifiées, certaines sont
universelles, suggérant leur conservation au cours de I’évolution et donc leur nécessité a la
survie des organismes. Les modifications essentielles sont, de plus, treés souvent localisées au
niveau de la boucle AC. Les modifications en dehors de la boucle anticodon ne semblent pas,

guant a elles, essentielles a la survie cellulaire (Han et Phizicky, 2018). La structure des ARNt
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en forme de L, y compris pour les ARNt qui ne possedent pas de bras D, a été conservée au
cours de I'évolution, permettant d’'une part, d’assurer la reconnaissance des codons par
I’extrémité anticodon et, d’autre part, d’assurer la synthése polypeptidique par I'extrémité 3’

de I’ARNt au sein du ribosome.

La comparaison des structures cristallographiques de I’ARNt""® de Escherichia coli non
modifié (Byrne et al., 2010) et de I’ARNt""® de Saccharomyces cerevisiae modifié (Robertus et
al., 1974) révéle de légeres différences concernant la structure tertiaire, sans toutefois altérer
la structure globale en forme de L. L'ARNt non modifié possede donc, déja avant maturation,

sa forme canonique en L.

2.5.1. Effet des modifications sur la structure tridimensionnelle des ARNt.

Comme mentionné précédemment, les modifications en dehors du bras AC peuvent avoir un
effet sur la structure tridimensionnelle des ARNt (Helm, 2006). Des exemples, non exhaustifs,
seront décrit dans cette partie.

Il est admis que le maintien de la structure de I’ARNt est majoritairement assuré par
les interactions tertiaires dans la partie coudée de la molécule, ou les boucles D et T s’empilent
(figure 8) (Zagryadskaya et al., 2004). Il a été vu précédemment que certaines positions de
I’ARNt sont souvent le lieu de modifications post-transcriptionnelles (cf. § 2.4.2. figure 17)
telles que les positions 20, 54 et 55. De plus, les modifications m>Uss, Wss et m'Asg sont
conservées au sein des trois domaines du vivant (figure 16 B). Il a été mis en évidence que
I’addition de ces groupements méthyles contribuent fortement a la stabilisation des
interactions tertiaires qui maintiennent la structure tridimensionnelle de I’ARNt, en favorisant
I’'empilement des bases grace au caractere hydrophobe de ces nucléotides modifiés (Agris et
al., 2017; Helm, 2006; Motorin et Helm, 2010). Aussi, la modification N*-méthylguanosine
perturbe I'appariement canonique G-C en ajoutant un groupement méthyl sur I'azote Ni. La
présence de ce nucléotide modifié, m'Gg, chez ’ARNtY* mitochondrial stabilise sa structure
tridimensionnelle en forme de L (Voigts-Hoffmann et al., 2007). A l'inverse, une grande
flexibilité est promue lorsque la dihydrouridine est présente sur les ARNt des archées
psychrophiliques et hyperthermophiles (Grosjean et Oshima, 2007; Ishida et al., 2011). Cette
modification semble empécher certains appariements canoniques de type Watson-Crick et
permettrait a I’ARNt de s’adapter aux environnements extrémes. De méme, la thiolation de la

ribothymidine en position 54 (s?Tss) maintient le sucre dans une conformation C3’-endo, a
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cause de la répulsion stérique entre le soufre et le groupement 2’0OH du ribose. Cette
modification s2Tss est spécifique des ARNt des organismes thermophiles et hyperthermophiles
et engendre notamment une augmentation de la température de fusion (Tm) de 3°C pour
I’ARNt"® de Thermus thermophilus (Yokoyama, 1987). Ainsi, les modifications post-
transcriptionnelles, localisées sur le corps des ARNt, peuvent stabiliser et rigidifier 'ensemble
de la structure, mais aussi peuvent assouplir ce repliement afin de favoriser I'interaction avec
des partenaires dans la cellule (Jackman et Alfonzo, 2013). Les modifications post-
transcriptionnelles semblent maintenir une balance entre stabilité et flexibilité de I’ARNt, en

fonction de I’environnement.

Il a été également observé que I'acquisition de nouvelles modifications peut dépendre de
I’existence au préalable de nucléotides modifiés. Ce phénomeéne est connu, dans la littérature,
sous le nom de "circuit des modifications" (Boguta et Reese, 2018; Han et Phizicky, 2018;
Sokotowski et al., 2018). Par exemple, chez Thermus thermophilus, un circuit de modifications
est mis en place en réponse aux hautes températures. La modification s?Tss est stimulée par
la présence préalable de la modification m'Ass (Yokoyama, 1987; Shigi et al., 2006). Les
modifications Gm1s et m'Gs7 sont acquises aprés la modification m’Gas en réponse aux hautes
températures (Tomikawa et al, 2010). Egalement, la modification 5-methyl-2-thiouridine
(m>s?) aux positions Uss ou m*Asg n’est pas observée si une pseudouridine en position 55 (W55)

est déja présente en réponses aux basses températures (Ishida et al., 2011).

Les circuits de modification ne sont pas spécifiques aux nucléotides localisés sur le corps
de I'ARNt, ces évenements ont été observés, également, sur la boucle AC, dont un autre

exemple sera évoqué au § 2.5.1.2.

2.5.1. Effet des modifications sur le bras AC.

Les modifications a proximité des trois bases de I'anticodon, au sein du bras AC, sont
importantes pour le maintien de la structure tridimensionnelle de la boucle anticodon en
stabilisant cette derniere et en prévenant les appariements potentiels de certaines bases
adjacentes. La plupart des exemples bien documentés de modifications se produisent dans la
région de la boucle anticodon et impliquent des modifications aux positions 34 et 37 qui sont
tres fréqguemment modifiées et pour lesquelles les modifications les plus complexes sont

retrouvées (Han et Phizicky, 2018; Barraud et Tisné, 2019). Les modifications des bases 34 et
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37 influencent directement I'appariement de I'anticodon avec le codon de ’ARNm au sein du

ribosome, modulant la traduction.

2.5.1.1. Lecasdelabase 34 ou" Wobble " base.

La position 34 admet des appariements non Watson-Crick, permettant a un méme ARNt de
lire plusieurs codons dont la troisieme base diverge : c’est la théorie du "wobble" énoncée par
Francis Crick en 1966 (G peut s’apparier avec U). Cependant les propriétés physico-chimiques
de la base 34 non modifiée ne sont pas suffisantes pour expliquer toutes les possibilités
d’appariements codon-anticodon observées expérimentalement. En fait, le phénomene du
"wobble" repose en grande partie sur la présence de nucléotides modifiés en position 34. En
effet, 39 modifications sont identifiées sur la "wobble" base, devenant une des bases les plus
modifiées des ARNt, en particulier quand cette derniére est une uridine U (Bjork et al., 1987;
Yokoyama et al., 1985). La base 34 est donc hyper-modifiée et ces modifications peuvent
étendre ou restreindre I'appariement "wobble" (" extended " ou " restricted wobble ") (Agris
etal., 2017). L’extension signifie qu’en plus de I'appariement possible entre une uridine et une
guanosine, s’ajoute la possibilité de I'appariement avec une cytosine. La restriction, par la
présence d’'une modification sur la base 34, limite I'appariement avec sa base complémentaire
ou la change avec une autre base. Les modifications chimiques de la base 34 résolvent le
probleme causé par les codons synonymes, qui sont reconnus par différents ARNt iso-
accepteurs. Voici des exemples non exhaustifs de modifications sur la base 34 qui sont

récapitulés a la figure 19.

34



modifications Position 34 Appariementsans | Appariementavec Especes
anticodon modification avec modification avec
nucléotide du nucléotide du
codon codon
Q (queuosine) G C u Procaryotes
mQ (mannosyl- G C u Eucaryotes
queuosine)

I (Inosine) A u A G U Procaryotes
mcmp>s?2 U A G A Eucaryotes
mnm>s2 U A G A G Procaryotes

cmo® U A, G A G,C U Procaryotes

mo> (methoxy) U A, G A G,C U Procaryotes

k2 (lysidine) C G A Procaryotes
agm? (agmatidine) (@ G A Archées

ac*(acetyl) C G G Procaryotes

Figure 19 Exemples tirés de la littérature de modifications de la base 34 et effet sur 'appariement anticodon-
codon.

La présence d’'une queuosine, chez les bactéries, ou d’'une mannosyl-queuosine chez
les eucaryotes, a la place d’une guanosine en position 34 favorise I'appariement avec une
uridine plutét qu’avec une cytosine (Harada et Nishimura, 1972; Meier et al., 1985). La
modification mcm®s? sur la base Uss des ARNtYSCINGU chez les eucaryotes est la modification
la plus caractérisée dans la littérature, elle consiste en une double méthylation par la
méthyltransférase Trm9-Trm112 et une thiolation par URM1 sur les positions C5 et C2
respectivement de I'uridine (Agris et al., 1973; Yokoyama et al., 1985; Lustig et al., 1993 ; Glatt
et al., 2012). Le nucléotide modifié mecm°s?U s’apparie de facon stricte a I"adénosine et
empéche I'appariement U-G, prévenant une mauvaise lecture des codons AUG (Met). La
lysidine sur la base Cs4 (k’Cs4) reconnait une adénosine au lieu d’une guanosine, et facilite le
décodage du codon AUA (lle) par I’ARNt"®cay au sein des bactéries en prévenant la lecture du
codon AUG (Met). Tandis que la modification N*-acetylcytidine (ac*C) sur les ARNtMetcay
prévient la lecture du codon AUA et favorise I'appariement avec le codon AUG (Harada et
Nishimura, 1974 ; Muramatsu et al., 1988b ; Weber et al., 1990 ; Matsugi et al., 1996 ;
Grosjean et Bjork, 2004). L’équivalent de la modification k?C au sein des archées est

I’agmatidine agm?C.

Au sein des bactéries, la modification mnm?®s? sur la base U34 des ARNt"Yyyu (ARNt iso-
accepteur unique pour la moitié des procaryotes) permet d’étendre le décodage du codon

AAA au codon synonyme AAG (Rozov et al., 2016). La paire wobble G — U a été caractérisée,
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le nucléotide modifié mnm>s2U34 forme deux liaisons hydrogénes identiques a celle de
I'appariement wobble, tandis que sous sa forme protonée, une liaison hydrogene
supplémentaire peut se former entre I'atome N3 de 'uracile avec le groupement amine de la

guanosine formant un état tautoméres rares (Rozov et al., 2016) (figure 20).

Appariement du type Watson-Crick Appariement Wobble
C /N G 2
e T U g \ ~~~~~~ 'y
N I? Appariement —‘< —“ ”\
\_7 J Wobble <\ /:" H=N / N \ # "_"; //
—
N—Hoeeeen o N H ?l ‘%
/ /7 _ 11 - N N
H H—N G
) U >=~ - Forme « énol » tautomérique rare

Forme « ceto » tautomérique fréquente

Figure 20 Différents types d’appariement de la base G avec les bases nucléotidiques. L’appariement Watson-
Crick (2 gauche) admet seulement des liaisons hydrogénes entre les paires de base G-C, trois liaisons
hydrogeénes stabilisent cet appariement. L’appariement " wobble " permet de former la paire de base G-U,
deux liaisons hydrogénes le stabilise. A droite un réarrangement des bases (via une forme énol tautomérique
rare) permet de stabiliser par trois liaisons hydrogénes la paire de base G-U.

La désamination de I'adénosine 34 en inosine |34 permet son appariement avec les bases A, U
mais aussi G. Chez les procaryotes, tres peu de genes codent les ARNtcnn. La modification Iz
permet de combler le défaut de ces ARNt décodant les codons NNG (Kanaya et al., 1999). La
modification cmo®U a la position 34 des ARNt?\yac d’Escherichia coli permet de décoder
efficacement les quatre codons valines GUU/GUC/GUA/GUG. Récemment, un nouveau
nucléotide modifié a été découvert : la methoxyuridine mo>Us4 qui, au sein des procaryotes
sur les ARNtA?, permet I'appariement de I’'Us4 avec les bases A, C, G et U (Ryu et al., 2018).
Dans les mitochondries, I’ARNtMetcay peut étre modifié par un groupement 5-formyle sur la
cytidine 34 permettant a cet ARNt modifié de reconnaitre et décoder le codon usuel AUG mais
également le codon AUA, alors que ce dernier est normalement assigné a l'isoleucine dans
I’'usage codon canonique (Agris et al., 2017; Haag et al., 2016; Jia et Higgs, 2008). Ces exemples
mettent en évidence que certaines modifications permettent a un seul ARNt iso-accepteur de
s’apparier a tous les codons synonymes. Au final, il a été mis en évidence que les modifications
de la base 34 induisent des changements physico-chimiques affectant I'appariement de

I’ARNt.
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En majorité selon les exemples documentés, les modifications de la base 34
engendrant une restriction de la paire "wobble" impliquent généralement la fidélité de la
traduction lors de la reconnaissance du codon initiateur AUG (Met), alors que les
modifications engendrant une liberté d’appariement semblent combler un défaut d’ARNt au

sein de I'espéce.

2.5.1.2. Lecas de la base 37 ou "dangling" base :

Tout comme la position 34, le nucléotide 37 de I'ARNt est la cible de nombreuses
modifications aux effets divers. La position 37, en 3’ de I'anticodon, est occupée par une
purine (majoritairement une adénine), qui est fortement modifiée (Westhof et Auffinger,
2001). La purine 37 change de conformation lors de la liaison a ’ARNt au sein du site A du
ribosome. Pour cette raison elle est appelée la " dangling base" (la base se balangant)
(Grosjean et al., 1976). En complexe avec ’ARNm au sein du ribosome, elle se positionne au-
dessus du couple formé par la troisieme base de I'anticodon, en position 36, et la premiére
base du codon de ’ARNm (Agris et al., 2007; Vare et al., 2017). La boucle AC non modifiée en
position 37 a tendance a adopter une conformation fermée en raison de liaisons hydrogenes
intra-boucle entre la base conservée Uss et la base purique a la position 37 (Stuart et al., 2000)

(figure 21 A).

Figure 21 Repliement de la boucle anticodon stabilisé par des appariements entre les bases en présence (B) et
en absence (A) de modifications sur la base 37. D’apres Stuart et al., 2000

Les modifications de la position 37 aident a ouvrir la conformation de la boucle AC,
prévenant l'appariement Watson-Crick avec des nucléotides voisins (figure 21 B) et

contribuent également a la formation de la structure canonique de demi-tour (U-turn)
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importante pour |'appariement codon-anticodon lors de la traduction. Voici, ci-apres,

guelques exemples de modifications de la base 37.

La modification 2-methylthio-N6-threonylcarbamoylation ms2t®As7 sur I'adénosine 37 de
I’ARNtY* chez 'Homme prévient I'appariement entre Uss et Asz, stabilisant la forme de la

boucle anticodon fonctionnelle pour la traduction (Vendeix et al., 2012).

La méthylation de la guanine 37 (m!Gs;) est une modification conservée a travers les 3
domaines du vivant et est présente dans les ARNt décodant les codons CNN et UNN, prévenant

les erreurs de décalage du cadre de lecture du codon (Goto-Ito et al., 2017).

La modification t®As7, qui consiste en I'ajout d’un groupement thréonyl-carbamoyle joue
un rdle similaire a la modification ms?t®As; mais dans les ARNt reconnaissant les codons ANN

(Stuart et al., 2000).

Une modification de la base 37 ajoute souvent un groupement hydrophobe (Bjork et al.,
1987), ce qui renforce 'empilement de la base 37 avec la base 38 dans la boucle AC (Witts et
al., 2013). Ceci a pour conséquence de maintenir I'appariement entre la base 36 de I'anticodon
et la premiére base du codon (Auffinger et Westhof, 2001) mais aussi de favoriser le
repliement de la boucle en conformation ouverte " u-turn " plus adaptée a I'appariement sur
'ARNm au sein du ribosome. Les modifications de la "dangling" base jouent donc un réle
important dans la structure de la boucle anticodon, ce qui confére un impact capital lors de la

lecture des codons de ’ARNm et donc I'efficacité et la fidélité de la traduction.
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Figure 22 Localisation des nucléotides modifiés sur la boucle AC de I'ARNt. D’aprés Krutyhotowa et al., 2019.

Beaucoup de modifications se trouvent généralement aux positions 34 et 37 des ARNt
(figure 22). De plus, les modifications retrouvées sur les nucléotides de la boucle AC sont
souvent dépendantes les unes des autres. Parmi les exemples récents de ces circuits de
modifications, la formation de wybutosine (yW) sur m!Gs; de ARNt"™, chez
Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae et Homo sapiens, est grandement
stimulée par la présence du 2’-O-methylribose des positions C3; (Cm) et Gsa (Gm) (Guy et al.,
2012; Guy et Phizicky, 2015; Guy et al., 2015); la 3-methycytidine (m3C) en position 32 est
fortement stimulée par la formation antérieure i°As; chez Schizosaccharomyces pombe et
Saccharomyces cerevisiae (Arimbasseri et al., 2016), ou par t®As7 (Han et Phizicky, 2018) ; alors
que la modification 5-methycytidine (m>C) a la position Css chez Schizosaccharomyces pombe
est stimulée par la formation antérieure que la queuosine (Q) au résidu 34 (Boschi-Muller et
Motorin, 2013). Pour finir, chez les procaryotes, la modification k’C semble possible si la
modification t°A est déja présente (Agris, 2004; Grosjean et Bjork, 2004; Sonawane et

Sambhare, 2015).

2.5.2. Défauts de modifications reliées a des maladies génétiques.

L'importance de certaines modifications post-transcriptionnelles des ARNt <s’illustre

également dans certains exemples de maladies génétiques.
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Il a été vu précédemment que l'acquisition de ces nucléotides modifiées est
maintenant reconnue pour stabiliser et réguler le repliement tridimensionnel, d’une part, et
affiner la reconnaissance et la lecture des 61 codons du code génétique, afin de synthétiser
de facon fidele les protéines, d’autre part. Selon leur complexité, ces modifications sont
synthétisées par une ou plusieurs enzymes et peuvent étre influencées par des modifications
antérieures a d’autres positions sur I’ARNt (circuit des modifications). L'étude des enzymes de
modifications a mis en évidence un lien direct entre le phénotype des organismes (voire des

pathologies chez 'Homme) et les modifications de I’ARNt. En voici quelques exemples.

Les méthyl-transférases Ftsl (chez I’'Homme) et Trm7 (chez Saccharomyces cerevisiae)
induisent la méthylation de la base 32 et 34 des ARNt*Y, ARNt""¢, ARNt"™. Des mutations dans
les génes codant FtsJ/Trm7 ont été reliées a des retards mentaux chez 'Homme et a des

défauts séveres de croissance chez la levure (Towns et Begley, 2012)

Le géne NOP2/SUN code une méthyltransférase qui catalyse la méthylation sur la
position 34 des ARNt'® mais également aux positions 48, 49 et 50 d’autres ARNt (Brzezicha et
al., 2006). Des mutations dans ce géne induisent chez 'THomme un syndrome autosomique

récessif entrainant des difficultés intellectuelles.

D’autres genes codant pour les enzymes de modifications sont reliés a I'apparition de
cancers : la surexpression de TRM12, qui catalyse la formation de la wybutosine sur la position

37 des ARNtPe, est observée dans les cellules cancéreuses du sein (Frye et al., 2016).

Pour finir, un défaut de la modification ms?t®A sur la base 37 des ARNt"Ys induit une
synthése anormale de la proinsuline. Ce dernier exemple relie les modifications aux

pathologies de diabéte de type Il (Wei et Tomizawa, 2012).

Ainsi, les modifications des ARNt présentent un réle central dans le développement
cellulaire des organismes (Torres et al., 2014). Il semblerait que les défauts de modifications
soient corrélés a I'altération de I'efficacité et de la fidélité de la traduction qui induit une
mauvaise synthése ou un mauvais repliement des protéines synthétisées (Sokotowski et al.,

2018).
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3. La modification t°A

3.1. La découverte d’un groupement supplémentaire sur la base 37

A partir des années 1960, la caractérisation de groupements chimiques sur les ARN s’est
accentuée fortement. Le premier groupement thréonine sur une adénosine des ARNt
d’Escherichia coli, de Saccharomyces cerevisiae et des tissus mammiféres (foie de veau), est
isolé par Chheda en 1969 (Chheda et al., 1969). Il a été montré depuis que la caractérisation
de ce dérivé d’adénosine par Résonance Magnétique Nucléaire notamment, résulte en I'ajout
d’un groupement thréonyle qui est lié par sa fonction amine via un groupement carbamoyle,
a l'azote en position 6 (N®) de I'adénosine 37 (As7) (figure 23). (Schweizer et al., 1969 ;
Takemura et al., 1969).

threonine

carbamoyl o OH O

Adénosine HN < - N CH
N

H OH
B
| P

Ribose

Figure 23 Structure chimique de la modification t°A sur I'adénosine 37. Une réaction de
thréonylcarbamoylation est catalysée sur la position N de ’adénine. En orange est représenté le groupement
thréonine et en gris le carbonyle.

Aprés la découverte du monde des archées, le nucléotide modifié est retrouvé
également sur ’ARNtMet de Thermoplasma acidophilus (Kilpatrick et Walker, 1981) puis sur
certains ARNt décodant les codons ANN au sein de tous les archées (Edmonds et al., 1991),
généralisant cette modification aux eucaryotes, procaryotes et archées. La conservation de
cette modification est donc I'objet de nombreuses études. L'évolution des techniques de
séquencage et la mise en place des banques de données (Sprinzl et Vassilenko, 2005; Sprinz|
et al., 1998) permettent de compléter la répartition des modifications sur les ARNt au sein des
domaines du vivant. Le nucléotide modifié t°A est alors retrouvé au sein de toutes les espéces,

y compris les mitochondries et chez les organismes aux génomes réduits, tels que les
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Mycoplasmes sur certains ARNt décodant exclusivement les codons ANN (Grosjean et al.,
1995). Ce caractere universel indique I'importance de cette modification pour la vie des

organismes.

Afin d’identifier la modification t®A, des substrats ARN radiomarqués sont injectés dans
I'ovocyte de xénope. Les ARNt radiomarqués sont ensuite purifiés avant d’étre digérés en
nucléosides et leur contenu analysé. Cette approche permet de suivre la cinétique des
réactions de synthése de t°A sans connaitre les enzymes qui en sont responsables (Grosjean
et al.,, 1987). Différents ARNt de Saccharomyces cerevisiae ont été injectés. Au final, le
structure en forme de L de ’ARNt et la maturation des extrémités 5’ et 3 sont nécessaires a la
thréonylcarbamoylation de I’'adénosine A37 (Morin et al., 1998). Ces études suggérent que,
pour que cette modification ait lieu, ’ARNt n’accepte que de légeres perturbations de sa
structure tridimensionnelle et que la machine de biosynthése t°A est sensible aux étapes de
maturation de ’ARNt. Egalement, une uridine en position 36 est absolument nécessaire pour
la formation de la modification t°A, et une adénosine en position 38 la facilite (Morin et al.,
1998), suggérant que cette modification soit dépendante de la séquence des bases

nucléotidiques qui I'encadrent.

3.2. Impacts structuraux de la modification t°A

La structure de I"ARNt""® de Saccharomyces cerevisiae possédant le nucléotide modifié t°A
montre que la base 37 modifiée ne peut plus former de liaisons hydrogenes du type Watson-
Crick avec d’autres bases de la boucle AC (Parthasarathy et al., 1978; 1974). L’ajout du
groupement thréonyl-carbamoyle confere donc des propriétés physico-chimiques

particulieres a I’ARNt (figure 24).
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Figure 24 Structure de ’ARNtY*yyy (dont les nucléotides sont en verts) apparié 3 TARNm AAAA (dont les
nucléotides sont en jaune) au sein du ribosome (code PDB 1XMQ), I’encadré a droite est un zoom sur
I'appariement codon-anticodon. Le t°A colorié en rouge est planaire a 'anneau de ’adénine et son orientation
a Pextérieur de la boucle AC est stabilisé par une liaison hydrogéne entre les atomes N!! et N!. Cet
encombrement stérique empéche une interaction potentielle entre I'atome N* de I’adénosine 37 modifiée et
atome N° de l'uridine 33.

En effet, la base modifiée s'oriente vers I'extérieur de la boucle AC (Parthasarathy et al., 1974).
La structure de I’ARNtYSyyu (code PDB 1XMQ) au sein de la sous-unité 30S du ribosome montre
qu’une liaison hydrogéne entre les atomes N! et N! se forme et empéche les deux azotes N°
et N! de I'adénine de s’apparier avec d’autres nucléotides ; ceci prévient donc I'appariement
intra-boucle entre I'adénosine 37 et I'uridine 33 (figure 24 A) (Stuart et al., 2000; Yarian et al.,
2002; Agris et al., 2007). L'incapacité de former des liaisons hydrogénes stabilise la boucle AC
en conformation ouverte, assurant la formation du motif " U-turn " canonique, favorable pour
la liaison au codon de I’ARNm (Lescrinier et al., 2006). Cette conformation favorise également
I'effet d’empilement de I'adénine modifiée avec I'adénine 38 et la premiére base du codon A;
(Sonawane et Sambhare, 2015). L'encombrement stérique apporté par le groupement
hydrophobe thréonyl-carbamoyle protege I'appariement Ai1-Uss énergétiquement faible de
I’hydrolyse (car seulement deux liaisons hydrogénes stabilisent cette paire de base) (Freier et
Tinoco, 1975; Hoégenauer et al., 1972; Weissenbach et Grosjean, 1981). t°A induit un
réarrangement de la boucle anticodon et contribue a un meilleur empilement de I'anticodon
avec le codon (Murphy et al., 2004). De plus, il a été reporté que I’ARNtYSyyu non modifié peut

reconnaitre non seulement les codons lysines AAA et AAG, mais également les codons AAC et
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AAU, ce qui engendrait la mauvaise lecture de ces codons asparagines. La combinaison des
modifications de la base 37 et de la base wobble (t®A37 + s2Uss ou mnm>Usa) sur ’ARNtYSyyuy
permet la reconnaissance spécifique des codons AAA et AAG et empéche celle des codons
AAC et AAU. De facon intéressante, il est a noter aussi que si ’ARNtYSyyy présente seulement
une des deux modifications citées précédemment, seul le codon AAA est reconnu (Yarian et
al., 2002; Murphy et al., 2004) (figure 25). Ceci est encore un exemple de coopérativité entre
deux modifications : la modification t°A " communique " avec la base 34 pour affiner la

reconnaissance des codons.

Figure 25 Effet de I'association du t®As; et mnm°Uss. L’ARNtY*yyy modifié reconnait (représenté si dessus) le
codon AAG de ’ARNm. Le nucléotide mnm®Ussmodifié forme 3 liaisons hydrogénes avec G3. D’aprés Murphy
et al., 2004.

3.3. Variations autour de la modification t°A.

Il existe également des variants de la modification t°A (figure 26), tel que I'ajout d’un
groupement glycine (g®A) qui est retrouvé sur quelques ARNt au sein des levures (Schweizer
et al., 1969). Un groupement isopentenyl sur 'amine N® de I'adénosine 37 (i°A) est présent
chez les eucaryotes et les procaryotes sur les ARNt*®" (Kline et al., 1969). Un dernier variant est
le hn®As7, une hydroxynorvaline, trouvé chez certaines bactéries et archées thermophiles

(Reddy et al., 1992).
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Figure 26 Représentation chimique du nucléotide modifié t°A, de ses dérivées et de ses variants. Les fléches
indiquent les nucléotides modifiés qui découlent du t°A, c’est-a-dire qu'une seconde catalyse se réalise sur la
modification t°A (m®°A, ms2t®A, ct®A), 'absence de fléches indiquent les nucléotides modifiés qui varient du
nucléotides t°A (hn®A, g°A, i°A).

Enfin, de nombreuses modifications découlent de la modification t°A (figure 26). MtaB
et SAM, deux enzymes de modification, catalysent la méthylation et la thiolation de
I’adénosine 37 sur le carbone 2, présentant au préalable la modification t°A chez les
procaryotes et les eucaryotes, formant ainsi le nucléotide ms2t®A (Arragain et al., 2010). Chez
la levure, les plantes et certaines bactéries, une enzyme conservée CdsL (appartenant au
cluster COG1179) est responsable de la cyclisation du t®A. Ainsi, le nucléotide ct®A est un ester
cyclique avec un anneau d’oxazolone formé par déshydratation du carboxylate de la thréonine
qui peut former alors une liaison avec le carbonyle. Cette modification peut étre hydrolysée
et reconvertie en t°A (Miyauchi et al., 2013). Enfin, sur certains ARNt, le nucléotide modifié
t®A peut subir une méthylation, formant ainsi, le mt®A (Parthasarathy et al., 1978; Sprinzl et

al., 1998) (figure 26).
3.3.1. Mécanisme de la modification i°A, un variant du nucléotide t°A.

Parmi ces modifications, les mécanismes des réactions sont plus ou moins élucidés. La
caractérisation du mécanisme catalytique aboutissant a I'isopentenylation (i®A) est la plus
achevée. En effet, i°A est une des premiéres modifications découvertes sur les ARNt**"sca au
sein des eucaryotes et des procaryotes (Bartz et al., 1970; Kline et al., 1969). Les eucaryotes

utilisent une enzyme nommeée Mod5, tandis que les procaryotes utilisent I'enzyme MiaA pour

45



catalyser I'isopentenylation (Dihanich et al., 1987 ; Najarian et al., 1987 ; Golvko et al., 2000).
Ces isopentyl transférases interagissent avec la boucle AC et la déforment. Méme si la
structure en forme de L de I’ARNt est essentielle a I'interaction enzyme-substrat, ce sont
surtout des purines et des pyrimidines retrouvées aux positions 29-30 et 40-41,
respectivement, qui déterminent la reconnaissance de I’ARNt substrat par I’enzyme (Motorin
et al., 1997). Les bases Uss, G34, C35 et A37 exposées a I'extérieur de la boucle AC rendent I'azote
N® de I’As7 accessible au site catalytique des enzymes. L’azote N°, déprotoné par I'aspartate
46 de Mod5, attaque le substrat AZ-isopentenylpyrophosphate (DMAPP), libérant un
groupement pyrophosphate. Cet intermédiaire est synthétisé a partir de I'isopranoide et d'un

noyau stérol (Pierrel et al., 2002; Zhou et Huang, 2008) (figure 27).

N

A37 tRNA i5A37 tRNA
Figure 27 Synthése de la modification N°-isopentenyl sur I'adénosine 37 de 'ARNt**'ya Mod5 chez les
eucaryotes et MiaA chez les procaryotes en présence du DMAPP. D’aprés Zhou and Huang, 2008

La présence de la modification i®A sur ’ARNt>*"yga permet de reconnaitre les codons UCU
et UCC et en favorise donc la fidélité de lecture (Schweizer et al., 2017). Les ARNt, présentant
la modification i°A, peuvent étre a leur tour substrat des enzymes aboutissants a la
modification m?i®A (Gefter, 1969).

En raison de leur position en 3’ de I'anticodon, les modifications du nucléotides 37 font

I'objet d’études afin de comprendre non seulement leur réle au niveau de ’ARNt mais aussi
d’en élucider le mécanisme catalytique. Malgré les efforts des 40 dernieres années, portant
sur la compréhension des mécanismes enzymatiques des modifications retrouvées sur les
ARNt, les connaissances concernant les mécanismes catalytiques des modifications restent
tres limitées. Leurs caractérisations complétes sont indispensables pour la recherche

fondamentale et pour le développement de nouvelles molécules a visées thérapeutiques.
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Nous verrons dans les paragraphes suivants que I'identification des enzymes t°A synthases
fut I'objet de nombreuses années de recherche et que la caractérisation du mécanisme de la

catalyse de la modification t°A est toujours en cours.

4. Les enzymes de modification t°A.

4.1. La génomique comparative.

La génomique comparative permet d’identifier des familles de génes conservées au
sein des especes constituant les trois domaines du vivant. Les geénes conservés dans tous les
organismes et de fonction inconnue sont une cible d’étude attractive, du fait de leur stricte
conservation au cours de I'évolution (Koonin, 2005). Au début des années 2000, I’analyse des
phénotypes des organismes a partir des constructions "knockout" (KO) de certains de leurs
genes a permis de mettre en évidence des familles de protéines essentielles a la survie de ces
organismes et s’il s’avére que ces génes sont aussi largement conservés dans les trois
domaines du vivant alors le réle crucial que jouent les protéines codées par ces génes peut
étre confirmé. Parmi ces familles de protéines essentielles et conservées, les familles YrdC et
Kael sont identifiées (Galperin, 2004; Koonin, 2005).

Les protéines appartenant a la famille YrdC forment un cluster de protéines
orthologues : COGO009 (figure 28) (Tatusov et al., 2000). Dans certains organismes, la protéine
YrdC est fusionnée a un domaine supplémentaire de 120 acides aminés. Cette version plus
longue est nommeée Suab car identifiée préalablement chez Saccharomyces cerevisiae. Sua5
de Saccharomyces cerevisiae fait partie de la large famille des protéines Sua (pour suppressor
of upstream ATG) et son rOle est attribué a la régulation des défauts d’initiation de la
traduction (Hampsey et al., 1991; Na et al., 1992). Chez les eucaryotes, la famille de protéine
YrdC/Sua5 est présente a la fois dans le cytoplasme et dans la mitochondrie dont la version
mitochondriale posséde un peptide d’adressage spécifique issu d’une initiation alternative de
la traduction (Thiaville et al., 2014). Chez les procaryotes, une nouvelle nomenclature
différencie la version a un domaine de celle a deux domaines : TsaC; et TsaC,, respectivement
(Thiaville et al., 2014). Il estimportant de noter que la répartition de la forme courte ou longue

au sein des organismes n’est pas encore comprise.
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eugaryotes
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Figure 28 Distribution des protéines YrdC/Sua5 ou TsaC;/TsaC, selon les trois domaines du vivant. Les protéines
YrdC ou TsaC; sont représentées par des rectangles roses. Les protéines possédant le domaine supplémentaire
Sua5 ou TsaC; sont représentées par un cercle vert supplémentaire. Selon Adeline Pichard-Kostuch, thése de

doctorat, Université Paris-Saclay, 2017.
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Figure 29 Phylogénie de la famille Kae1/TsaD/Qri7 COG0533. Un échantillon de 100 séquences issues d’espéces
représentatives est montré. Les séquences d’archées sont en rouge, les séquences de bactéries en bleu et
celles d’eucaryotes en vert. Les séquences des eucaryotes intercalées parmi les séquences bactériennes
correspondent a celles de Qri7, I'orthologue mitochondrial. Selon Ludovic Perrochia, thése de doctorat,

Université Paris-Saclay, 2014.
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Les protéines appartenant a la famille Kael sont conservées au sein des trois regnes
du vivant et forment également un cluster de protéines orthologues : COG0533 (figure 29).
Les organismes eucaryotes possedent deux formes homologues de cette famille : Kael et Qri7
(Arigoni et al., 1998). Qri7 est localisé au niveau des mitochondries (Huth et al., 2003) et Kael
au niveau du cytoplasme (Hecker et al., 2007). Chez ’'Homme, ’lhomologue cytoplasmique de
Kael est nommé OSGEP (pour O-sialoglycoendopetidase protein) (Seki et al, 2002).
Contrairement aux eucaryotes, les organismes bactériens et archées possédent une seule

forme nommée TsaD.
4.2, La modification t°A est une réaction nécessitant deux étapes catalytiques

effectuées par les protéines des familles YrdC/Sua5 et Kael/TsaD/Qri7.

Les substrats indispensables a la synthése de la modification t°A sont I’ATP, la L-thréonine, le
bicarbonate et le magnésium (Kérner et Soll, 1974; Elkins et Keller, 1974). Lors de la catalyse
aboutissant a la modification t°A, un intermédiaire a été isolé. Des expériences d’HPLC ont mis
en évidence que cet intermédiaire (de formule moléculaire CisH21NOg) était le L-thréonyl-
carbamoyle-AMP (TC-AMP). L'existence de cet intermédiaire est une preuve que la
modification t°A se déroule en deux étapes catalytiques prédites dés les années 1990 (Garcia
et Goodenough-Lashua, 1998). Deux réactions distinctes dépendantes de I'ATP se produisent
au cours de la synthése de la modification t°A et sont effectuées par les protéines de la famille
YrdC/Sua5 et Kael/TsaD/Qri7 (El Yacoubi et al., 2011; Lauhon, 2012; Perrochia et al., 2013).
Au cours de ces dernieres années, de nombreuses expériences ont permis d’affiner le réle

de ces protéines dans la voie de biosynthése t°A.

Chez Saccharomyces cerevisiae, la fraction d’ARNt isolée a partir de souches mutantes
ASua5 ne présente pas la modification t°A. Aussi le mutant AKael diminue drastiquement la
production de la modification t°A alors que le double mutant AKael - AQri7 abolit totalement
la synthése de la modification t°A (Srinivasan et al., 2011). Par ailleurs, dans des mutants
AKael la délétion de la séquence d’adressage aux mitochondries de Qri7 permet de rétablir la

production t®A (El Yacoubi et al., 2011).

Dans les bactéries, il a été mis en évidence que les mutants ATsaC et ATsaD conduisent a

I’abolition totale de la modification t°A sur les ARNt™ et ARNtY* (El Yacoubi et al., 2009;
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Deutsch et al., 2012; Srinivasan et al., 2011; Lei et al., 2012). Chez Escherichia coli, TsaC seule

ne conduit pas a la synthése de la modification t°A des ARNt (Deutsch et al., 2012).

Dans la méme année, Charles T. Lauhon montre par spectrométrie de masse et résonance
magnétique nucléaire que la famille YrdC/Sua5 n’est pas responsable du transfert du
groupement thréonyl-carbamoyle sur les ARNt substrats mais de la formation de
I'intermédiaire TC-AMP (Lauhon, 2012). Ce résultat est confirmé plus tard par I'équipe de
Biologie Cellulaire des Archées (12BC) qui montre que Sua5 de Pyrococcus abyssi catalyse en
présence de tous les substrats (ATP, L-thréonine, bicarbonate) I'hydrolyse de I'ATP en AMP

(Perrochia et al., 2013).

La premiere réaction aboutissant a la formation de l'intermédiaire TC-AMP est ainsi
catalysée par les enzymes de la famille YrdC/Sua5 (TsaCi/TsaC;) (figure 30 A) et la
thréonylcarbamoylation de I'adénosine 37 des ARNt substrats est réalisée par les enzymes de

la famille Kae1/TsaD/Qri7 (figure 30 B)

TC-AMP % I""
P & Gl Sl
N
. N
= AMP™ “N" "CO; (N > t°A
+ ATP + CO H RO,
H:N . 2 —l (“ﬁ 0.
+ ARNt o
L-Thr
PPI
R= ARNt

Figure 30 Voie de biosynthése de la modification t°A. A : La premiére étape qui catalyse la formation du TC-
AMP en présence de la L-thréonine, de 'ATP et du bicarbonate est assurée par les enzymes de la famille
YrdC/Sua5 (TsaCi/TsaC, chez les procaryotes). B: Les enzymes de la famille Kael/TsaD/Qri7 transfert le
groupement thréonyl-carbamoyle sur les ARNt substrats et peuvent nécessiter la consommation d’ATP.

Il a été montré aussi que le TC-AMP, trés labile, se dégrade en quantité équimolaire en

L-thréonine et en oxazolidinone (Lauhon, 2012). D’autres composés de dégradation sont

identifiés tels que I'isocyanate et le N-carboxyanhydride (figure 31).
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Figure 31 Le TC-AMP (1) se dégrade en AMP et en quantité équimolaire de L-thréonine (5) et d’oxazolidinone
(2). D’autres composés intermédiaires sont identifiés ; I'isocyanate (3) et le N-carboxyanhydride (4). D’apres
Lauhon, 2012.

La réaction chimique de formation du TC-AMP se déroule en deux étapes. L’acide
aminé L-thréonine doit étre déprotoné sur sa fonction ammonium pour attaquer le CO,,

résultant en un anion carbamate. L'ion carbamate attaque le phosphate a de I'ATP pour

former le TC-AMP (Lauhon, 2012).

4.3. Structure des enzymes t°A synthases.

4.3.1. Structure tridimensionnelle des protéines composants la famille YrdC/Sua5

ou TsaC1/TsaC,.

La structure cristallographique de la protéine TsaC1 d'Escherichia coli (code PDB 1HRU) montre
gu’elle se replie en une structure compacte a/B composée de 7 hélices a et 7 brins B paralléles
et antiparalleles (figure 32 B). L'enzyme présente une large cavité positive, pouvant constituer
une zone d’interaction avec les acides nucléiques (Teplova et al., 2000). La structure de la
protéine Sua5 de Sulfolobus tokodaii (Agari et al., 2008) met en évidence, tout comme son
homologue bactérien TsaC;, un domaine N-terminal nommé "domaine YrdC" pourvu d’une
cavité électropositive, relié par un peptide linker au domaine supplémentaire C-terminal,
nommé " domaine Sua5 ". Au sein de la cavité, une molécule d’AMP est fixée par un motif de
4 acides aminés (K/RxR-SxN). Ce motif est conservé chez tous les orthologues de cette famille
(Teplova et al., 2000) (figure 32 A). Plus récemment, une nouvelle structure a été obtenue,
avec au sein de la cavité du domaine YrdC une molécule de TC-AMP (code PDB 4E1B). Le
domaine Sua5, quant a lui, montre une similitude structurale avec certaines GTPases et

adopte un pli du type "Rossmann fold" mais dépourvu de résidus impliqués dans la liaison
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avec des nucléotides (Agari et al., 2008). Enfin, la structure de Sua5 de Pyrococcus abyssi en
présence de bicarbonate et de L-thréonine (code PDB 6F89) ou avec une molécule de
pyrophosphate (code PDB 6F8Y) dans le site actif a permis d’observer le peptide linker entre
les deux domaines YrdC et Sua5. Ce peptide se replie en épingle a cheveux et entre dans le
site actif du domaine TsaC.

Domaine YrdC/TsaC, Domaine Sua5/TsaC,

\

. f‘ ' e
YrdC/TsaC, (H.sapiens,
M.jannaschh .cof)

P.abyssi, B.subtilis)

1. Kso/RxRs,
2. Sy30XNyg;

Figure 32 Structure des enzymes de la famille YrdC/TsaC/Sua5. A. Répartition et nomenclature des différents
domaines YrdC/ TsaC; (en violet) et Sua/TsaC; (en noir). Le motif K/RxR-SxN est conservé au sein du domaine
YrdC. B. Superposition des domaines TsaC; (magenta) de Escherichia coli (code PDB 1HRU) et du domaine YrdC
(rose) de la protéine Sua5 de Sulfurisphaera tokodaii (code PDB 4E1B). Le domaine Sua5 est localisé a I'entrée
du site actif du domaine YrdC. L'intermédiaire TC-AMP (en vert) est dans le site actif du domaine YrdC de la
protéine Sua5 de Sulfurisphaera tokodaii.

Cette conformation pourrait jouer le réle de "couvercle" fermant le site actif afin de créer
des conditions favorables a la réaction enzymatique (Pichard-Kostuch et al., 2018). Les
homologues YrdC/TsaCi, qui ne possédent ni de domaine Sua5 ni de peptide linker, présente
une queue C-terminale flexible qui pourrait fermer le site actif (Teplova et al., 2000). Ces
structures mettent en lumiére que malgré une répartition aléatoire des protéines YrdC/TsaC;

ou Sua5/TsaC; au sein des organismes, le domaine YrdC présente un site actif qui interagit
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avec la L-thréonine et les nucléotides (figure 32 B). Il faut noter que le role du domaine Sua5

reste a élucider.

Bien que la plupart des organismes ne présentent qu’une version de YrdC/Sua5 ou
TsaC1/TsaCy, certains organismes possédent un autre membre de cette famille : la protéine
YciO identifiée chez Escherichia coli. La structure de cette protéine (Jia et al., 2002) montre
une analogie structurale avec TsaC, mais il existe des différences notables au niveau du site
actif : en effet, la tétrade KRSN impliquée dans la fixation du nucléotide chez TsaCi1/TsaC; est
absente. Des expériences de complémentation génétique ont montré que ce paralogue ne
semble pas remplir la méme fonction que TsaC et représenterait une famille de protéines au

role différent (El Yacoubi et al., 2009; Gerdes et al., 2011).

4.3.2. La structure tridimensionnelle des membres de la famille Kae1l/TsaD/Qri7.

La premiére structure de Kael issu de Pyroccocus abyssi est résolue en 2007 (Hecker et al.,
2007). La protéine Kael est composée de deux domaines similaires, contenant cinq brins 8
antiparalleéles encadrés par trois hélices a. Les deux domaines englobent une cavité qui forme
le site actif de I'enzyme. Un métal de fer (Fe?*) est coordonné par un motif de chaines latérales
gue I'on retrouve chez les métalloprotéases. En effet, I'ion ferreux est stabilisé par les azotes
N des deux histidines Hio7 et Hi11 et par le carboxylate du résidu D2ss, conservés chez tous les
homologues de cette famille de protéine. De plus, une liaison hydrogene est détectée entre
le groupement OH de la tyrosine 137 et I'ion Fe?*. Cette tyrosine est conservée uniquement
chez les orthologues eucaryotes et archées, absente chez les orthologues procaryotes. Lors de
la fixation d’un analogue non hydrolysable de nucléotide comme ’AMPPNP, le phosphate y

participe également a la coordination du métal (Hecker et al., 2007 ; 2008).
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Domaine C-terminal

Figure 33 Structure tridimensionnelle de TsaD de la bactérie Salmonella thyphirurium (code PDB 3ZEU). TsaD
est organisée en deux domaines : le domaine N-terminal (en rouge) et le domaine C-terminal (en rose) reliés
par une hélice linker en violet. Le polypeptide flexible (mentionné dans le § 3.4.2.) est indiqué et se referme
sur le site actif. L’ATPyS est représenté dans le site actif en jaune. Un ion Zn?* (en gris) est fixé dans le site actif
et coordonné par les résidus du motif HxxH et CDN, représenté en sticks. Un second ion Mg?* (en vert) est
également fixé dans le site actif, coordonné par les résidus S, C, D, E et T représentés en stick.

La structure de TsaD de Salmonella thyphirumium (Nichols et al., 2013) met en
évidence une architecture tres similaire a celle de Kael. TsaD et Kael se superposent avec une
déviation (RMSD) de 1,61 A (Z score = 16.1 sur 313 Ca ; identité de séquence = 34.1 %) (Nichols
et al.,, 2013). La protéine est organisée également en deux domaines colorés en rouge et rose
respectivement sur la figure 33. Le domaine N-terminal est constitué de cing brins
antiparalléles et de trois hélices a externes. Le domaine C-terminal présente une topologie
identique, pourvu de deux hélices as et as supplémentaires. Une hélice est présente entre les
deux domaines, servant de "linker". Pour finir, une hélice a et un peptide flexible sont localisés
a I'extrémité C-terminale de TsaD, au-dessus de la cavité située entre les deux domaines
(figure 33). Cette cavité présente les résidus conservés comme le motif HxxH. Selon la
condition de cristallisation, deux ligands et deux métaux ont pu étre modélisés dans la cavité :
une molécule d’ATPyS et de zinc et une molécule d’AMP et de cadmium (respectivement code
PDB 3ZEU et 3ZET) (Nichols et al., 2013). Les métaux sont coordonnés par les acides aminés
H111, H11s, D3oo ainsi que par I'oxygene O’s du phosphate a de ’AMP. L’O1 du phosphate a de
I’AMP forme une liaison hydrogene avec la Sz70. Les 02" et O3’ du ribose forment des liaisons

hydrogenes avec I'Ais7 et I'atome Ni de l'adénine forme une liaison hydrogene avec
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I’asparagine N272. La fixation de I’ATPyS et de son métal Zn?* correspondant est similaire a celle
de ’AMP et du Cd?*, excepté que I’O; du phosphate o forme une liaison hydrogéne avec le
métal et I'Hiz9 coordonne I'Os; du phosphate y. Pour finir un magnésium (présent dans la
condition de cristallisation) est positionné au site nucléotidique auquel il est indirectement lié
par des molécules d’eau au glutamate E1> en présence de ATPyS. Le mutant E12A fixe toujours
I’ATP mais perds la capacité a fixer I'ion Mg?* (code PDB 4WQA) supprimant I'activité de la
modification t°A sur les ARNt substrats (Zhang et al., 2015).

4.4. Similitude avec les enzymes de carbamoylation HypF et TobZ.

Ces familles de protéines YrdC et Kael sont orthologues aux domaines de HypF et TobZ. Méme
si 'ordre des domaines différe au sein de TobZ et HypF (figure 34) (El Yacoubi et al., 2009;
2012) ces protéines supportent une réaction de carbamoylation. Ainsi, I'analogie structurale
avec les domaines des protéines HypF et TobZ a permis d'affiner la compréhension du
mécanisme de la modification t°A catalysée par les enzymes YrdC/Sua5 et
Kael/OSGEP/TsaD/Qri7.

HypF transfert le groupement carbamoyle a partir d’un intermédiaire carbamoyle-

adénylate Ca-AMP sur la cystéine de I'hydrogénase HypE, la cystéine carbamoylée participe a

» Domaine Kael

Domaine ACP

Figure 34 Structure tridimensionnelle des deux enzymes de carbamoylation : HypF de Caldanaerobacter subterraneus
subsp. tengcongensis MB4 et TobZ de Streptoalloteichus tenebrarius. A : HypF posséde 4 domaines, chacun représenté
par une couleur (code PDB 3VTH). Le domaine ACP, en bleu, fixe une molécule de phosphate (en rouge). Le domaine " Zn
finger " fixe des ions Zn2* (sphéres grises). Le domaine YrdC, en vert, fixe une molécule d’AMPCPP, en orange, dans son
site actif. Le domaine YrdC hydrolyse le carbamoyl-phosphate et forme le carbamoyl-AMP en présence d’ATP. Le domaine
Kael, en magenta, fixe également une molécule d’AMPCPP, en vert, dans son site actif. Ce dernier domaine catalyse la
carbamoylation de la cystéine de la protéine HypE B : TobZ posséde 2 domaines (code PDB 3VER). Le domaine YrdC, en
vert, fixe une molécule de Ca-AMP dans son site actif. Apres diffusion et fixation du Ca-AMP, représenté en stick vert, dans
le site actif du domaine Kael (en magenta), une réaction de carbamoylation est catalysée sur le substrat tobramycine. Cet
tobramycine carbamoylé constitue I'antibiotique : nébramycine.
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la fixation du cluster NiFe(CN),(CO) (Paschos et al., 2002; Blokesch et al., 2004; Petkun et al.,
2011; Shomura et Higuchi, 2012) (figure 34 A). TobZ catalyse la réaction de O-carbamoylation
de la tobramycine pour former un antibiotique naturel, la nébramycine (Parthier et al., 2012;
Xiao et al., 2014) (figure 34 B).

Bien que ces deux enzymes catalysent une réaction de carbamoylation, leurs
mécanismes different. HypF posséde 4 domaines différents représentés par des couleurs
différentes (figure 34 A). Le domaine ACP (en bleu) fixe la molécule carbamoyl-phosphate et
est suivi d’'un domaine en doigt de zinc ("Zn finger") (en gris). Ensemble, le domaine ACP et
"Zn finger" déphosphorylent le carbamoylphosphate (figure 35 A). Le carbamate est ensuite
transféré au domaine YrdC, qui hydrolyse I'ATP et forme l'intermédiaire carbamoyl-AMP
(figure 35 B). Le carbamoyl-AMP est enfin transféré au site actif du domaine Kael ou est
catalysé la S-carbamoylation de la cystéine C-terminale de I’hydrogénase HypE (figure 35 C).
La cystéine carbamoylée participe a la stabilisation du cluster NiFe(CN),(CO) nécessaire a

Iactivité de HypE (Shomura et Higuchi, 2012).
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Figure 35 Réaction de S-carbamoylation de I’enzyme HypF. A. Déphosphorylation du carbamoylphosphate. B.
Le carbamate en présence d’ATP forme I'intermédiraire carbamoyladénylate (Ca-AMP). C. La cystéine de HypE
est carbamoylé.

En absence des domaines APC et " Zn finger " de la protéine TobZ, le domaine YrdC, en
vert, déphosphoryle le carbamoyl-phosphate et hydrolyse I'ATP pour former I'intermédiaire
carbamoyl-AMP (figure 36 A). Le site de fixation du carbamoyl-phosphate de TobZ differe de
celui de HypF. En effet, ce site est localisé au sein du domaine YrdC assurant les deux étapes
intermédiaires aboutissant a la formation du carbamoyl-AMP (figure 36 B). L'intermédiaire

carbamoyl-AMP est, ensuite, transféré au site actif du domaine Kael qui catalyse la O-
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carbamoylation de la molécule tobramycine en nébramycine (figure 36 B) (Parthier et al.,

2012).
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Figure 36 Réaction de O-carbamoylation. A. Réaction de déphosphorylation et de hydrolyse de 'ATP qui
aboutit a la formation de I'intermédiaire Ca-AMP. B. Transfert du groupement carbamoyle sur la fonction
6’’OH du tobramycine.

4.5. La modification t°A chez les procaryotes.

4.5.1. La biosynthése de la modification t°A par les protéines TsaC, TsaB, TsaD et

TsaE.

Les protéines TsaC et TsaD ne suffisent pas, in vitro, a catalyser seules le transfert du thréonyl-
carbamoyle sur les ARNt substrats (El Yacoubi et al., 2011), suggérant que des protéines
partenaires sont impliquées dans la réaction. Egalement, il a été montré que TsaD ne
complémente pas la modification t°A dans les levures délétées du géne KAE1 (EIl Yacoubi et
al., 2011). Ainsi, les protéines partenaires de TsaD ne sont probablement pas présentes au

sein du domaine eucaryote.
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Figure 37 Proximité des genes tsaE, tsaB, tsaC et tsaD de Bacillus subtilis.

Tout comme le géne tsaD, deux autres genes essentiels a la survie de Escherichia coli
sont identifiés : tsaB et tsaE (Butland et al., 2005; Gil et al., 2004). De plus, I’étude du contexte
génomique chez Bacillus substilis a mis en évidence la proximité, au sein d’'un opéron, de
génes codants TsaC, TsaD, TsaB et TsaE, suggérant une fonction commune (Handford et al,,
2009) (figure 37). L'interaction de TsaB, TsaD et TsaE est confirmée par des expériences de
"pull-down" (Handford et al., 2009).

La formation in vitro de la modification t°A chez Escherichia coli a été dosée sur certains
ARNt non modifiés en présence des protéines de Escherichia coli TsaC, TsaD, TsaB et Tsak,
utilisant I'incorporation de C* L-thréonine en présence d’ATP, de bicarbonate et de différents
ARNt substrats non modifiés : 'ARNt™, ’ARNtYS, le bras AC de I’ARNtY* d'Escherichia coli et
également un ARNt de Saccharomyces cerevisiae isolé a partir de souches ASua5 pour que
celui-ci soit dépourvu de nucléotide modifié t°A. Le taux d’incorporation de t°A est maximum
sur les ARNt™ et ARNtY® d’Escherichia coli. En revanche, aucun nucléotide modifié n’est
observé en utilisant le bras AC de I’ARNtYs comme substrat (Deutsch et al., 2012). Ce résultat
concorde avec les expériences de microinjection d’ARNt préalablement transcrits in vitro et
injectés dans les ovocytes de Xenope, ou la structure entiére en forme de L des ARNt était
supposé nécessaire a la biosynthése de la modification t°A (Morin et al., 1998). Sur les ARNt
de Saccharomyces cerevisiae, la modification t®A est significativement diminuée (Deutsch et

al., 2012), suggérant que le substrat d’une autre espéce est moins efficace.

4.5.1.1. TsaB est le paralogue tronqué de TsaD.

TsaB est également conservée au sein des procaryotes et appartient au cluster orthologue :
COG1214. En plus d’étre essentiel pour la survie d’Escherichia coli, le géne tsaB est également
essentiel aux organismes Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis
et Francisella novicida (Freiberg et al., 2001).

La protéine TsaB de Salmonella typhymurium est composée de 231 acides aminés

contre 337 pour TsaD (Nichols et al., 2006). Les protéines de cette famille sont considérées
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comme des paralogues des protéines TsaD. La premiére structure de TsaB de Salmonella
thyphimurium (code PDB 2GEM et 2GEL) met en évidence un pli du type " HSP70 actine like "

et, tout comme TsaD, comporte deux domaines (Nichols et al., 2005) (figure 38).

Domaine C-terminal

TsaB

Domaine N-termina

Domaine N-terminal

Figure 38 Superposition de la structure de TsaB de Salmonella typhimurium (code PDB 2GEM), en bleu, et de
la structure de TsaD de Salmonella thyphimurium (code PDB 3ZEU), en rouge. Les domaines N-terminaux sont
similaires, cependant, les domaines C-terminaux difféerent.

La superposition de la protéine TsaB sur la protéine TsaD met en évidence une
similitude structurale (RMSD = 3.2 A sur 172 Ca, Z-score =6.4, identité de séquence = 17 %)
(figure 38). Les domaines N-terminaux sont trés similaires (RMSD = 1.19 A sur 85 Ca, Z-score
=9, identité de séquence = 28 %), en revanche, les domaines C-terminaux different fortement.
En effet ce dernier est tronqué de 100 acides aminés et ne permet pas de former un site actif.
TsaB ne posséde donc ni de site de liaison a I’ATP, ni au métal, ni de motif HxxH ni de site actif

(Nichols et al., 2013) (figure 38).
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Figure 39 Oligomérisation du partenaire TsaB. A : Deux molécules de TsaB interagissent via leurs hélices al et
a2 respectives formant un empilement de 4 hélices (4 helix bundle), stabilisés par des interactions
hydrophobes (interface du type 1) B : ou par leurs brins B3 respectifs, formant un long feuillet anti parallele
(interface du type ll).

Deux formes de dimeres sont observées dans certains cristaux de TsaB (Aydin et al.,
2011). La dimérisation de TsaB est confirmée, in vitro, en solution. La premiere surface de
dimérisation (type 1) est réalisée entre les domaines N-terminaux, stabilisée par des résidus
hydrophobes hautement conservés (Lag, Laz, l7a, 178, Ls2) (figure 39 A) formant un motif "4 helix
bundle". La seconde interface de dimérisation (type Il) est réalisée entre les brins B3 de chaque
monomere, formant un long feuillet antiparalléle (Aydin et al., 2011; Nichols et al., 2013).
L'interface de type Il a été a ce jour observé uniguement chez TsaB de I’organisme Thermotoga

maritima (figure 39 B) suggérant une spécificité propre aux organismes hyperthermophiles.

4.5.1.2. TsaE, une ATPase comme troisi€eme partenaire.

Le geéne tsaE de la bactérie Bacillus subtilis code une petite protéine de 153 acides aminés,
hautement conservée et unique chez les procaryotes mais absente notamment chez certaines
especes de Mollicutes (El Yacoubi et al., 2011; Teplyakov et al., 2002). La premiére structure
cristallographique résolue de TsaE d’Haemophilus influenzae montre un repliement o/B
typique des GTPases possédant un motif P-loop, retrouvé dans de nombreuses protéines qui

interagissent avec les nucléotides (Teplyakov et al., 2002) (figure 40).
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Figure 40 Le troisitme partenaire TsaE de la machinerie t°A au sein des procaryotes. Structure
tridimensionnelle de TsaE d’Haemophilus influenzae, une molécule d’ADP et un ion Mg?* en vert sont liés par
les résidus de TsaE. Le motif P-loop est représenté en violet. Les acides aminés W109 et E108 sont en sticks,
ainsi que les acides aminés du motif SPT (code PDB 1HTW).

Le motif P-loop génére une cavité hydrophobe permettant de stabiliser le nucléotide
(Teplyakov et al., 2002). En effet, la protéine Tsak d’Haemophilus influenzae lie un ADP et un
Mg?*, les phosphates sont coordonnés par les thréonines Ta7 et Tus, les 02" et O3’ du ribose
partagent une liaison hydrogene avec le glutamate E11. Le métal est, quant a lui, coordonné
par le glutamate Ei13 et le tryptophane Wi14 qui sont conservées (figure 40). Les GTPases de
la méme classe, les " petites protéines G ", sont caractérisées par la présence de " switchs "
moléculaires, des régions proches de la P-loop qui ont la capacité de subir des changements
conformationnels en réponse a I’hydrolyse du GTP. Malgré la ressemblance structurale avec
ces GTPases aucun changement conformationnel a été observé pour TsaE en absence ou
présence d’ATP. En revanche, le motif SPT est conservé dans TsaE.

De plus, I'activité ATPase de TsaE a été caractérisée in vitro et est dépendante du Mg?*
(Km= 38 UM, keat=0,42 mint keat/Km= 180 s1.M1) (Teplyakov et al., 2002). In vitro, le site de
liaison au nucléotide a été analysé par I'étude de mutants de TsaE de la bactérie Escherichia
coli, notamment le mutant EiosA qui n’est ni capable de lier 'ADP, ni le Mg?* (Zhang et al.,
2015)

Récemment, une étude de TsaE de Bacillus subtilis montre que cette derniére possede
aussi deux motifs HxD et SPT conservés et retrouvés dans les protéines kinases de type Hanks

(Hanks et al., 1988; Nguyen et al., 2017). La spectrométrie de masse a permis d’identifier deux
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résidus Seo et Te2 phosphorylés sur le motif SPT de TsaE, montrant sa capacité de phosphoryler

TsaD chez Bacillus subtilis, in vitro. Le réle de cette phosphorylation n’est pas encore élucidé.

4.5.1.3. Le complexe TsaBDE chez les procaryotes.

TsaB TsaD
4 helix bundle

Figure 41 Propriétés structurales de TsaB-TsaD. A : Structure quaternaire de I’hétérodimeére TsaB-TsaD (en bleu
et rouge brique respectivement). TsaD fixe une molécule d’ADP et de Mg?* dans son site actif. L’interface de
dimérisation est stabilisée par des résidus hydrophobes des hélices al et a2 de TsaB et des hélices a2 et a4 de
TsaD, reconstistuant I’'agencement en " 4 helix bundle " observé chez ’lhomodimére TsaB (interface de type I).
A cette interface, une molécule d’ADP est observée (en stick rose et bleu), les acides aminés qui les stabilisent
sont représentés en sitcks ci-contre. B: la surface électrostatique de TsaBD, C: la surface du degré
d’hydrophobie sont représentées (les acides aminés hydrophobes sont représentés en jaune et orange et les
acides aminés polaires en bleu et vert).

La structure de I’hétérodimere TsaD-TsaB montre que TsaB interagit avec TsaD par leurs
domaines N-terminaux respectifs formant I'interface de type | observée dans 'lhomodimere
TsaB (figure 41 A) reconstituant le motif "4 helix bundle". En solution, des expériences de
micro calorimétrie mesurent une constante de dissociation (Kp) entre les deux sous-unités de
0,29 uM et une stcechiométrie 1: 1 entre ces deux sous-unités confirmant leur interaction
(Nichols et al., 2013; Zhang et al., 2015). Un motif conservé de TsaB (**GPG(S/Y/F)TG(l/L/V)R"?)
et des acides aminés de TsaD permettent la fixation d’une molécule d’ADP a I'interface. Ainsi,
la structure de TsaD - TsaB de Escherichia coli arbore un second site de liaison aux nucléotides
(Zhang et al., 2015). Des mutants des acides aminés de TsaB et de TsaD empéchant la fixation
de cet ADP, n’affectent pas la cohésion de I’'hétérodimére TsaB — TsaD (Zhang et al., 2015).

L’hétérodimeére TsaBD arbore une surface électrostatique majoritairement positive (figure 41
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B) et apolaire (figure 41 C) suggérant qu'elle pourrait étre une surface d’interaction pour
I’ARNt substrat.

In vitro, il a été montré que l'activité ATPase de TsaE est nécessaire pour que les
enzymes catalysent la modification t®A (Zhang et al., 2015). Des analyses de retard sur gel en
condition native ont montré que le mutant E10sA, qui empéche I'activité ATPase de TsaE ne
pouvait plus interagir avec TsaBD, suggérant que la fixation du nucléotide stabilise la
formation du complexe hétérotrimérique. En absence de TsaE ou en présence du mutant E1osA
TsaE I'activité t°A est réduite de plus de 60% et un seul cycle catalytique de modification t°A
est réalisée et I'activité ATPase de TsaE permet plusieurs cycles de modification t°A (Luthra et
al.,, 2018; Zhang et al., 2015).

Aucune structure quaternaire du complexe TsaBDE n’a été résolue permettant de
comprendre la stabilité et I'assemblage de ce complexe. Malgré de nombreuses données
biochimiques concernant le mécanisme de la catalyse de la modification t°A, la résolution de
la structure quaternaire du complexe TsaBDE est nécessaire pour mieux comprendre le role

de la sous-unité TsaE.

4.6. La modification t°A chez les archées et les eucaryotes.

4.6.1. Découverte du complexe KEOPS.

Lors d’'une étude génomique fonctionnelle de Saccharomyces cerevisiae conduite dans le but
d’isoler de nouveaux genes impliqués dans I’homéostasie des télomeres, des partenaires de
Kael ont été identifiés : Cgil21, Bud32 et Gon7 (yGon7) (Downey et al., 2006). A la méme
époque, il a été montré que ces 3 protéines et une petite protéine nommée Pccl sont
impliqués dans la transcription de genes essentiels (Kisseleva-Romanova et al.,, 2006). Ces
protéines interagissent et forment un complexe nommé KEOPS (Kinase Endopeptidase et
Other Proteins of small Size) ou EKC (Endopeptidase-like Kinase Chromatin-associated)
(Kisseleva-Romanova et al., 2006) (figure 42). A I'exception de yGon7, unique chez les
champignons, les protéines qui interagissent avec la protéine universelle Kael sont

conservées chez les eucaryotes et les archées (indiquées par une étoile noire sur la figure 42).
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Figure 42 Réseau d’interaction de Kael chez Saccharomyces cerevisiae. Les protéines conservées dans les
domaines des archées et des eucaryotes sont annotées par une étoile noire.

4.6.2. Les partenaires de Kael dans le complexe KEOPS.

4.6.2.1. La protéine Bud32, une kinase atypique.

Chez certaines archées, comme la Methanocaldococcus jannashii, le géne kael est
fusionné au géne bud32 confirmant une fonction commune (Hunter et al., 1997 ; Koonin et
al., 1998 ; Marcotte et al., 1999 ; Lopraeito et al., 2004 ; Naor et al., 2012). La résolution de la
structure de la protéine de fusion de Methanocaldococcus janaaschii a révélé la premiere
structure de Bud32 et celle-ci est similaire a celles des protéines de la famille des kinases du
type RIO2 (Hecker et al., 2008; LaRonde, 2014; Mao et al., 2008). La protéine Bud32 est
agencée en deux domaines : un domaine C-terminal qui présente un repliement typique des
kinases du type RIO2 composé de deux brins B et cing hélices a et un domaine N-terminal
réduit par rapport aux domaines N-terminaux des kinases du type RIO, composé de 4 brins
ainsi que d’une hélice a (Hecker et al., 2008; Mao et al., 2008) (figure 43 A). Aucun nucléotide
n’a pu étre co-cristallisé avec Bud32, en présence de Kael, et dans ces conditions la P-loop de

Bud32 est désordonnée (Hecker et al., 2008; Mao et al., 2008).
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Figure 43 Structure tridimensionnelle de Bud32. A : Structure du domaine Bud32 de Methanocaldococcus
jannashii en fusion avec Kael (non représentée sur la figure) (code PDB 2VWB). B : Structure tridimensionnelle
de Bud32 de Saccharomyces cerevisiae (code PDB 4ww5). Les domaines N -terminaux et C-terminaux de Bud32
sont en bleu clair et rose respectivement. Entre les domaines N-terminaux et C-terminaux se forme une poche
ou se fixe une molécule d’AMP, stabilisée par les acides aminés représentés en stick dans Bud32 de
Saccharomyces cerevisiae.

La structure de I’'hétérodimere Bud32-Cgil21l de Saccharomyces cerevisiae montre la
présence d’une molécule d’AMP dans le site actif de Bud32 (Zhang et al., 2015) (figure 43 B).
Le domaine N-terminal possede un brin B supplémentaire formant, avec les résidus du linker
entre les deux domaines, une poche hydrophobe qui stabilise I'adénosine monophosphate.
Un métal divalent Mg?* est coordonné par le phosphate B du nucléotide et par les acides
aminés D161, N16s, D1so, D1s2. Le phosphate B interagit quant a lui avec la lysine 52, acide aminé

hautement conservé chez les protéines de la famille des kinases RIO (Zhang et al., 2015).

Au sein des eucaryotes, la fonction de la famille des kinases RIO est reliée a la synthese
des ribosomes notamment dans le processing de ’ARNr 18S (Knippel et al., 2018). La lysine
de la p-loop conservée chez les RIO2 kinases joue un role important dans la liaison avec la
particule pré-40S du ribosome (Ferreira-Cerca et al., 2012). Au sein de Bud32, cette lysine
coordonne le phosphate B du nucléotide (Zhang et al., 2015). Le mutant ponctuel Ks;A chez
Bud32 empéche I'activité d’auto-phosphorylation (Mao et al., 2008) et conduit a des défauts
de croissance cellulaire chez la levure (Kisseleva-Romanova et al., 2006). Il a été déja été
montré que les kinases RIO ont une activité ATPase 50 a 100 fois plus élevée que leur activité
d’auto-phosphorylation (Ferreira-Cerca et al., 2012). Le motif composé des acides aminés

H160G161D162, €St aussi conservé et est retrouvé au sein de la famille Bud32/TP53RK (annoté
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par le rectangle rose sur figure 44). Dans les kinases RIO2, ce motif serait responsable de

I’attaque nucléophile de I'aspartate sur le phosphate & de I’ATP (LaRonde, 2014).
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Figure 44 Alignement des séquences de la famille Bud32/TP53RK d'Homo sapiens (Human), de Saccharomyces
cerevisiae (Yeast), de Pyrococcus abyssi (PYRAB) avec la séquence de la protéine kinase RIO2 Archaeoglobus
fulgidus (AFULGI). La lysine conservée est identifiée par une étoile, le motif HGD par une barre rose et le motif
P-loop par une barre bleue.

4.6.2.2. C(Cgil2l

Cgil21 est conservée chez les eucaryotes et les archées. La structure tridimensionnelle de
cette protéine consiste en un feuillet central de brins B antiparalléles, entouré de deux et cing
hélices a de chaque coté (figure 45) (Mao et al., 2008 ; Zhang et al., 2015). A ce jour, aucune
autre structure de protéine homologue de Cgil21 n’a été résolue. Sa contribution lors de la
synthése de la modification t°A n’est pas encore bien comprise, cependant son absence
diminue le taux de modification t°A sur les ARNt substrats (Perrochia et al., 2013) et altére la

croissance de Haloferax volcanii (Naor et al., 2012).
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Figure 45 Structure tridimensionnelle de Cgi121 chez ’'Homme (code PDB 3ENP).

4.6.2.3. La sous-unité Pccl.

La structure tridimensionnelle de Pccl montre que cette protéine est composée de trois brins
B antiparalleles et de deux hélices a (Mao et al., 2008) et se dimérise (figure 46 A). Les brins
B1ainsi que les hélices a, de chaque sous-unité stabilisent I'interaction formant un long feuillet
B de six brins (Mao et al., 2008) majoritairement hydrophobe (figure 46 B). La structure
tridimensionnelle de Pccl est similaire a celle des domaines KH, retrouvés notamment dans
les protéines de liaison aux ARN, ADN double brin et ADN en épingle a cheveux (Grishin, 2001;
Nicastro et al., 2015; Valverde et al., 2008). Cette famille de protéines présente un motif GxxG
de fixation aux acides nucléiques. Ce motif est absent chez Pccl, cependant, il a été mis en
évidence que des domaines KH, ayant un motif GXXG altéré, peuvent fixer des acides

nucléiques (Brykailo et al., 2007).
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Figure 46 A : Structure de 'homodimeére Pccl de Pyrococcus furiosis (code PDB 3ENC). Chaque sous-unité
interagit par leurs brins B1 respectifs et par leurs hélices a2. B : Une des sous-unités de Pccl est représenté
selon la polarité des acides aminés (les acides aminés hydrophobes sont en jaune et les acides aminés polaires
sont en bleu), montrant que l'interaction entre les deux sous-unités est majoritairement hydrophobe.

4.6.3. Les différentes sous-unités Kael, Bud32, Cgil21 et Pccl s’agencent de facon
linéaire.

La structure tridimensionnelle de Cgi121-Bud32-Kael montre que le complexe s’agence de
facon linéaire, aucune interaction n’est détectée entre Cgil21 et Kael (Mao et al., 2008)
(figure 47). Aucun changement conformationnel drastique de Bud32 n’a été observé en
interaction avec Kael ou Cgil21. Seule la boucle "p-loop" devient ordonnée en présence du
nucléotide. Bud32 interagit avec Kael via ses deux domaines, alors que pour Kael,
I'interaction implique principalement le domaine C- terminal. Une région appelée insert
spécifique 1 est localisée dans le domaine C-terminal de Kael et joue le réle d’'une plateforme
d’interaction avec Bud32. De maniére intéressante, la zone de contact avec Bud32 de cet
insert est structurée seulement chez les orthologues d’archées et d’eucaryotes, et flexible
chez les orthologues bactériens, chez qui Bud32 est absent. (Hecker et al., 2008). En
comparaison avec la structure de Kael de Pyrococcus abyssi (Hecker et al., 2007), il semble
gue la présence de Bud32 ne modifie pas la conformation globale de Kael. Enfin, une autre
région d’interaction est particulierement intéressante : les structures révelent que la queue
C-terminale de Bud32 se rapproche du site catalytique de Kael, proche du centre de

coordination du fer. La délétion de cette région de Bud32 ne perturbe pas 'interaction avec
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Kael, mais affecte fortement la croissance chez la levure, indiquant que cette région est

nécessaire a la fonction de Bud32 ou pour la catalyse de la modification t°A (Mao et al., 2008).

Extrémité C-terminale
Bud32 l

Domaine C-terminal

Domaine N-terminal

Domaine C-terminal

Insert

Domaine N-terminal

Figure 47 Structure quaternaire (code PDB 3ENH) de la protéine de fusion Kael-Bud32 (en rouge et en rose
respectivement) en interaction avec Cgil121 (en beige). Bud32 interagit avec le domaine C-terminal de Kael.
L’extrémité C-terminale de Bud32 représentée en boule se positionne a I’entrée du site actif de Kael. L'insert

de Kael en marron est situé a I'interface avec Bud32.

La comparaison des structures de Cgi121 seule et en complexe avec Bud32 ne montrent

pas de changements conformationnels significatives. Cgil21 interagit exclusivement avec le

domaine N-terminal de Bud32 (Zhang et al., 2015). L'interface Bud32-Cgi121 est stabilisée par

une combinaison d’interaction hydrophobe, de liaisons hydrogenes et d’interactions

électrostatiques.
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« 4 helix bundle »

Figure 48 Structure quaternaire de Pccl en interaction Kael (code PDB 5jmv). Deux sous-unités de Pccl (bleu
et bleu-gris) interagissent I'une avec I’autre via les brins B1 et les hélices a2. Un monomere de Pccl (en bleu)
interagit avec Kael. L'interface est stabilité par des interactions hydrophobes de I’hélice al - a2 de Pccl et a2
— a4 de Kael, formant un empilement de quatre hélices (" 4 helix bundle "). Une molécule d’AMP et de Mg?*
(en vert) sont fixées dans le site actif de Kael.

La structure du complexe d’archée montre que Pccl interagit avec le domaine N-terminal
de Kael; les hélices al et a2 de Kael et de Pccl stabilisent cette interface, formant un
empilement de quatre hélices ("4 helix bundle") (figure 48) (Mao et al., 2008). La majorité des
interactions entre ces deux sous-unités sont de nature amphiphile. De facon intéressante, le
mode d’interaction est similaire a celui de TsaBD, malgré I'absence de similitude structurale

entre les deux protéines TsaB et Pccl.

Pccl-Kael, dans le cristal, forme un complexe avec une stoechiométrie 2 :1. En revanche,
en solution le complexe Pccl-Kael d’archée et de levure forment un hétérotétramere avec
une stoechiométrie 2 :2 (Mao et al., 2008 ; Wan et al., 2016 ; Zhang et al., 2015). La surface
d’interaction entre les deux sous-unités de Pccl dans le complexe trimérique Pccl-Kael est

identique a celle des deux sous unités Pccl de I’'homodimere (Mao et al., 2008). Ce résultat
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suggere que la présence de Kael n’altére pas la surface d’interaction entre les deux sous-

unités de Pccl.

Pour finir, il a été mis en évidence que les sous-unités Kael, Cgi121, Bud32 et Pccl chez
les archées forment un complexe en solution de stoechiométrie 2:2:2:2. Grace aux
différentes structures quaternaires des sous-complexes résolues jusqu’a présent, un modele
a été proposé ou Cgil2l interagit avec Bud32, Bud32 interagit avec Kael, et enfin Kael
interagit avec Pccl. Les deux sous-unités de Pccl se dimérisent assurant la stoechiométrie
2 :2:2:2 formant un octamére (Mao et al., 2008). Cet agencement est également observé

chez 'Homme (Wan et al., 2017).

4.6.3.1. Une cinquiéme sous-unité compose le complexe KEOPS chez les

eucaryotes.

Une cinquiéme sous-unité, nommée yGon7, composant le complexe KEOPS, est retrouvée
chez les levures (Kisseleva-Romanova et al.,, 2006; Lopreiato et al., 2004). yGon7 de
Saccharomyces cerevisiae est une petite protéine de 123 acides aminés et est désordonnée
seule en solution (Zhang et al., 2015). La premiere structure cristallographique de yGon7 a été
résolue en complexe avec Pccl (code PDB 4WXA) (Zhang et al., 2015). Au contact de Pccl,
yGon7 se replie en deux brins B antiparalléles et en deux hélices a. L'interaction entre Pccl et
yGon7 est réalisé par les brins B1 de chaque sous-unité formant un long feuillet antiparallele
a 5 brins. Une seconde surface d’interaction implique les hélices a1 et o, de yGon7 et Pccl,
respectivement (figure 49). Ce mode d’interaction est similaire a celui de ’homodimére Pccl
(Zhang et al., 2015) et est stabilisé majoritairement par des interactions hydrophobes via les

acides aminés des hélices a et polaires via les acides aminés des brins B.

Figure 49 Structure quaternaire du
complexe Pccl (en bleu) et yGon7 (en
orange) de Saccharomyces cerevisiae
(code PDB 4WXA). L’interface est
stabilisée entre les résidus des hélices
a, et a; de Pccl et yGon7,
respectivement, ainsi que les résidus
des brins B; de Pccl et de yGon7,
formant, ainsi, un long feuillet anti
paralléle de cinq brins.
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L'identification de I’homologue de yGon7 au sein de tous les eucaryotes par
I’alignement de séquences fut un échec. En 2012, lors d’'une étude des voies cellulaires
activées par l'antigene tumoral humain PRAME (preferentially expressed antigen in
melanoma), il a été mis en évidence que les sous-unités du complexe KEOPS interagissent avec
la ligase Cullin2 (Costessi et al., 2012). A partir de I'analyse de I'interactome des protéines du
complexe KEOPS et de la Cullin2, de nombreux partenaires potentiels ont été identifiés dont
une protéine nommée Cl4orfl42. Cl4orfl42 est prédite comme étant de petite taille (100
acides aminé) dépourvue d’éléments de structures secondaires stables (Costessi et al., 2012)
suggérant qu’elle pourrait étre la cinquiéme sous-unité du complexe KEOPS humain. En 2016,
I’équipe de Franck Sicheri analyse les séquences de Gon7 des champignons et découvre une
similitude de séquence entre C140rf142 de I’'Homme et Gon7 de Candida glabrata (identité
de séquence =19,7 %) (Wan et al., 2016). De plus, des expériences de " pull-down " confirment
que Cl4orfl42 interagit directement avec la protéine LAGE3 suggérant que Cl4orfl42 est
I’'analogue de yGon7 (Wan et al., 2016). La structure de C1l4orf142 en complexe avec son
partenaire LAGE3 (I’homologue humain de Pccl) est nécessaire pour lever les incertitudes

concernant I'analogie structurale de cette protéine avec la protéine yGon7 de la levure.

4.6.4. La structure quaternaire du complexe KEOPS chez les eucaryotes et les

archées.

Cl4orf142 empéche la dimérisation du complexe KEOPS et, in vitro, sa présence augmente
I’activité de modification t°A sur les ARNtYSyyy d’un facteur 3 a 4 (Wan et al.,, 2016). Les
orthologues de Cl14o0rf142, que I'on renommera GON7 dans cette thése par la suite, ont été
retrouvés au sein des métazoaires élargissant le complexe de quatre a cing sous-unités au sein
des champignons et des métazoaires (figure 50). Un des objets de cette thése sera la

caractérisation structurale de la sous-unité GON7 chez 'Homme (c.f chapitre Il1).
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Figure 50 Représentation schématique des structures quaternaires des complexes KEOPS chez les archées (a
gauche) et les eucaryotes (a droite). Le complexe archée est composé des sous-unités Pccl, Kael, Bud32 et
Cgil21. Pccl forme une plateforme d’homodimérisation, conduisant a la formation d’un octameére linéaire et
symétrique de 8 sous-unités. En présence de yGon7 (ou C140RF142 chez les métazoaires), le complexe
eucaryote forme un pentamere.
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Un modele de la structure tridimensionnelle du complexe KEOPS entier de la levure
pentamérique proposé a partir de structures cristallographiques des sous complexes montre
un arrangement linéaire ou Pccl interagit avec Kael qui interagit avec Bud32 qui interagit
avec Cgil21 (Zhang et al., 2015). In vivo la délétion du gene GON7 chez Saccharomyces
cerevisiae conduit a une diminution drastique de la modification t°A (Wan et al., 2016). Le
complexe KEOPS des archées et des eucaryotes differe par la présence de la cinquiéme sous-
unité, qui jusqu’a présent n’a toujours pas été identifiée chez les archées. Un des objets de
cette thése portera sur la recherche de cette cinquieme sous-unité chez les archées (cf.

chapitre V).

4.6.5. Fonction des sous-unités du complexe KEOPS chez les eucaryotes et les

archées.

Apres la découverte de I'équipe de Valérie De Crécy, plagant Kael au centre de la
biosynthése de la modification t°A, de nombreuses études ont permis d’éclaircir le réle des
différentes sous-unités de KEOPS dans la biosynthése de la modification t°A chez les archées
et les eucaryotes. La délétion des genes BUD32, PCC1 et KAE1 chez Saccharomyces cerevisiae
conduit a une diminution significative de la modification t°A sur les ARNt"®aau; en revanche,
le role de Cgil21 semble moins primordial (Srinivasan et al., 2011). De plus, des mutants
ponctuels thermosensibles de Kael et Pccl chez Saccharomyces cerevisiae présentent une
diminution de la quantité de t°A dans les conditions non permissives (Daugeron et al., 2011).
Chez I'archée Haloferax volcanii, I’absence de Pccl conduit également a une légere diminution
de la quantité de t°A au niveau des ARNt et n'affecte pas significativement sa croissance,
suggérant que cette protéine pourrait jouer un réle accessoire dans la synthése de la
modification t®A (Naor et al., 2012). Mao et al. ont montré que Kael est la cible de
phosphorylation de Bud32 (Mao et al., 2008). Et une activité ATPase de Bud32 est détectée et
confirmée in vitro chez Pyrococcus abyssi (Perrochia et al., 2013) et des mutations dans le site
actif de Bud32 affecte la croissance des levures et des archées (Mao et al., 2008; Perrochia et
al., 2013). Cependant au sein du complexe KEOPS, la fonction de Bud32 est a ce jour encore
méconnue.

Les résultats obtenus par les précédentes études semblent indiquer que les sous-unités
du complexe KEOPS participent a de nombreux processus cellulaires fondamentaux. Pendant

de nombreuses années, la pléiotropie des phénotypes observés ne permettait pas d’établir un
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role biologique clair pour le complexe KEOPS. En effet, il a été montré, en 2006, que Kael
présente un role dans ’lhoméostasie des téloméres (Downey et al., 2006) et dans la régulation
de la transcription des génes essentiels (Kisseleva-Romanova et al., 2006). L’hétérogénéité de
ces phénotypes observés, suite a un défaut de TsaD/Kael/Qri7, montrent que cette famille
universelle présente un role crucial au sein de la machinerie cellulaire des différents

organismes.

4.7. Un systéme minimaliste dans les mitochondries.

4.7.1. Qri7, 'orthologue mitochondrial de Kael/TsaD.

Les eucaryotes possedent une seconde version de Kael, nommée Qri7 chez Saccharomyces
cerevisiae ou OSGEPL chez 'Homme. Les études phylogénétiques ont montré que la version
Qri7/OSGEPL est présente chez les génomes eucaryotes, exceptés dans les organismes
dépourvus de mitochondries (tels que Microsporidiomycota ou Entamoebidae) et émerge de
la branche bactérienne (Huh et al., 2003 ; Galperin et Koonin, 2004 ; Hecker et al., 2007). Cette
hypothése est confirmée par les données expérimentales attribuant une localisation
cytoplasmique a Kael et mitochondriale a Qri7 (Hecker et al., 2007 ; Oberto et al., 2009).
QRI7 de Saccharomyces cerevisiae complémente |'extinction du gene KO tsaD en
restaurant la viabilité de la souche bactérienne. En revanche, le géne KAE1 de la levure ne
complémente pas I'extinction du géne tsaD (Oberto et al., 2009) suggérant que Qri7 seul peut
assurer I'activité de modification t°A et au contraire que Kael seul ne soit pas capable en
dehors du complexe KEOPS de restaurer I'activité de modification t®A. Le mutant AKAE1 de
Saccharomyces cerevisiae présente une quantité résiduelle de t°A, alors qu’un double mutant
AKAE1/AQRI7 ne présente plus aucun nucléotide modifié t°A (Srinivasan et al., 2011)

confirmant le réle de Qri7 dans la modification t°A (Wan et al., 2013 ; Thiaville et al., 2014).

4.7.2. La formation d’un homodimére Qri7 assure la biosynthése t°A sur les ARNt
mitochondriaux.

La structure de Qri7 est organisée en deux domaines et montre qu’elle est un homologue

structural de Kael et TsaD (Wan et al., 2013 ; Tominaga et al., 2014). En solution, Qri7 forme

un homodimere (Wan et al., 2013) retrouvé également dans l'unité asymétrique de la

structure cristallographique (code PDB 3WUH) (figure 51). Les deux monomeres interagissent

par leurs domaines N-terminaux respectifs et I'interface est formée par un faisceau de 4
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hélices ("4-helix bundle"). La dimérisation de Qri7 est stabilisée par des liaisons hydrogénes,
des interactions de van der Waals et apolaires entre les hélices al et a2 de chaque sous-unité

(Tominaga et al., 2014) (figure 51).

« 4 helix bundle »

/ N term

Sites actifs

Figure 51 Structure quaternaire de I’homodimeére Qri7 de Saccharomyces cerevisiae (PDB ascension 3WHU).
Les deux sous-unités Qri7 (en rouge et rose) interagissent par leur domaine N terminal respectif via un motif
d’amas d’hélices a ("4 helix bundle"). Une molécule d’AMP est retrouvée dans les sites actifs des deux sous-
unités (stick vert) et un ion Zn?* (sphére grise).

Une étude de mutagénése dirigée des résidus impliqués dans l'interaction a montré que la
dimérisation de Qri7 est nécessaire a la biosynthése de la modification t°A (Wan et al., 2013).
Entre les domaines N et C-terminaux de Qri7, qui forment la cavité du site actif, une molécule
d’AMP est retrouvée. Les groupement hydroxyles 2’ et 3° OH du ribose sont coordonnés par
I'aspartate 203. L’adénosine est stabilisée par les acides aminés D221, S32s et Naag, tandis que
le phosphate est coordonné par Gszs, G173 et Sse0. Le Zn?* est coordonné par le motif HHD et
par une molécule d’eau qui coordonne également le phosphate. La région comprise entre les
acide aminés 72-79 est désordonnée bien que les acides aminés de cette boucle soient tres
conservés. Chez I'orthologue lointain TobZ, la boucle équivalente interagit avec le substrat
tobramicyne et les acides aminés de cette boucle participe a la déprotonation de I'hydroxyle

du substrat (Parthier et al., 2012). Cette comparaison a permis de proposer que cette boucle

76



flexible de Qri7 pourrait jouer un role dans I'interaction avec ’ARNt (Tominaga et al., 2014). A
ce jour, aucune structure d’un membre de la famille Kae1/TsaD/Qri7 avec son substrat ARNt

n’a été résolue et leur mode d’interaction reste inconnu.

Il est intéressant de noter que l'interface des deux sous-unités Qri7 est similaire aux
interfaces observées pour les complexes entre TsaD-TsaB et Kael-Pccl (Wan et al.,, 2013).
L'alignement des séquences des homologues de la famille Kal/OSGEP/TsaD/Qri7 est exposé

en annexe 2 (cf. page 326).

4.8. Les t°A synthases a travers les trois domaines du vivant.

La caractérisation des machineries de biosynthése de t°A au sein des différents domaines du
vivant montre que ce sont deux protéines universelles, YrdC/Sua5 et Kael/YgjD/Qri7 qui sont
responsables de cette réaction.

En revanche des partenaires annexes non universels ont été sélectionnés selon les
organismes et sont strictement requis (figure 52). Malgré les différences selon les espéces, la
caractérisation structurale des différents complexes permet de trouver des analogies. En
effet, les hélices du domaine N-terminal des membres de la famille Kael/TsaD/Qri7
interagissent toujours avec deux hélices de leurs partenaires, reconstituant le motif "4-helix
bundle". La conservation de ce type d’interaction au cours de [’évolution illustre
probablement un besoin de stabilisation de I’enzyme catalytique. Les partenaires Bud32 et
Cgil21 sont uniques au sein des eucaryotes et des archées. Ces protéines interagissent du
c6té du domaine C-terminal de Kael. Hecker et al., avait mis en évidence un peptide nommé
"insert 1" de Kael qui interagit avec Bud32 localisé au domaine C-terminal et structuré
uniquement chez les eucaryotes et archées. (Hecker et al., 2008). Cet élément qui diverge chez
les procaryotes pourrait étre le résultat d’une spécialisation de Kael au sein des archées et
des eucaryotes. Malgré la nécessité des protéines Bud32 et de Cgil21, leurs fonctions exactes
restent toujours peu connues.

Pour finir, I'existence d’un systéme minimaliste fonctionnel a deux composants Sua5 et
Qri7 dans la mitochondrie indique qu’il est possible que le dernier ancétre commun possédait
lui aussi un systeme a deux composants uniquement : Sua5 et Qri7 suffisant pour assurer la
modification t°A.

Dans le schéma suivant, les protéines qui assurent la catalyse de la modification t°A sont

récapitulées.
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Figure 52 Schéma récapitulatif des protéines assurant la catalyse de la modification t°A.

4.9. Le défaut de la modification t°A affectent différemment les espéces.

La modification t°A est essentielle a la vie cellulaire de la majorité des bactéries, a I’exception
de Deinoccocus radiodurans, Thermus thermophilus, Synechocystis PCC6803 et Streptococcus
mutans, chez qui le défaut de t°A est compatible avec la survie (Thiaville et al., 2015; de Crécy-
Lagard et Jaroch, 2020). Des phénotypes pléiotropes selon les organismes sont observés suite
a un défaut ou a I'absence de la modification t°A : des défauts de la division cellulaire, une
augmentation des protéines de glycation, I'accumulation de la cyanophycine, une répartition
inhabituelle de I’ADN, une perte du nucléoide et une morphologie cellulaire modifiée (Allali-
Hassani et al., 2004; Handford et al., 2009; Oberto et al., 2009). Chez Deinoccocus radiodurans,
le défaut t°A semble sensibiliser davantage la bactérie a la mytomycine C, et induit un pontage
(cross-link) au niveau de I’ADN. De plus, I'étude du protéome, met en évidence une
augmentation significative d’expression des protéines en réponse au stress dans les souches

ATsaC (Onodera et al, 2013). Bien que non-essentielle chez Deinococcus radiodurans,
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I’absence de la modification t°A perturbe I'expression protéique (103 protéines sont sur-

exprimées et 66 protéines sont sous-exprimées) (Thiaville et al., 2015).

Chez les eucaryotes, la modification t°A n’est pas essentielle stricto sensu. Par exemple,
chez Saccharomyces cerevisiae et Schizosaccharomyces pombe, |'absence de la modification
t®A provoque une croissance des cellules non optimales (Kisseleva-Romanova et al., 2006).
Des études ont montré que les mutants AKAE1 chez Saccharomyces cerevisiae, conduisent a
des décalages de lecture et des défauts d’initiation de la traduction (El Yacoubi et al., 2011;
Lin et al., 2010; Daugeron et al., 2011). Egalement, une étude du " ribosome profiling " a mis
en évidence que le défaut de t°A ne conduit pas a une altération globale du processus de
traduction, en revanche, des erreurs de lecture du codon d’initiation et des décalages de
lecture des codons de genes spécifiques sont observés (Thiaville et al., 2016). Aussi, le défaut
de la modification t°A altére significativement le contréle de la vitesse de lecture des codons,
suggérant que la modification t°A présente un réle dans la reconnaissance des différents
codons ANN. Une traduction infidele pourrait conduire a I'obtention de fragments de
protéines non-fonctionnelles potentiellement toxiques pour la cellule (Thiaville et al., 2016).
Chez Arabidopsis thaliana, la délétion de QRI7 provoque un arrét de la croissance de la plante
(Haussehel et al., 2009). Chez Saccharomyces cerevisiae et Candida elegans, |’absence de Qri7
a pour conséquence une fragmentation du génome mitochondrial ainsi qu’'une morphologie

aberrante de cet organite (Oberto et al., 2009).

Malgré son universalité, 'absence de la modification t°A n’a pas les mémes conséquences
chez tous les organismes. Il a été vu (§ 2.5.1.2.) que I'absence de la modification t°A empéche
la lysylation de de cytosine 34 (k’C) chez les procaryotes qui permet la reconnaissance des
codons AUA. Trés récemment, il a été démontré que la modification hn®A, un variant de la
modification t®A, peut étre catalysée par les enzymes t°A synthases sur les ARNt substrats de
Escherichia coli et Thermotoga maritima (Swinehart et al., 2020). L’effet drastique du défaut
des enzymes t°A synthases dans les bactéries pourrait étre relié & ces modifications

supplémentaires.
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4.10. Effet du défaut t°A sur les organismes pluricellulaires.

Le syndrome de Galloway-Mowat (GAMOS) est une maladie autosomique récessive rare dont
les mécanismes restent encore a élucider (Galloway et Mowat, 1968). Il se caractérise par un
syndrome néphrotique cortico-résistant, des anomalies du systeme nerveux central
entrainant une microcéphalie, des retards mentaux et des dysfonctionnements rénaux
conduisant a une greffe du rein dans la majorité des cas. La plupart des patients atteints du
syndrome GAMOS meurent avant 20 ans (Braun et al., 2017, 2018). Ces derniéres années, un
lien fort entre des disfonctionnements du systeme de modifications des ARNt et des
pathologies humaines a été mis en évidence (Power et al., 2015 ; Kapur et al., 2018). Chez
I"’Homme une mutation ponctuelle récessive dans OSGEP a été séquencée chez des patients
présentant un retard global du développement qui se manifeste par une protéinurie et une
hypomagnésémie (Edvardson et al., 2017). Récemment, un séquencage exhaustif de I'exome
de patients atteints de GAMOS a permis d’identifier des mutations sur les genes codant pour
4 sous-unités du complexe KEOPS : OSGEP, LAGE3, TP53RK et TPRKB (Braun et al., 2017). Le
séquencage d’exome de patients a aussi permis d’identifier des mutations sur le gene codant
la protéine putative WDR73, dont la fonction n’est pas bien déterminée mais pourrait avoir
un role dans la régulation des microtubules d’une part, (Colin et al., 2014) ainsi que le géne
codant la protéine WDR4, d’autre part. De facon intéressante, cette derniére est requise pour
catalyser la méthylation de la position 7 de la guanosine 46 (modification m’G) des ARNY,

localisée sur la boucle variable (Alexandrov et al., 2002; Leulliot et al., 2008).

Egalement, le défaut de la modification t°A a été étudié chez la drosophile (Drosophila
melanogaster) (Lin et al., 2015). L’étude rapporte que les mutants homozygotes AKAE1 ont
significativement moins d’ARNt possédant la modification t°A, et conduisent a un
développement anormal des tissus et une absence totale des disques imaginaux, aboutissant

a I'arrét de la métamorphose des larves (Lin et al., 2015 ; Rojas-Benitez et al., 2017).

Au bilan, les défauts des modifications post-transcriptionnelles des ARNt peuvent
présenter des phénotypes spécifiques selon les organismes, majoritairement ces défauts
impactent les tissus neuronaux et rénaux chez ’'Homme (Kapur et al., 2018). Une traduction
infidele semble étre la cause de ces syndromes, en revanche la vulnérabilité spécifique de
certains types de tissus (reins et systeme nerveux chez 'Homme notamment) lors de

I’embryogénese reste incomprise.
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La plupart des pathologies autosomiques rares a caractére héréditaire n’ont actuellement
aucun traitement. Ainsi la compréhension de ces voies de modifications des ARNt, dont celles
de la modification t®A, présente un intérét crucial car elle pourrait permettre d’envisager des
approches thérapeutiques dans le but de corriger les hypo et hyper-modifications des ARNt
ou de réguler I'expression des enzymes de modification des ARNt. Pour le moment,
I'identification des mutations sur les genes codant les protéines responsables de ces voies de
modifications pourrait étre un grand pas pour le diagnostic précoce in utéro. La
compréhension du mécanisme des enzymes de la modification t°A pourrait contribuer,
également, a obtenir plus d’informations concernant les modifications post-

transcriptionnelles des ARNt.

5. Problématique et objectifs de la thése.

En premiere approximation, la formation d’'une molécule d’ARNt fonctionnelle suit un schéma
global simple (de la transcription a la maturation). Des la seconde moitié du 20° siecle, des
modifications chimiques sont découvertes sur les acides nucléiques et notamment sur I’ARNt.
Le rbéle des modifications localisées sur la boucle anticodon de I’ARNt s’averent étre
essentielles pour I'efficacité et la fidélité de la traduction avec des phénotypes qui varient
selon les organismes. Afin de comprendre le mécanisme de la biosynthése de la modification
t®A nous nous sommes concentrés sur I'étude des enzymes de la modification t°A. Une
caractérisation structurale et une étude fonctionnelle de ces enzymes de modification a été
entreprise dans les trois regnes du vivant.
L’objectif de ce travail de thése était d’apporter des éléments de réponse concernant :
(i) Le mécanisme du complexe TsaBDE chez les procaryotes. Les questions que nous
nous posions étaient les suivantes :

- Comment interagit la protéine TsaE avec TsaBD ? Quels sont les acides aminés
impliqués dans cette interaction ? Quel est le role joué par Tsak ? La fixation
de I’ARNt est-elle compatible avec la fixation de TsaE ?

- Quels sont les acides aminés de TsaD, la sous-unité catalytique, impliqués dans

la fixation de I'intermédiaire TC-AMP et ceux impliqués dans la catalyse de la
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modification t°A ? A partir de ces connaissances peut-on cibler le site actif de
TsaD pour développer des antibiotiques ?
(ii) Le mécanisme du complexe KEOPS pentamérique chez I’homme responsable de la
modification t°A.
- Comment interagit la cinquieme sous-unité GON7 avec les autres sous-unités ?
Et quel est son role ? Comment s’assemble le complexe KEOPS ?
- Peut-on, a partir de la structure tridimensionnelle du complexe KEOPS,
comprendre les mutations conduisant au syndrome Galloway-Mowat ?
- Comment interagit I’ARNt avec le complexe KEOPS ?
(iii) Existe-t-il une cinquieme sous-unité protéique au sein du complexe KEOPS chez les
archées.
- Peut-on identifier une cinquieme sous-unité chez Pyrococcus abyssi ? Quelle

est sa fonction ? Comment s’assemble le complexe KEOPS chez les archées ?

Nous verrons au chapitre | que nous nous sommes intéressés a |I’étude du complexe bactérien
en résolvant la structure tridimensionnelle du complexe ternaire TsaBDE de la bactérie

Thermotoga maritima.

Dans le second chapitre nous avons, en collaboration avec I'équipe de Charles Lauhon,
étudié 'effet d’un inhibiteur de la sous-unité catalytique TsaD de la bactérie d’Escherichia coli

(chapitre II).

Nous nous sommes également intéressés au complexe KEOPS humain en collaboration
avec |'équipe de Corine Antignac (de linstitut Imagine). La structure du complexe
OSGEP/LAGE3/GON7 a été résolu par cristallographie et a permis de confirmer I'existence de
GON7 dans le complexe KEOPS humain. L'effet de mutants de cette sous-unité au sein du
complexe et de la protéine YrdC dans le syndrome GAMOS a été étudié. Ces résultats seront

abordés au chapitre Ill.

Enfin dans le dernier chapitre, une étude, en collaboration avec Tamara Basta, Marie-
Claire Daugeron et Violette Da Cunha de I'équipe de Jacques Oberto, ayant permis

I'identification de la cinquieme sous unité du complexe KEOPS des archées sera développée.
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Ce cinquieme partenaire présenterait une fonction, au sein du complexe, similaire a celle de

Gon7 chez les eucaryotes.
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Chapitre |

l. Etude du réle de TsaE dans la modification t®A chez les bactéries.

I.1. Présentation de l'article.

Chez les bactéries, la modification t°A s’effectue donc en deux étapes successives catalysées
par 4 protéines (TsaCl ou TsaC2, TsaB, TsaD et TsaE). TsaC1 (ou TsaC2, I'orthologue possédant
un domaine Sua5 C-terminal supplémentaire) forme I'intermédiaire TC-AMP a partir de la L-
thréonine, de bicarbonate et d’ATP (figure 53 A). Lors d’une seconde étape, le complexe
TsaBDE catalyse la thréonylcarbamoylation des ARNt substrats (figure 53 B). Si les protéines

TsaBDE sont absentes, I'intermédiaire TC-AMP est labile et vite dégradé (figure 53 C) (Lauhon,

2012).
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Figure 53 La réaction de modification t°A se déroule en deux étapes successives. A : Chez les procaryotes, TsaCl
ou TsaC2 utilise la L-thréonine, ’ATP et le carbonate pour synthétiser I'intermédiaire TC-AMP. B : Puis le
complexe enzymatique TsaBDE catalyse la réaction de thréonylcarbamoylation de I'adénosine 37 des ARNt
substrats. C : En absence de TsaBDE, le TC-AMP se dégrade en AMP et en L-thréonine ou en oxazolidinone (L-
thr-Ox). D’apres Lauhon, 2012.

Les études de Wenhua Zhang dans I'équipe ont montré que I'activité ATPase de TsaE est
absolument nécessaire pour 'activité t°A de TsaBD. TsaE appartient structuralement a la large
famille des petites protéines G mais ne possede pas d’activité GTPase. Par contre elle a une
tres faible activité ATPase qui s’active en présence de TsaBD (Kv = 1,4 mM et 0.644 mM
respectivement en présence et en absence de TsaBD) (Teplyakov et al., 2002; Zhang et al.,

2015).



L’ATP, ou des analogues non hydrolysables comme I'’AMPPNP ou I'’AMPCPP, sont
indispensables pour la formation d’un complexe ternaire TsaBDE. De fagon surprenante, W.
Zhang dans I'équipe avait également remarqué que le complexe TsaBDE n’avait pas d’affinité
pour '’ARNt (manuscrit de thése). Afin de comprendre les interactions entre les différents
partenaires pendant la modification du t°A, une étude structurale du complexe trimérique
TsaBDE de la bactérie Thermotoga maritima (le complexe de Escherichia coli n’a pas pu étre
cristallisé) a été entamée et les résultats sont présentés dans l'article " The structure of
TsaB/TsaD/TsaE complex reveals an unexpected mechanism for the bacterial t°A tRNA-
modification " publié dans Nucleic Acid Research en 2018. La structure du sous complexe de
TsaBD sans TsaE de la bactérie Escherichia coli (EcTsaBD) (code PDB 4YDU) avait été résolue
précédemment au sein du laboratoire et sera mise en perspective a la notre (Zhang et al,,
2015). Les résultats présentés seront ensuite comparés a ceux obtenus dans une étude
biochimique et structurale qui a été menée en paralléle par le groupe de Manal Swarjo (Luthra
et al., 2018, 2019).

Des cristaux du complexe TsaBDE de Thermotoga maritima (TmTsaBDE) n’ont pu étre
obtenus qu’en présence d'AMPCPP. La structure quaternaire de TmTsaBDE a été résolue
initialement a I'aide d’un jeu de données a une résolution de 3,14 A et dans un second temps
un nouveau jeu de données a été enregistré a une résolution de 2,9 A. Elles ont mis en

évidence les points suivants :

e Le complexe TsaBDE se dimérise et forme un hexamere de stoechiométrie 2 :2 :2
chez la bactérie Thermotoga maritima. La dimérisation est stabilisée par le feuillet
de cing brins B antiparalléles du domaine C-terminal de TsaB, formant ainsi un long
feuillet antiparallele (figure 5A de larticle). Différentes structures
cristallographiques de TsaB de différents organismes ont mis préalablement en
évidence ’homodimérisation de TsaB par le domaine N-terminal via une interface
du type | (cf. § 4.5.1.1. page 61) et seul TsaB de Thermotoga maritima, a ce jour,
présente un second type d’interaction (interface de type Il), identique a celui
observé dans I’'hexamére TsaBDE (Aydin et al., 2011). Il est probable que cette
dimérisation soit spécifique a certaines bactéries hyperthermophiles en réponse

aux environnement plus extrémes (figure 5 de I'article page 98).
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La présence de TsaE n’affecte pas de facon importante I'interface du complexe
TsaBD (figure 3 de l'article page 96). Le mode d’interaction entre TsaB et TsaD est
identique a celui du complexe TsaBD seul d'Escherichia coli (code PDB 4YDU)
(figure 2 de I'article page 94).

TsaE se positionne entre TsaB et TsaD. Elle engage majoritairement des
interactions avec TsaD et a un degré moindre avec TsaB. L’AMPCPP et un ion Mg?*
sont fixés dans une poche a l'interface de TsaE et des hélices du domaine C-
terminal de TsaD (les hélices a4 et o). Ce site ne ressemble pas a un site de fixation
de nucléotides classique et expliquerait pourquoi le nucléotide est nécessaire pour
une interaction efficace entre TsaBD et TsaE.

TsaE, utilise sa P-loop (GAGKTT) pour former des liaisons hydrogénes avec les
phosphates du nucléotide. Le tryptophane Wige forme également une liaison
hydrogene avec le phosphate y de ’AMPCPP. Les acides aminés D1ss, E162, K166, K213,
localisés sur les hélices a4 et as de TsaD, forment aussi des liaisons hydrogenes avec
le phosphate y de ’AMPCPP. L'ion Mg?* est, quant a lui, stabilisé par des liaisons
hydrogénes formées avec les acides aminés Taa, Se1, Te3, Dso, E10s de TsaE et avec les
acides aminés Disg, E1s2, Kiss de TsaD. Le site de fixation du nucléotide est ainsi
partagé entre TsaE et TsaD (figure S4 de I'article page 109).

L'interaction de TsaE avec TsaBD induit des changements de conformation
importants de la sous unité TsaD (figure 3 de l'article page 96). En effet, en
présence de TsakE, la position relative des deux domaines N et C-terminaux créant
la cavité du site actif sont considérablement écartés, mettant en évidence une
flexibilité intrinseque de I'enzyme. En effet, si on superpose les deux
conformations de TsaD sur leurs domaines C-terminaux respectifs, les hélices az
sont décalées de pres de 11 A, ouvrant ainsi la cavité du site actif. La structure de
TmTsaBDE permet d’observer une conformation ouverte de la sous unité
catalytique TmTsaD contrairement a celle fermée observée dans le complexe
EcTsaBD. Egalement, la région des acides aminés 31 & 47 de TsaD en présence de
Tsak est totalement désordonnée. La région correspondante dans le complexe de
TsaBD d'Escherichia coli est repliée en une hélice a. Dans cette conformation cette

région rentrerait en clash stérique avec Tsak. Une seconde région désordonnée est
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localisée entre les résidus 292 et 294 de TsaD en présence de TsaE (figure S5 de
I'article page 110). A proximité de cette région, I'acide aminé D96, conservé, fournit
le groupement carboxylate qui participe a la coordination de I’ADP et du métal Fe?*
dans le site actif de TsaD en conformation fermée (TsaD de Escherichia coli). Le site
actif, en conformation fermée, présente également un second métal Mg?* a
proximité du phosphate B de I’ADP qui est coordonné par les acides aminés D11 et
E12. De facon surprenante, le mutant E12A abolit I’activité in vitro t°A mais I’ATP est
toujours lié au site actif (Zhang et al., 2015). Ce résultat suggére que I'ion Mg?* est
nécessaire a la réaction de thréonylcarbamoylation. La fixation de TsaE induit des
perturbations du site actif de la sous-unité catalytique TsaD qui affectent
significativement la position des acides aminés (D295, H109, H113, D11, E12) impliqués
dans la coordination des métaux et des phosphates des nucléotides.

Des données cristallographiques a 2,9 A de résolution du complexe TmTsaBDE ont
permis de modéliser une seconde molécule d’ATP non hydrolysable (AMPCPP)
dans le site actif de TsaD que la densité électronique de la précédente structure
cristallographique ne nous avait pas permis d’identifier. Etant donné la meilleure
gualité du second jeu de données et l'identification d’un nucléotide localisé au
niveau du site actif de TsaD, un corrigendum a été publié dans Nucleic Acid
Research en 2019 (cf. page 114). L'interaction de I’AMPCPP est stabilisée par les
résidus du domaine C-terminal de TsaD (S134, G135, G161, D165, G178, D182, G264, N26s).
En revanche, aucune densité électronique ne permet de modéliser un métal dans
le site actif. Les résidus impliqués dans la coordination du métal et des phosphates
du nucléotide présentent toujours des réarrangements structuraux dans la
conformation ouverte de la sous unité TsaD : (i) Hios et Hi113 sont décalés de plus
de 3 A, (ii) les acides aminés 290 & 295 & proximité de Dass sont toujours
désordonnés et (iii) D11 et E1» sont également décalés de 3 A. Cette nouvelle
structure ne contredit pas les conclusions du premier papier.

Pour finir TsaE est majoritairement électronégative (figure S6 de 'article page 111)
et occupe I'entrée du site de TsaD. Il a été montré que la présence de Tsak empéche

la fixation de I'ARNt (Luthra et al, 2018). Sa position, ses propriétés
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électronégatives et les données biochimiques expliquent l'incompatibilité de

fixation de I'ARNt avec TsaE.

Une ouverture de I’'enzyme TsaD est donc induite par la présence de TsaE. TsaE qui occupe
I’entrée du site actif de TsaD empéche la fixation de I’ARNt dans le site actif de TsaD, suggérant
gue l'ouverture de TsaD, bien que compatible avec la coordination d’un nucléotide par les
acides aminés du domaine C-terminal, est concomitante avec une inactivité catalytique

(perturbation des acides aminés impliqués dans la fixation des métaux).
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ABSTRACT

The universal Né-threonylcarbamoyladenosine (t6A)
modification at position A37 of ANN-decoding tR-
NAs is essential for translational fidelity. In bac-
teria the TsaC enzyme first synthesizes an L-
threonylcarbamoyladenylate (TC-AMP) intermediate.
In cooperation with TsaB and TsaE, TsaD then trans-
fers the L-threonylcarbamoyl-moiety from TC-AMP
onto tRNA. We determined the crystal structure of
the TsaB-TsaE-TsaD (TsaBDE) complex of Thermo-
toga maritimain presence of a non-hydrolysable AM-
PCPP. TsaE is positioned at the entrance of the active
site pocket of TsaD, contacting both the TsaB and
TsaD subunits and prohibiting simultaneous tRNA
binding. AMPCPP occupies the ATP binding site of
TsaE and is sandwiched between TsaE and TsaD. Un-
expectedly, the binding of TsaE partially denatures
the active site of TsaD causing loss of its essential
metal binding sites. TsaE interferes in a pre- or post-
catalytic step and its binding to TsaBD is regulated
by ATP hydrolysis. This novel binding mode and acti-
vation mechanism of TsaE offers good opportunities
for antimicrobial drug development.

INTRODUCTION

Transfer RNAs (tRNAs) are subjected to considerable post-
translational processing (1) and today >90 chemical mod-
ifications in tRNAs have been characterized (2). The N°-
threonylcarbamoyladenosine (t°A) modification at position
37 of ANN-decoding tRNAs is one of the few modifica-
tions that are found in the three domains of life (3-5).

Studies using oocytes demonstrated that A37 and U36 are
strictly necessary for t°A formation (6). The t°A base in
Escherichia coli tRNAYS stacks with its adjacent A38 and
forms a cross-strand stack with the first base of the codon
on the mRNA, contributing to the translational fidelity (7).
Mutations within the t°A modification pathway compro-
mise anticodon—-codon interaction, creating erroneous se-
lection of start codons and aberrant frameshifts. They re-
sult in pleiotropic phenotypes and some mutations in hu-
man were recently associated with severe neurodegenerative
and renal-neurological diseases (8,9). Although the modifi-
cation is known for >40 years, the t°A biosynthesis enzymes
and pathways have only recently been discovered (10-15).
t°A biosynthesis is composed of two main steps (schema-
tized in Figure 1): in the first, members of the universal
TsaC/TsaC2 (YrdC/SuaS5) protein family synthesize an un-
stable threonylcarbamoyladenylate (TC-AMP) intermedi-
ate from L-threonine, bicarbonate and adenosine triphos-
phate (ATP); the second step consists of the transfer of the
threonylcarbamoyl (TC) moiety from TC-AMP onto A37
of substrate tRNA. In bacteria, The TC-transfer is carried
out by the universal TsaD enzyme (YgjD in E. coli) assisted
by two other proteins that are present in almost all bacteria:
TsaB (YeaZ in E. coli) and TsaE (YjeE in E. coli). In archaea
and eukaryotes, the TC-transfer reaction is carried out by
the KEOPS multi-protein complex, composed of Kael (the
TsaD orthologue), Bud32 (a small protein kinase), Cgil21
and Pccl, complemented by a fifth protein (16-20) (Gon7 in
yeast and C140ORF142 in human). Although TsaD/Kael is
carrying the TC-transfer activity, the presence of the other
subunits are mandatory for the reaction (exception made for
Cgil21). In contrast, the yeast mitochondrial TsaD ortho-
logue, Qri7, is capable of, if provided with TC-AMP, modi-
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Figure 1. Reaction scheme for t°A synthesis in bacteria. TsaC uses L-threonine, bicarbonate and ATP for the synthesis of a very unstable TC-AMP
intermediate. TsaBD and TsaE then collaborate to transfer the TC-moiety from TC-AMP onto the A37 of tRNA substrates.

fying tRNA in vitro without assistance of ancillary proteins
(12).

The biochemical function of the ancillary proteins in-
volved in the t°A pathway is largely unknown, especially
the contributions of the TsaE ATPase (bacteria) and the
Bud32 kinase (archaea/eukaryotes) to the t°A synthesis
reaction remains enigmatic. TsaB is a paralogue of TsaD
that has lost its catalytic function and TsaE belongs to a
large class of nucleotide hydrolases. TsaD physically inter-
acts with TsaB and TsaE and their genes are often cluster-
ing (15,21-23). The crystal structures of the heterodimeric
TsaBD (22,24) showed that TsaB and TsaD associate via
hydrophobic packing of 2 two pairs of N-terminal helices
into a helical bundle, mimicking the structure of homod-
imeric TsaB (25,26) and Qri7 (12). Although Pccl is unre-
lated to TsaB, a similar helical bundle is also found at the
Kael-Pccl heterodimer interface (27). Except for some in-
tracellular or symbiotic organisms (e.g. Mycoplasma), TsaE
is present in all bacteria (3). TsaE has an intrinsically weak
ATPase activity that is strongly activated by its binding
to the TsaBD complex regardless of the presence of other
substrates for the biosynthesis of tRNA t°A (22-24). The
need of ATP-hydrolysis for t°A biosynthesis in bacteria is
presently unclear. The structure of TsaE in complex with
ADP revealed the presence of a Walker A motif and two
switch regions that are characteristic of P-loop GTP hy-
drolases (28,29) In presence of non-hydrolysable ATP ana-
logues, EcTsaB, EcTsaD and EcTsaE form a EcTsaBDE
complex with 1:1:1 stoichiometry (22). From small angle X-
ray scattering (SAXS) measurements and biochemical data,
it was proposed that EcTsaE binds at the EcTsaBD interface
(22). In a very recent manuscript, Luthra ez al. reported the
characterization of the TsaBDE threonylcarbamoyl trans-
fer complex of 7. maritima (TmTsaBDE) (23). Their SAXS
analysis revealed that 7mTsaBDE forms a symmetric hex-
americ quaternary assembly in solution with 2:2:2 stoi-
chiometry (7mTsaB,D,E,). This hexamer turned out to be
a dimer of TmTsaBDE heterotrimers, with 7mTsaB acting
as a dimerization module, reminiscent of Pccl in eukary-
otic and archaeal KEOPS (30,31). TmTasB and TmTsaD
were further shown to form a TmTsaB,D, complex that
was capable to bind one tRNA molecule, and accommo-
date a single TsaE subunit. Quantitative activity measure-
ments demonstrated that 7mTsaB,D, alone can catalyse

only a single round of t°A synthesis (23). An ensemble of
kinetic and binding experiments led to the hypothesis that
TmTsaE-catalyzed ATP hydrolysis occurs after the release
of the t* A-modifed tRNA (23).

The essential character of TsaE for bacterial survival,
the presence of its encoding gene in all pathogenic bacte-
rial genomes and the absence of human orthologues, makes
TsaE an attractive antibacterial drug target (29,32). How-
ever, its role in the t°A process remains poorly understood,
mainly because there is no high resolution structural infor-
mation on its interactions with TsaBD. In this manuscript
we present the X-ray structure of the 7mTsaBDE complex
bound to AMPCPP at 3.1 A resolution. 7mTsaE is bound
at the interface of TmTsaBD, making asymmetric contacts
with TmTsaB and TmTsaD. The AMPCPP nucleotide was
found sandwiched between 7TmTsaE and TmTsaD with its
y-phosphate group being coordinated by side chains from
both subunits. Crystallographic symmetry generates the
hexameric TmTsaB,D;,E, complex that was proposed to be
present in solution (23). Surprisingly, 7mTsaE partially de-
natures the active site of TmTsaD and prevents simultane-
ous substrate tRNA binding, suggesting that TmTsaE is re-
quired for a reaction step before or after the TC-transfer
from TC-AMP to tRNA.

MATERIALS AND METHODS
Expression and purification of the TmTsaBDE subunits

We prepared the 7mTsaBD binary complex and the
TmTsaE protein individually. A bicistronic expression vec-
tor (named BCIl4) aimed to co-express TmTsaD and
TmTsaB-His was designed as described (33). All synthetic
gene constructs were optimized according to E. coli codon
usage using the EuGene software (34) (Supplementary Ta-
ble S2) and obtained from Genscript (Piscataway, USA).
The DNA sequences coding for 7mTsaD and 7mTsaB con-
taining a 6His-tag at the C-terminus have been cloned into
a pET2la backbone using the Ndel and Xhol restriction
sites. The second vector (named BC15) aimed to express
TmTsaE-Nt-his was cloned into a pET24d backbone be-
tween Ncol and Xhol restriction sites. This plasmid, was
used to express 7mTsaE with a N-terminal 6His-tag fol-
lowed by a TEV proteolytic recognition site to remove the
6his-tag if necessary. TmTsaD and 7mTsaB-His have been
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co-expressed in E. coli Rosetta pLysS strain transformed
with the BC14 plasmid and grown at 37°C in 2xYT liquid
medium supplemented with ampicillin and chlorampheni-
col until mid-log phase. Expression was induced by adding
0.5 mM isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside and the
cells were incubated for three more hours at 37°C and then
harvested by centrifugation, re-suspended in lysis buffer (20
mM Tris-HCl pH 7.5, 200 mM NaCl), and stored at —20°C
until purification. The same protocol was followed for the
expression of TmTsaE, using plasmid BC15 and tetracycline
antibiotic instead of ampicillin.

For purification, cells were thawed at 25°C and lysed by
sonication (Branson Sonifier 250) on ice-cold water and
centrifuged at 20 000 g for 30 min. Supernatant was ap-
plied onto NilDA resin (Qiagen) previously equilibrated
with Tris-HCI buffer (25 mM Tris-HCI pH 7.5, 200 mM
NaCl, 5 mM 2-mercaptoethanol). Resin was washed with
20 ml of the same buffer and the proteins were eluted using
three fractions of 4 ml of the previous buffer supplemented
with 100, 200 and 400 mM imidazole. Fractions contain-
ing the proteins of interest were pooled and concentrated by
ultra-filtration and loaded on superdex 75 (GE-Healthcare)
equilibrated in HEPES buffer (20 mM HEPES pH 7.5, 200
mM NaCl, 5 mM 2-mercaptoethanol).

Finally, fractions containing the proteins of interest were
pooled and concentrated to 50 mg.ml"! or 60 mg.ml! for
TmTsaE and TmTsaBD respectively. Purity was checked by
SDS-PAGE.

Crystal structure determination

Purified 7TmTsaBD and TmTsaE were mixed at a 1:1:1 ra-
tio of the three subunits up to a final concentration of 12
mg.ml~! (0.148 mM) in HEPES buffer 20 mM pH 7.5, 200
mM NaCl, 5 mM 2-mercaptoethanol supplemented with 3
mM AMPCPP and 6 mM MgCl,. Crystals of TmTsaBDE
were obtained at 293 K using the sitting-drop vapour dif-
fusion method by mixing 100 nL of a protein solution with
100 nl of 13% PEG 8000, 0.1 M Imidazole pH 7.35. Crystals
were cryoprotected with reservoir solution supplemented
with 30% glycerol and 3mM AMPCPP, flash-frozen and
stored in liquid nitrogen for data collection. X-ray diffrac-
tion data collection was carried out on beamline Prox-
ima2 at the SOLEIL Synchrotron (Saint-Aubin, France)
at 100K. Data were processed, integrated and scaled with
the XDS program package (35). 7mTsaBDE crystals be-
longed to space group P2;2;2; with unit cell parameters of
a=28431 A, b=11394 A, ¢ = 177.62 A. The structure
of TmTsaBDE was solved by molecular replacement using
the PHASER module (36) implemented in the CCP4 soft-
ware package (37). Search models for 7mTsaB and TmTsaD
were obtained by the MODELLER program (38) using the
crystal structure of the EcTsaBD heterodimer (PDB ID:
4YDU) and TmTsaE was modelled from the HiTsaE struc-
ture (PDBID: 1FL9). The initial structure was refined using
the PHENIX program (39) and completed by interactive
and manual model building using COOT (40). Two copies
of the 7mTsaBDE trimer were present in the asymmetric
unit. AMP-CPP molecules and MgCl, ions could be mod-
eled into the residual Fo-Fc electron density contoured at

3.00. Data collection and refinement statistics are gathered
in Table 1.

tRNA docking

The EcTsaDB-tRNA complex model was generated by
rigidly docking a tRNA molecule onto the EcTsaBD com-
plex using the HADDOCK Server (version 2.2) (41). The
tRNA structure was extracted from the crystal structure of
threonyl-tRNA synthetase-tRNA complex (PDB : 1QF6)
(42) in which the E. coli tRNAT" UGC contains a m°t°A
at position 37 in the anticodon loop. For docking, the m®t°-
moeity and other modifications were removed from the E.
coli tRNA™ UGC. The docking protocols and parame-
ters follow the default settings for protein-RNA complexes
in HADDOCK. As for the direct contact sites, critically,
His111 and Hisl15 in EcTsaD were specified as active site
residues in the receptor molecule whereas A37 was spec-
ified as substrate in tRNA. By default, the active sites-
surrounding residues were specified as passive. Resulting
models were ranked based on scoring performance and
clustered. The first model from the top-ranked cluster was
chosen to represent the structures.

Sequence alignment and structure comparison

The sequence conservation was analysed using the pro-
gram CONSURF (43) with 7mTsaBDE as the query. The
frequency of the occurrence of amino acids on the consen-
sus sequence was produced by WebLogo (44). Structural
comparison was performed with the PDBeFold web server
(45). All graphic structure representations were produced
with PYMOL (46). The electrostatic potential representa-
tion were rendered and produced by PDB2PQR (47) and
APBS in the Chimera visualization system (48).

RESULTS AND DISCUSSION
Overall structure of the TmTsaBDE complex

We obtained diffracting crystals of 7mTsaBDE only in the
presence of AMPCPP and the structure was solved at 3.14 A
resolution. The asymmetric unit of the crystals contains two
copies of a TmTsaBDE trimer, whose structures are very
similar (all RMSD values for superimposed structures are
gathered in Supplementary Table S1).

The overall structures of TmTsaB, TmTsaD and TmTsaE
in the complex are the same as those of the individual pro-
teins (7mTsaB) or orthologues (H. influenza (Hi)- and B.
subtilis( Bs)TsaE and St('S. typhimurium), Ec( E. coli) TsaD
and Kael) (Supplementary Table S1) (28,29) (49). Sequence
alignments with superposed secondary structure assign-
ments of a few TsaB, TsaD and TsaE orthologues are repre-
sented in Supplementary Figure S1. As illustrated in Figure
2a, TmTsaB and TmTsaD embrace TmTsaE to form a com-
pact ternary complex, in agreement with SAXS measure-
ments on Ec- and TmTsaBDE in solution (22,23). TmTsaE
is held in a grip between the helical insertion of the C-
terminal domain of 7mTsaD on one side and TmTsaB
on the other. TmTsaE establishes two main contacts with
TmTsaBD. The first involves the a3-helix (residues 90-100)
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Table 1. Crystallographic data-collection and refinement statistics of TmTsaBDE

X-ray source PROXIMA 2
Wavelength (A) 0.9801
Temperature (K) 100

Unit-cell parameters (A, )

Space group .

Resolution limits* (A)

Number of observations®

Number of unique reflections
R-meas® (%)

Completeness® (%)

/o (I}

CC (1/2)* (%)

Number of non-hydrogen atoms (proteins/ligands)
R/ Ryiee (70) .

R.M.S.D. Bonds (A)/angles (°)
Average B-factor (proteins/ligands)

a=8431,b=11394,c=177.62, a = f = y =90.0
P2,2,2,

48.44 -3.14 (3.33-3.14)
138146 (21963)

30297 (4627)

19.1 (149.7)

99.1(95.2)

7.1(1.03)

99.2 (43.9)

10418/77

22.58/29.37
0.010/1.258
80.67/80.91

4Values in parentheses refer to the highest resolution shell.

TmTsaD

AMPCPP f

o
o

o
o

/

Figure 2. Structure of 7mTsaBDE. (A) Ribbon diagram of 7mTsaBDE (7mTsaB: blue, TmTsaD: red, TmTsaE: yellow). The main structural elements
involved in protein interfaces are indicated following the colour codes of the individual proteins (7mTsaBD : al and «2 from 7mTsaB and TmTsaD;
TmTsaDE: a4 and a6 from 7mTsaD and loops from TmTsaE). The two histidines (His109 and His113) in the active site of TmTsaD responsible for metal
binding and the S PTFT motif of TmTsaE are indicated by an arrow. AMPCPP at the interface between TmTsaD and TmTsaE is represented by sticks.
The Mg-ion boud to AMPCPP is represented as a grey sphere. (B) AMPCPP binding site. 7mTsaE in yellow and 7mTsaD in red, AMPCPP is in sticks,
Mg-ion as orange sphere. Side chains in H-bond interaction with the AMPCPP y P group are represented as sticks.

of TmTsaE that binds to the N-terminal end of the four-
helical bundle of the TsaBD interface. The a3-helix is par-
tially disordered in BsTsaE and forms two short perpen-
dicularly oriented helices in HiTsaE (illustrated in Sup-
plementary Figure S2). This helix and the connection be-
tween B5 and B6 (residues 115-120) contact both N- and
C-terminal domains of 7mTsaB. The second main contact
between TmTsaE and TmTsaBD is provided by the loops
emanating from the C-terminal end of the parallel section
of the TmTsaE B-sheet and the helical insertion in the C-
terminal domain of TmTsaD, englobing the AMPCPP lig-
and (Figure 2A and Supplementary Figure S8). The to-
tally conserved TmTsaE peptide SO’ PT(F/Y)T, dips into the
active site of 7mTsaD, containing two essential histidines
(His109 and His113, highlighted in Figure 2A). This pep-
tide contacts a4 and the hairpin connection between B6

and B7 of TmTsaD, forming H-bonds between well con-
served residues (Supplementary Figure S1). The loop be-
tween 36 and B7 sandwiches the yP-group of ATP in its
complex with StTsaBD (24). Since the S’ PT(F/Y)T motif
is also involved in a H-bond network with the yP-group of
AMPCPP, this loop could be a communicator between the
compound bound in the active site of TsaD and the ATP
binding site on TsaE (see discussion in mechanism section).

The TmTsaB C-terminus is elongated and disordered
beyond residue 194 in one copy of the asymmetric unit,
while in the other it forms a helix comprised between
residues 190 and 203. We showed that the C-terminal pep-
tide of EcTsaB is not required for formation of the binary
EcTsaBD complex (22), but it might contribute to the sta-
bility of EcTsaBDE. The regions involved in these contacts
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are very poorly conserved, suggesting that they are not a
major determinant for TsaE binding.

Although TsaB and TsaD have the capacity in vitro of
forming homodimers whose quaternary structures are very
similar to the TsaBD heterodimer, individually they do not
interact with TsaE (22,23). Although there is no structure
of the TsaD homodimer available, it likely resembles its mi-
tochondrial orthologue Qri7, whose homodimer assembly
is very similar to that of TsaB (12). TmTsaE is engaged in a
totally asymmetric interaction with 7mTsaB and TmTsaD,
explaining why TsaE binds neither TsaB nor TsaD homod-
imers (22).

AMPCPP binds at the interface between TmTsaD and TmT-
saE

After initial refinement of the molecular replacement so-
lution, a consistent cloud of residual electron density
was identified at the expected nucleotide-binding site of
TmTsaE. As shown in Supplementary Figure S4, this den-
sity could be fitted by AMPCPP, whose presence was
mandatory for obtaining diffracting crystals. Residual elec-
tron density was also present for a Mg>* ion, coordinated by
the B- and y-phosphate groups of AMPCPP, Thr42°Y and
Glu108€°%= AMPCPP is located at the C-terminal edge
of the parallel strands of the central 3-sheet. Most remark-
ably, AMPCPP is sandwiched between 7mTsaE and the he-
lical insertion of the C-terminal domain of 7mTsaD that
partially seals off its polyphosphate. The AMPCPP nu-
cleotide adopts an unusual syn-conformation and overlaps
with ADP in complex with HiTsaE and BsTsaE (28,29)
(Supplementary Figure S2). TmTsaE binds AMPCPP in a
manner globally observed in other P-loop proteins (Figure
2B). The N° atom of adenine hydrogen bonds to main chain
atoms of Ser132 and Glull and the base-ring is stacked be-
tween the side chains of Glull and Argl34, which also hy-
drogen bonds with the ribose O*. The ribose O? hydrogen
bonds with the Glul1 carboxylate and the ribose O3 estab-
lishes a H-bond with the main chain carbonyl of 7mTsaD
Phel16. The phosphate moieties of AMPCPP make classic
hydrogen contacts with the TmTsaE P-loop (G AGKTT)
at the N-terminus of a2. EcTsaE does not bind to EcTsaBD
in presence of ADP (22) and the affinity of 7mTsaE for
TmTsaBD drops fourfold in absence of ATP (23). It was
also shown that the basal low ATPase activity of EcTsaE
is boosted by the presence of EcTsaBD (22). These obser-
vations can be explained by the fact that the position of the
AMPCPP vy P-group is stabilized by salt bridge formation
with the conserved Lys166 and Lys213 from 7mTsaD (Fig-
ure 2B). Lys166™¢ also hydrogen-bonds with Thr63°vH that
is part of the totally conserved SPT motif in contact with
the TmTsaD active site. The carboxylate group of the to-
tally conserved 7mTsaE Asp80 is at ~5 A from the yP of
AMPCPP, ideally positioned to act as a general base for
ATP hydrolysis. It was noticed that this Asp is part of a con-
served HXD(L/V)YR motif that was reminiscent of Hanks
type kinases (29,51). Mutation of the homologous Asp80 in
BsTsaE annihilated its (auto)phosphorylation activity.
Different effects of ATP nucleotides on the binding of
TsaE to TsaBD have been observed for different organisms.
TmTsaE is able to bind 7mTsaBD in absence of added nu-

cleotides with an affinity constant of 1.3 wM, which de-
creases about 4-fold in presence of ATP, while ADP has no
effect (23). Two active-site mutants defective in ATP bind-
ing, TmTsaE™A and TmTsaEE!%A | preserved their bind-
ing to TmTsaBD (23). EcTsaE does not bind to EcTsaBD
in absence of ATP but binds with 1:1:1 stoichiometry and
a 0.6 uM Ky in presence of Mg>* and AMPPNP (22).
EcTsaE™A and EcTsaEF1%®A mutants (also defective in
binding to ATP or ADP) did not interact with EcTsaBD
(22). The strength and ATP dependence of the binding of
TsaE to TsaDB probably is species dependent and varia-
tions might exist between for instance hyperthermophilic
and mesophilic bacteria.

Comparison of TsaE with small GTPases suggested
that Tyr82 and Trpl09 are part of putative switch re-
gions (Supplementary Figure S2) (22,50). Trpl09N¢! (switch
I) hydrogen-bonds with the yP of AMPCPP and Tyr82
(switch II) stacks against TsaD Lys166. EcTsaEY®*A and
EcTsaEV1®A had ~7-fold diminished affinity for ATPyS
but EcTsaEV1A kept WT binding capacity to EcTsaBD in
presence of AMPPNP. Although the EcTsaEW!%A mutant
had diminished ATPase activity it was active in t°A biosyn-
thesis. It should be noticed that the conformation of switch
regions in small GTPases is usually strongly influenced by
the nature of the bound nucleotide (GTP versus GDP) (50),
but this is not the case for TmTsaE.

To conclude, AMPCPP binding in 7mTsaBDE is con-
ferred by residues both from 7mTsaD and TmTsaE.
Residues from TmTsaD complete the coordination of the
vP group of ATP and hence are likely responsible for the
activation of the hydrolytic activity of 7mTsaE upon bind-
ing to TmTsaBD. Our structure clearly explains in general
why ATP is needed for (or increases) the binding of TsaE to
TsaBD and why this complex boosts the ATPase activity of
TsaE.

TmTsaE binding induces an inactive conformation of TmT-
saD

Global superposition of 7m- and EcTsaD indicates that
the relative positions of the N- and C-terminal domains
changes considerably upon formation of the TmTsaBDE
complex (Figure 3A). The a3 and a9 helices of TmTsaD
at the bottom of the active site shift their positions by ~4
A forming the hinge of a rotation that separates the C-
and N-terminal domains and opens up the active site cleft.
At its periphery the N-terminal domain of 7mTsaD moves
by ~11 A. These observations corroborate reported SAXS
data obtained from 7mTsaB,D; in solution, which were
best fitted by an equilibrium population between an open
and closed form of 7TmTsaD (23). The distance between
the two 7mTsaD units in the ‘open form’ of TmTsaB;D,
was estimated to be 85 A, a value that agrees with the
present crystal structure of 7mTsaB,D,E,. The closed form
of TmTsaB,D,E, likely corresponds with the structure of
TsaD as observed in the Sz- and EcTsaBD binary com-
plexes.

Apart from pushing the two domains of 7mTsaD apart,
TmTsaE binding partially ‘melts’ its active site pocket. Elec-
tron density was missing for residues 31-47 of TmTsaD for
both copies in the asymmetric unit, suggesting they became
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Figure 3. Structure comparison between EcTsaBD and TmTsaBDE. (A) Superimposition of EcTsaBD (PDB ID 4YDU; EcTsaB in cyan and EcTsaD
in gray) and 7mTsaBDE (same colour code as for Figure 2A). The C-terminal domains of TsaD were superimposed. The ADP (bound to EcTsaBD)
and the AMPPNP bound to 7mTsaE are shown as sticks. As indicated the N-terminal domain position of TsaD shifts by ~11 A between EcTsaBD and
TmTsaBDE. (B) Zoom into the TsaD active site. Superposition of EcTsaBD (gray shadow) and 7mTsaBDE (red shadow). Fe- and Mg-binding side chains
are shown using the same color code. Fe- and Mg-ions are in pink and grey spheres respectively and ADP is in sticks.

disordered. This peptide region has a well-defined confor-
mation in binary TsaBD complexes: residues 31-39 form
a helix (al) that is collinear with strand B3 and residues
41-47 form the two first helical turns of a2. The superim-
position of Ec¢TsaBD and TmTsaBDE onto the TsaD N-
terminal domains (Supplementary Figure S5), shows that
the structure of this peptide as present in EcTsaBD would
create an important steric clash with 7mTsaE. A second re-
gion of TmTsaD that becomes disordered in TmTsaBDE,
is contained between residues 292 and 294. The corre-
sponding peptide in EcTsaBD provides a carboxylate lig-
and (F¢Asp300) to the Fe-ion. The induction of partial dis-
order and conformational changes into the 7mTsaD ac-
tive site by the presence of TmTsaE significantly affects
the positions of many of the crucial residues involved in
AMP and metal binding. Figure 3b illustrates ADP bound
in the active site of EcTsaBD (22,24) superposed onto the
active site of TmTsaD. The a- and B-phosphates are lig-
ands of a metal ion (Fe in EcTsaBD), which is further co-
ordinated by His111 (T™His109), His115 ("™His113) and
Asp300 ("™Asp296). A Mg-ion is positioned at 4 A away
from the a- and B-phosphates of ADP and is coordinated
by the Aspll ("™Aspll) and Glul2 ("™Glul2) carboxy-
lates. The opening of the active site pocket and the in-
duced disorder render the metal binding sites of 7mTsaD
ineffective (Figure 3B): (i) His109 and His113 shifted over
>3 A and are no longer in a configuration capable of
binding a metal ion; (ii) the peptide containing the third
metal-coordinating residue Asp296 became disordered; (iii)
the two Mg-coordinating residues (Aspll and Glul2) also
moved by ~3 A away from the polyphosphate moiety po-
sition of the nucleotide. Mutations of the homologous his-
tidines in Kael, renders yeast strains hardly viable and abol-
ishes the t°A-synthesizing activity (27,31). The EcTsaDF!?A
mutant is totally inactive, although it is still capable of bind-

ing EcTsaE and EcTsaB (22), suggesting that the integrity of
the Mg-binding site of TsaD is essential for activity but not
for TsaE binding. We conclude that the binding of 7mTsaE
opens and partially melts the active site of 7mTsaD, result-
ing in an inactive conformation of TmTsaD.

TmTsaE blocks the active site entrance for a tRNA substrate

The biochemical characterization of tRNA binding to
TmTsaBDE was recently reported (23). Both 7mTsaB,D,
and TmTsaB,D,E are able to bind tRNA with uM affin-
ity, but no tRNA binding was observed for 7mTsaB,D-E,.
These data corroborated our observations that tRNA did
not bind to EcTsaBDE (22). Our structural data explain
why TsaE and tRNA are competing for binding to TsaBD:
the position of TsaE prevents the access of the anti-codon
loop of the bulky tRNA substrate to the TsaD carbamoyla-
tion site (centered on the Fe/Mg cluster). The surface pro-
jection of the electrostatic potential (Figure 4A) shows that
TmTsaBD contains an extensive positively charged groove
surrounding the active site pocket, obviously a good can-
didate for tRNA binding. We modeled a complex of a rigid
tRNA substrate with EcTsaBD using the HADDOCK soft-
ware (41). The tRNA in the HADDOCK model extensively
interacts with the positive surface patch present on TsaBD
(Figure 4B) and most importantly sterically overlaps with
TmTsaE in the TmTsaBDE complex. Electrostatic surface
calculation of 7mTsaE reveals a negatively charged surface
patch centered on the a3 helix that is positioned onto a pos-
itively charged patch at the 7mTsaBD interface. Although
the residues at the interface are not completely conserved,
the electronegative character of this region is maintained in
the Ec-, Bs- and TmTsaE homologues (Supplementary Fig-
ure S6). TsaE can be considered as an electrostatic competi-
tor of the tRNA substrate.
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Figure 4. TimTsaE and tRNA binding sites overlap. (A) Left panel: the electrostatic potential surface of 7mTsaE and ribbon presentation of 7mTsaBD;
right panel: the electrostatic potential surface of 7mTsaBD and ribbon presentation of 7inTsaE (negatively and positively charged surfaces are in red and
blue respectively). Ribbon presentation uses same colour code as Figure 2A. (B) Left panel: the HADDOCK model of EcTsaBD (in ribbon) bound to
tRNA; right panel: view of the active site of the modelled EcTsaBD-tRNA-TC-AMP complex. TC-AMP is in sticks. tRNA-A37 is in green sticks and
some of the metal ligands are in red sticks. Fe-ion in pink and Mg-ion in gray sphere.

The competition between tRNA and TsaE also explains
why the strong ATPase activity upon binding of TsaE
to TsaBD is observed independently of tRNA (22,23). In
agreement with conclusions from biochemical data (22,23),
the TmTsaBDE structure definitely confirms that TsaE
must operate in a reaction step that is unrelated to the
proper carbamoyl-transfer from TC-AMP onto tRNA A37.

Quaternary structure of TmTsaBDE

The structure of the 7mTsaB dimer was previously deter-
mined by a structural genomics consortium (25). The crys-
tal packing in that study suggested two possible dimeriza-
tion modes for TmTsaB. In the first, the B3 strands of the
two N-terminal domains align to form an antiparallel ex-
tended B-sheet. In the second dimer type, the a1 and a2 he-
lices of the N-terminal domains of each subunit are packed
into a four-helical bundle, closely mimicking the helical
arrangement observed at the TsaBD interface. Although
the latter dimerization has a smaller contact area mode, it
was found exclusively in all other TsaB homologue struc-
tures (26,52). SAXS analysis of 7mTsaBDE demonstrated it
forms a heterohexamer in solution consisting of two copies
of each subunit (TsaB,D,E;) (23). The two copies of the
TmTsaBDE trimer in the asymmetric unit do not associate
into a hexamer. However, TmTsaB forms a crystal symme-
try generated dimer that involves the 33 strands of the two
N-terminal domains. Using 7mTsaB as the dimerizing sub-
unit, we generated a TsaB, D, E, heterohexamer (Figure SA)
that is very close to the one proposed from SAXS data (23).
‘We confirm that the quaternary structure of the 7mTsaBDE
complex is different from trimeric Ec- and StTsaBDE (22—
24). Structure imposition reveals that Ec- and StTsaB have
a 19 amino acid insertion in the C-terminal domain com-
pared to TmTsaB, that forms an extra strand and a long
helical connection. This insertion is positioned close to
the TmTsaB interface region observed in the structures of
TmTsaB and TmTsaBDE. Superimposition of the Ec- and
StTsaB monomer structures onto the 7mTsaB dimer cre-
ates a considerable steric clash between the inserted regions
of the two subunits (not shown). Therefore, Ec- and StTsaB
would not be able to adopt the 7mTsaB type dimer struc-
ture, explaining why Ec- and StTsaBDE are trimers and not
hexamers in solution. This is probably the case for the ma-
jority of species, since most TsaB sequences have this C-

terminal insertion and we expect that the trimeric TsaBDE
complex is the standard configuration.

As discussed above, bacterial TsaBDE adopts different
quaternary assemblies according to species. This type of
heterogeneity was also observed in the archaeal and eu-
karyotic systems. Archaeal KEOPS is a dimer of heterote-
tramers (Pccl-Kael-Bud32-Cgil21) (30) while in eukary-
otes, a fifth KEOPS subunit (Gon7 in yeast) prevents Pccl
dimerization and the functional unit is a heteropentamer.
In humans, C14ORF142 plays a similar role as Gon7 in
yeast and prevents the dimerization of the LAGE3 (the
Pccl orthologue) subunit (19). In absence of C14ORF142,
LAGE3-OSGEP-TPRK-TPRB forms a dimer of heterote-
tramers.

Activation mechanism of the t°A activity by TsaE

Kinetic experiments suggested that, in absence of TmTsaE,
TmTsaB,D; is able to catalyse a single turnover. However,
the presence of 7mTsaE is required to attain multiple cycles
of t°A activity (23). TmTsaE mutants that have lost their
ATPase or TmTsaBD binding activities are incapable of
sustaining multiple-round catalysis of the 7TmTsaD enzyme.
On the other hand, the present structure of 7mTsaBDE,
supported by recent biochemical data (23), proves that
TmTsaE and tRNA-substrate cannot simultaneously bind
to TmTsaBD. TmTsaE must therefore carry out an essen-
tial step on the enzymatic pathway occurring before or af-
ter the transfer of the threonylcarbamoyl-moiety from TC-
AMP onto A37. Luthra et al. suggested that after synthesis
of t®A-tRNA, TmTsaD might be left in an inactive state and
TmTsaE-mediated ATP hydrolysis might ‘reset’ TmTsaD
for the next reaction cycle (23). Obviously, to provide ac-
cess for the tRNA substrate to the active site of TmTsaD,
TmTsaE must bind and dissociate from 7mTsaBD during
the reaction cycle, a process that is likely regulated by its
ATPase activity. The affinity of TmTsaE for TmTsaBD is
in the micromolar range, and diminishes in absence of ATP
(23). For EcTsaE we did not observe binding to EcTsaBD
without ATP (22). Apart from playing a regulatory role for
tRNA binding, TmTsaE also affects the active site confor-
mation of TmTsaD. TmTsaE perturbs the integrity of the
TmTsaD metal-binding sites which are essential for activity
and hence induces an inactive state of the 7mTsaD enzyme.
It is not obvious why 7mTsaD should go through a ‘denat-
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Figure 5. Quaternary structure of 7mTsaBDE. (A) Ribbon representation of the 7mTsaB> D> Es hexamer, a dimer of 7mTsaBDE trimers, that was extracted
from the crystal packing. This assembly agrees with the hexamer which was proposed in solution, based on SAXS experiments (23) (7mTsaB: blue, TmTsaD:
red, TmTsaE: yellow). TmTsaB forms the central dimerization unit, corresponding to one of the dimer configurations in the crystal structure of 7mTsaB
alone (superposed in grey, PDB ID 2A6A), but was not observed in crystal structures of homologous TsaB structures. (B) Superimposition of StTobZ
(PDB ID 3VEN; StTobZ-TsaD like in gray and StTobZ-YrdC like in black) and 7mTsaBDE (same color code as for Figure 2A).

uration’ step during the reaction cycle. This kind of step
could possibly be related to the release of reaction prod-
ucts or intermediates. However, affinities of TsaD for nu-
cleotides and tRNA are moderate (22-24) and there is no
evidence for the formation of stable intermediate/product
complexes that would need assistance to release them from
the enzyme. TsaE must therefore be involved in another step
of the reaction cycle, for instance binding of the TC-AMP
substrate. Inspection of TmTsaBDE shows that TC-AMP
has full access to the active site. Since the lability of the
TC-AMP intermediate hampers its use in structural stud-
ies, we made a model of the EcTsaBD -TC-AMP complex
by superposing its AMP-moiety onto the EcTsaBD-ADP
complex (22) (Figure 4b). This model places the carbamoyl
group of TC-AMP close to the Fe-ion. We then compared
this model with substrate complexes of TobZ, which is a
fusion protein of an TsaC- and a TsaD-like module (53).
TobZ from Streptoalloteichus tenebrarius is responsible for
the O-carbamoylation of tobramycin (an aminoglycoside
related to kanamycin) to form nebramycin 5. Its TsaC-
module catalyses the formation of a carbamoyl-AMP in-
termediate, whose carbamoyl moiety is subsequently trans-
ferred to tobramycin by the TsaC-module. It was noticed
that the active sites of TsaD and TobZ-TsaD are very simi-
lar (53). In TobZ complexes with carbamoyl-AMP and the
acceptor tobramycin, the carbamoyl group is liganded to
the Fe-ion and the tobramycin-OH group approached the
Fe-bound phosphate (53). Superimposition of TobZ bound
to carbamoyl-AMP and the acceptor tobramycin with our
model of the TsaD/TC-AMP complex showed a perfect
overlap between the carbamoyl-AMP moieties. The Fe-
cluster can hence be proposed as a carbamoylation centre
for all t A TC-transfer systems. Our HADDOCK model of
the tRNA-TsaBD complex positions the N®-amino group
of the A37 anticodon base close to the carbamoyl group of
TC-AMP and is well positioned for a nucleophilic attack
of the TC-AMP carbonyl (Figure 4b). We hypothesize that

the altered conformation of TsaD induced by TsaE could
still allow binding of TC-AMP but not its chemical con-
version. Superposition of TobZ onto TsaBDE, shows that
the TsaC-like module of TobZ is bound to the TsaD-like
module at the opposite side of TsaD compared with TsaE.
TobZ contains a large central cavity that connects the ac-
tive sites of the TsaC- and TsaD-like modules. This tunnel
prevents diffusion of the unstable carbamoyl-phosphate in-
termediate into the bulk solution and channels it directly
to the active site of the TsaD-like module (53). Similarly,
binding of TsaC to TsaBDE in a manner that resembles the
association of the TobZ TsaC and TsaD modules, would
create a complex that could allow efficient transfer of TC-
AMP from the active site of TsaC to that of TsaD. The
role of TsaE might be to ‘prepare’ TsaD for interaction
with TsaC. Complex formation between the four t°A syn-
thesis protein partners of 7. maritima was observed by na-
tive gel shift experiments although a stable quaternary com-
plex could not be isolated by gel filtration (23). For enzy-
matic purposes however, this complex would not need to
be stable, but should only be sufficiently long-lived to per-
mit TC-AMP transfer between TsaC and TsaD. Once the
TC-AMP is bound, ATP could be hydrolysed by TsaE, pro-
moting its dissociation from TsaBD, followed by binding of
the tRNA substrate, renaturation of the TsaD metal bind-
ing sites and threonylcarbamoyl transfer to A37. The region
around the active site that could be involved in TC-AMP
channelling has conserved sequence patches (Supplemen-
tary Figure S7). The highly conserved SPT(F/Y)T loop of
TsaE has its side chains in the coordination sphere of the yP
of AMPCPP and is close to the threonylcarbamoyl moiety
of TC-AMP in the TsaD active site. It is therefore well posi-
tioned to serve as a sensor to coordinate ATP hydrolysis and
TC-AMP binding. A scheme representing the hypothetical
role of TsaE during the t°A reaction cycle is represented in
Figure 6.
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Figure 6. Hypothetic reaction scheme for TsaBDE. Binding of TsaE and ATP to TsaBD converts TsaD into an inactive conformation (symbolized by
shady red colour). This conformation of TsaD then interacts with TsaC followed by transfer of TC-AMP (green stick) from TsaC to TsaD (pathways a or
b). TsaE hydrolyses ATP and dissociates from TsaBD, liberating the binding site on TsaBD of the tRNA substrate. After transfer of the TC-moiety from

TC-AMP to tRNA, the modified tRNA dissociates from TsaBD.

Comparison between bacterial TsaE and

archaeal/eukaryotic Bud32

The threonyl-carbamoyl transferase multiprotein com-
plexes in eukaryotes/archaea and bacteria have only the
TC-transferring enzyme in common, Kael and TsaD re-
spectively. Kael is flanked in the KEOPS complex by two
subunits: Pccl binds to its N-terminal and Bud32 to its C-
terminal domain (27,54). The helical bundle at the Pccl-
Kael interface mimics the TsaBD interface, despite the fact
that Pccl and TsaB are unrelated. Pccl and TsaB likely play
similar roles in the t°A reaction pathway. Superposition of
TmTsaDE onto Kael-Bud32 (Supplementary Figure S8)
shows that TsaE and Bud32 both interact with the helical
insertion of the C-terminal domain of TsaD and Kael re-
spectively. TsaE however binds at the opposing end of TsaD
compared to Bud32 and Kael. Moreover, Bud32 does not
block the access of tRNA to the active site of Kael. The role
of Bud32 in the t°A reaction pathway has not been clari-
fied so far. Bud32, resembles the small protein kinases of the
Rio family, involved in the biogenesis of ribosomes (55). An
ATPase-dependent role of the Rio proteins was suggested to
regulate their dynamic association with pre ribosomal sub-
units (56). Inactivation of the active site of Bud32 is delete-
rious for yeast cells and also for t°A activity of the KEOPS
complex (14). It remains an open question whether TsaE
and Bud32 are functional analogues or whether they play a
different role in the t°A reaction cycle.

CONCLUSION

Our data provide a structural rationale for the biochemical
observations collected on Ec- and 7mTsaBDE, e.g. the com-
petition between tRNA and TsaE for binding to TsaD. The
structure of 7mTsaBDE confirms TsaE is not directly in-

volved in the TC-transfer to tRNA, but suggests that it ‘pre-
pares’ TsaD at the start of the reaction cycle. 7mTsaE con-
verts TmTsaB,D; into an open form that could accept the
TC-AMP intermediate from 7mTsaC2. After ATP hydrol-
ysis, TmTsaE dissociates from TmTsaBD which switches to
a closed active form, capable of binding metals and tRNA
substrate. Then, modified tRNA leaves the active site and
TmTsaBD enters into a new reaction cycle. The open (in-
active) and closed (active) form of 7mTsaBD might be in
equilibrium in absence of 7TmTsaE as suggested by SAXS
data (23). It is tempting to correlate these two states with the
observation that 7mTsaBD, in absence of TmTsaE, cataly-
ses a single turn-over tRNA modification. This equilibrium
probably is species-dependent since it was not observed for
EcTsaBD (22).

Itis of note that the TsaBDE complex offers an attractive
target for antimicrobial drug development. Chemical com-
pounds that either inhibit TsaE to bind to TsaBD or signif-
icantly stabilize the TsaBDE complex would have deleteri-
ous effects on t°A activity and bacterial survival.
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The coordinates of the 7mTsaBDE complex have been de-
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Table S1

Structure similarity between the two copies of TmTsaBDE in the asymmetric unit
(chains CEG and ADB) and between the 7'm Tsa-subunits and their otrhologues.

TmTsaBDE complex

TmTsaB (chain C)
TmTsaE (chain E)
TmTsaD (chain G)
TmTsaD (chain G)
TmTsaD (chain G)
TmTsaE (chain E)
TmTsaE (chain E)
TmTsaE (chain E)
TmTsaB (chain C)
TmTsaB (chain C)
TmTsaB (chain C)
TmTsaB (chain C)
TmTsaB (chain C)
TmTsaB (chain C)

free proteins

TmTsaB (chain A)

TmTsaE (chain D)

TmTsaD (chain B)
EcTsaD (PDB ID 4YDU)
ScTsaD (PDB ID 3ZEU)
HiTsaE (PDB ID 1FL9)
HiTsaE (PDB ID 1HTW)
BsTsaE (PDB ID 5SMVR)
EcTsaB ( PDB ID 4YDU)
EcTsaB (PDB ID 4YOW)
ScTsaB (PDB ID 3ZEU)
StTsaB (PDB ID 2GEL)
TmTsaB (PDB ID 2A6A)
VpTsaB (PDB ID 3R6M)

RMSD (A)

0.73 (180 Ca)
0.98 (147 Ca)
0.90 (301 Ca)
2.58 (291 Ca)
2.65 (291 Ca)
1.97 (141 Ca)
1.93 (141 Ca)
1.69 (137 Ca)
1.78 (179 Ca)
1.76 (171 Ca)
1.88 (180 Ca)
1.87 (178 Ca)
1.02 (175 Ca)
1.92 (176 Ca)

Z-score

15.8
12.2
18.9
10.9
10.1
9.0
9.6
10.1
10.6
11.4
9.4
11.6
14.8
9.2

% sequence
identity
95
83
95
37
37
36
35
31
21
23
17
19
85
22



Table S2

Sequences of the synthetized genes used in this study. In bold are restriction sites used for cloning
into the corresponding expression vectors (i.e. pET21a for BC14 and pET24d for BC15).

Sequence (5’>3’) of the synthesised genes

>BC14
CATATGCGCGTTCTTGGCATTGAAACCAGCTGTGACGAAACCGCTGTAGCAGTTCTGGATGACGGTAAAAACGTTGTTGTTAACTTTACCGT
TTCCCAGATTGAGGTACACCAGAAGTTCGGCGGCGTTGTTCCGGAAGTTGCTGCACGCCACCACCTTAAAAACCTGCCGATCCTTCTGAAGA
AAGCATTCGAAAAAGTACCACCGGAGACCGTTGACGTAGTTGCTGCAACTTACGGCCCGGGTCTTATTGGTGCACTTCTTGTTGGTCTGAGC
GCAGCAAAAGGCCTTGCAATCAGTCTTGAAAAACCGTTTGTTGGCGTTAACCACGTGGAGGCACACGTTCAGGCTGTTTTCCTGGCAAACCC
GGACCTGAAACCACCGCTTGTTGTTCTGATGGTTAGCGGTGGCCACACCCAGCTGATGARAGTTGACGAGGATTACAGCATGGAAGTTCTGG
GTGAAACCCTTGACGACAGTGCTGGCGAGGCATTTGACAAGGTTGCACGCCTTCTTGGCCTTGGCTACCCGGGCGGTCCGGTTATTGATCGC
GTTGCAAAGAAAGGCGACCCGGAAAAGTATTCCTTTCCGCGTCCGATGCTGGACGACGATTCTTATAACTTTTCCTTCGCTGGTCTGAAGAC
TTCCGTACTTTACTTTCTTCAGCGCGAAAAAGGTTATAAGGTGGAAGATGTTGCTGCATCCTTTCAGAAGGCTGTAGTTGACATCCTTGTTG
AAAAAACTTTTCGCCTGGCTCGCAACCTTGGCATTCGCAAAATTGCTTTTGTAGGCGGTGTTGCAGCTAACTCCATGCTGCGCGAAGAGGTG
CGCAAACGCGCTGAACGCTGGAACTATGAGGTTTTTTTCCCACCGCTGGAACTTTGTACCGATAACGCACTGATGGTAGCAAAGGCTGGTTA
TGAAAAAGCTAAACGCGGCATGTTTAGCCCGCTGTCTCTGAACGCAGACCCGAACCTGAACGTTTAACTCGAATTCTCTAGAARATTTTGTTT
AACTTTAAGAAGGAGATATAGTTATGAACGTTCTGGCACTTGATACCTCCCAACGTATTCGTATCGGCCTGCGTAAAGGCGAAGACCTTTTC
GAAATCTCCTACACTGGTGAGAAAAAACACGCAGAGATCCTTCCGGTTGTTGTAAAGAAGCTGCTGGATGAACTGGACCTTAAAGTTAAAGA
CCTTGACGTTGTTGGCGTTGGCATCGGCCCGGGCGGCCTGACTGGTCTTCGCGTTGGCATTGCAACTGTTGTTGGCCTTGTTTCCCCGTACG
ACATTCCGGTTGCTCCGCTGAACTCCTTTGAAATGACCGCAAAGTCTTGTCCGGCTGATGGTGTTGTACTTGTTGCTCGTCGTGCTCGCAAA
GGTTACCACTACTGTGCTGTTTACCTGAAGGATAAAGGCCTTAACCCGCTGAAAGAGCCGTCCGTTGTATCCGATGAAGAACTGGAAGAGAT
TACTAAAGAGTTCTCCCCGAAAATTGTACTGAAGGATGATCTTCTTATTTCTCCGGCTGTTCTGGTTGAAGAGTCTGAGCGCCTTTTTCGTG
AGAAAAAGACTATTCACTACTACGAAATTGAACCGCTGTACCTTCAAAAATCCATTGCTGAACTGAACTGGGAAAAAAAGAAACGCGGCCAC
CATCACCATCACCATTAACTCGTAAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATAGTTCCATGGAATTTTAACTCGAG

>BC15
CCATGGGGCATCACCATCACCATCACGAAAACCTGTATTTTCAGGGCTATAATACTGTTGAAGAACAAAAAATGCGTCACCTGCGCTTCGAA
AACCTGACTGAAGAACAACTGAAACGTCTGGCTAAAATCCTGACTGAAAACCTGAAGGGCGGCGAAGTTGTTATTCTGAGCGGCAACCTGGG
CGCAGGCAAAACTACCTTCGTTAAGGGCATGATTCGTGCTATTGGTCTGGACGAAAAAATGGTTAAATCTCCAACTTTTACTCTGATGAACG
TATACCCGGGTCTGAAAACTATTTATCATCTGGACCTGTATCGTCTGCAGGATACCGATTTCCTGTCTCTGGACGTAGAAGATATTCTGGAA
GATGAAGATGGCATTATGGTTGTAGAATGGGGCGACCTGTTTGACGGCTTTTGGCCAGAAGATAGTATTAAGGTTAAGATTGAAATTGCTGA
TGAATCTCATCGTAATGTTGAAATTCTGATTCCGGAAGAAGTTAATTTCCTGGTAGAAAAAATTGAACGTTATCGCAAAGAACTGCAGAACA
CTTAACTCGAG
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Structure based sequence alignment of the TmTsaBDE subunit homologues.

The sequence alignments of the subunits are superposed by the secondary structure

assignment based on the crystal structure of TmTsaBDE. Conserved residues are boxed

in red, well conserved residues are in red. THEMA: T. maritima; HAEIN: H. influenza;

BACSU: B. subtilis;

VIBPA: V. parahaemolyticus; SALTY: S. typhimurium; PSEAR: P.

aerogunosa; ECOLI: E. coli

a. Structure based sequence alignment of TsaB homologues. At the bottom:

secondary structure of EcTsaB.Residues interacting with TsaD and TsaE are

marked with red and yellow stars respectively. Residues involved in ADP binding

as observed in the EcTsaBD crystal structure are marked as red ovals.
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b. Structure based sequence alignment of TsaD homologues. At the bottom:
secondary structure of EcTsaD. Residues interacting with TmTsaB and TmTsaE
are marked with blue and yellow stars respectively. Residues involved in ADP
binding of EcTsaBD are marked as brown filled ovals. Residues of TmTsaD

involved in AMPCPP binding are marked as red empty ovals.

C. Structure based sequence alignment of TsaE homologues. At the bottom:
secondary structure of BsTsaE. Residues interacting with TmTsaB and TmTsaD
are marked with blue and red stars respectively. Residues of TmTsaE involved in

AMPCPP binding are marked as red filled ovals.

Y82 switch Il
W109 switch |

Figure S2

Superposition of TmTsaE (yellow), BsTsaE (light grey) and HiTsakE (grey). The ADPs
(bound to BsTsaE and HiTsaE) and AMPCPP (bound to TmTsaE) are represented as
sticks, Mg-ions from BsTsaE and HiTsaE as grey spheres, from TmTsaE as orange

sphere. a3 is the negatively charged helix that is bound near the TmTsaBD interface.

107



Figure S3

Superposition of the two TmTsaBDE copies in the asymmetric unit. One copy is in colour
(TmTsaB: blue, TmTsaD: red, TmTsaE: yellow), the other is uniformly grey. The most
significant structural difference is situated at the C-terminus (marked Ct) of TsaB: in one
copy it is ordered as a helix (blue Ct), while in the other it is stretched and partially

disordered (grey Ct).
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Figure S4

2Fo-Fc experimental residual electron density map centred around the AMPCPP ligand

(sticks) and contoured at 1.5 BIEl. Mg-ion represented as grey sphere, Mg-ligands of TsaE

are labelled (yellow sticks). TsaD residues interacting with the EP of AMPCPP are shown

as red sticks.
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TmTsaB

Figure S5

Overlay of EcTsaBD (PDB ID 4YDU; EcTsaB in cyan and EcTsaD in grey) and TmTsaBDE
(same colour code as for panel a). The N-terminal domains of TsaD were used for
superimposition. ADP (bound to the active site of EcTsaBD) and AMPNPP bound to
TmTsaE are shown as sticks. The Mg- and Fe-ions bound to EcTsaD are shown as pink

and grey spheres respectively. al of TmTsaD which is disordered in the context of

TmTsaBDE is indicated.
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Figure S6

Electrostatic surface potential of HiTsaE (left) and BsTsaE (right). Colour scale from

positively (blue) to negatively (red) charged.
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Patch |

Figure S7

The sequence conservation projected onto the surface. Left panel : surface presentation
of TsaBD with TmTsaE presented in ribbon (AMPCPP in sticks). The black circle represent
here patch | whose preserved residues could involve in interaction with TsaC. Right
panel : sequence conservation of TsaE with TmTsaBD presented in ribbon. The

conservation scaled varies between variable (cyan) and conserved (raspberry).
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TmTsaD

Figure S8

Superposition of the archaeal M. janaschii Bud32/Kael complex? onto TmTsaDE (Bud32
dark grey, Kael light grey, TsaD red and TsaE yellow). Bud32 and TsaE both bind to the
helical extension within the C-terminal domain of Kael/TsaD but their binding modes

(and structures) are unrelated.
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Corrigendum

The structure of the TsaB/TsaD/TsaE complex
reveals an unexpected mechanism for the bacterial
t6A tRNA-modification

Sophia Missoury', Stéphane Plancqueel’, Ines Li de la Sierra-Gallay', Wenhua Zhang',
Dominique Liger', Dominique Durand', Raoudha Dammak’, Bruno Collinet"?" and
Herman van Tilbeurgh'~

TInstitute for Integrative Biology of the Cell (I2BC), CEA, CNRS UMR 9198, Univ. Paris-Sud, Université Paris-Saclay,
91198 Gif sur Yvette Cedex, France and 2Institut de Minéralogie, de Physique des Matériaux et de Cosmochimie,
UMR7590 CNRS/Sorbonne-Université, UPMC, Paris, France

Nucleic Acids Research, 2018, 46(11): 5850-5860, https://doi.org/10.1093 /nar/gky323

Subsequent to publication of this study, we obtained crystals that yielded slightly better diffraction data for the 7mTsaBDE
complex (Table 1). These data resulted in improved electron density maps and allowed us to identify and correct a few errors
in the previously deposited structure (originally deposited as PDB 6FPE). The latter (which is still available for download
and comparison, at https://www.rcsb.org/structure/removed/6FPE) has been superceded by a new set of revised coordinates
(PDB 6S84).

The most significant differences between the two coordinate sets consist of:

1. The C-terminus of one of the TsaB copies in the asymmetric unit: amino acids 194-205 that were missing in the 6FPE
structure could be constructed into the density.

2. Modeling of a nucleotide bound at the active site of TsaD. We initially cautiously interpreted the residual electron density
by glycerol and PEG moieties present in the crystal freezing liquor. The new maps clearly showed that a nucleotide was
bound at this location (Figure 1). We could easily fit the density by AMPCPP, present as a ligand in the crystallization
solution.

The new structure does not alter the primary conclusions of our manuscript:

e The C-terminal part of the active site of 7mTsaD remains well-structured and is still capable of binding a nucleotide in
the context of the ternary 7mTsaBDE complex.

e The AMPCPP occupies exactly the same position as the carboxy-AMP compound present in the recent structure of
TmTsaBDE, reported by Swairjo et al. (1). We further confirm that in our structure the N-terminal part of the 7mTsaD
active site remains partially disordered and that neither Zn nor Fe ions are bound. This contrasts with the structure
reported by Swairjo et al., which has an ordered metal binding site occupied by Zn. This latter structure was obtained
in presence of ATP, and we suspect that the nature of the bound nucleotide (AMPCPP versus ATP) might play a role in
the metal binding. The two structures of the TsaBDE complex (6N9A and 6S84) represent probably different snapshots
along the catalytic pathway.
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Figure 1. 2F,-F. difference map (blue) of the AMPCPP surrounding at the active site of 7mTsaD. F,-F. map : positive and negative densities are rep-
resented as green and red grids respectively. The metal coordinating histidines 109 and 113 are also shown. They are partially disordered and not in a
configuration compatible with metal binding.

Table 1. New (vs. original) data collection and refinement statistics

PDB 6S84 PDB 6FPE
Wavelength (A) . 0.978570 0.9801
Resolution range (A) 46.14-2.90 (3.00-2.90) 48.44-3.14 (3.33-3.14)
Space group P22, 2 P22 2
Unit cell a,b,c (A) a=285.16,b=108.21,c = 176.65 a=28431,b=113.94,¢c=177.62
Total reflections 324005 138146
Unique reflections 36849 30297
Completeness (%) 99.1 (94.8) 99.1(95.2)
Mean I/sigma(I) 9.1(0.87) 7.1(1.03)
R-meas 0.23 0.19
CC1/2 99.7 (42.1) 99.2 (43.9)
R-work 0.209 0.23
R-free 0.282 0.29
Number of non-hydrogen atoms 10678 10418
RMSD bonds (A) 0.003 0.011
RMSD angles () 1.011 1.258
Ramachandran fav?red (%) 94.77 95.3
Average B-factor (A%) 89.66 80.67

Statistics for the highest-resolution shell are shown in parentheses.
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1.2 Discussion des résultats obtenus par le groupe de Manal Swarjo (Luthra et al.,

2019).

En parallele a cette étude, une autre équipe aux USA a résolu une autre structure

cristallographique de TmTsaBDE (Luthra et al.,, 2019). La figure 54 illustre les différents sites

actifs de TsaD en conformation ouverte (code PDB 6584 et 6N9A) et en conformation fermée

(code PDB 4YDU). Les deux structures de TmTsaBDE (celle résolue dans I’équipe, code PDB 6584

et celle de I'équipe de Manal Swarjo, code PDB 6N9A) sont trés similaires mais montrent

toutefois quelques différences intéressantes :

L’équipe de Manal Swarjo observe une molécule d’ATP et un ion Mg?*, localisés a
I'interface de TsaE et TsaD stabilisant cette interaction. La présence de TsaE induit un
changement de conformation de la sous unité catalytique TsaD, trés comparable a notre
structure. Les deux sous unités TsaD se superposent avec une déviation moyenne
(RMSD) de 1.27 A (Z-score 17.2 sur 304 positions Ca alignées).

Une molécule de carboxy-AMP (Cax-AMP), identifiée par I'équipe de M.Swarjo, est fixée
dans le site actif de TsaD (figure 42 B). L'adénosine et le phosphate a se superposent
parfaitement avec I'adénosine et le phosphate a de ’AMPCPP dans notre structure.
L’origine de ce carboxy-AMP n’est pas claire et les auteurs de I'article n’expliquent pas
pourquoi ce ligand pourrait bien se trouver dans le site actif de TsaD. Il reste a vérifier
si la densité électronique de cette structure ne pourrait pas étre expliquée par une
molécule d’ADP (dont I'encombrement stérique est compatible avec la densité
électronique) ou alors par une molécule de carbamoyle-AMP.

En revanche, un ion Zn?* est fixé dans le site actif de cette nouvelle structure. Les
positions des acides aminés Hios, Hi13, H13s et D2gs sont déviées par rapport a notre
structure (figure 54 A) et sont dans une conformation permettant la coordination du
métal Zn?* (figure 54 B). Cependant, la position relative du métal Zn?* par rapport au
métal Fe2* présent dans EcTsaD est déviée de ~ 5 A et ne participe pas a la coordination
du nucléotide dans la structure de Luthra et al., 2019. Pour finir, les acides aminés D11
et E12 de EcTsaD coordonnent le second métal Mg?* a proximité du phosphate B de I’ADP
(figure 54 C) ; les positions relatives de ces acides aminés dans TmTsaD présentent une

déviation de prés de 11 A et ne permettent pas la coordination du métal Mg?*.

117



Q Mo+ Digs

Figure 54 Représentation des sites actifs des différentes structures cristallographiques connues de TsaD.
A : Site actif en conformation ouverte de TsaD de la bactérie Thermotoga maritima (code PDB 6584). Un
analogue non hydrolysable de ’ATP (AMPCPP) est stabilisée par les acides aminés du domaine C-terminal de
TsaD représentés en stick. B : Site actif de TsaD de Thermotoga maritima (code PDB 6N9A). Une molécule de
carboxy-AMP (Cax-AMP) est stabilisée par les acides aminés du domaine c-terminal de TsaD représentés en
stick. Une molécule de Zn?* est coordonnée par les acides aminés en stick. C : Site actif de TsaD de Escherichia
coli en conformation fermée (code PDB 4YDU). Une molécule d’ADP et des ions Mg?* et Fe?*, en vert et orange
respectivement, sont liés dans le site actif.
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Cette nouvelle structure de TsaBDE de Thermotoga maritima (code PDB 6N9A) met en
évidence que la position des deux domaines de TsaD présente toujours un changement de
conformation drastique induisant une ouverture du site actif de I'enzyme en présence de TsaE.
Les seules différences entre ces deux structures sont localisées aux résidus Hios, H113, Hi3e et
D296 qui présentent une orientation supportant la coordination du métal Zn?*. De facon
inattendue, cette nouvelle structure cristallographique de TsaBDE montre que I'histidine 136
participe a la liaison du métal Zn?*, dont I’équivalent, I'histidine 139, ne participe pas a liaison
du Fe?* dans EcTsaD en conformation fermée (déviation de ~ 3 A du groupement N¢?). Cela
suggere que la conformation ouverte et la présence du métal a proximité oriente I'Hizs de
maniére favorable a la coordination. Lors du passage vers la conformation fermée, la
coordination serait rompue entre le métal Zn?* et I'H136, permettant la coordination du Zn?* au
nucléotide. Il est probable que cette structure soit un autre état intermédiaire passant de la

forme inactive a active.

1.3. Conclusion de I'article I.

La catalyse de la modification t°A par les protéines TsaBDE implique 2 substrats : le premier
étant I'intermédiaire TC-AMP et le second est I’ARNt.

Les structures TmTsaBDE supportent les données biochimiques mais laissent encore
beaucoup de zones d’ombre en ce qui concerne la compréhension du mécanisme réactionnel.
Méme si TsaE est indispensable pour la réaction, sa position dans le complexe ternaire TsaBDE
est incompatible avec une réaction en une seule étape. En effet, en présence d’un nucléotide
non-hydrolysable, et sans doute aussi en présence d’ATP, le site actif de TsaD n’est pas
accessible pour un substrat volumineux tel que I’ARNt en présence de TsaE. De plus, 'ouverture
de TsaD et les réarrangements structuraux de son site actif induits par la présence de TsaE
suggerent que la sous-unité catalytique soit dans un état inactif dans le contexte du complexe
ternaire TsaBDE fixant un nucléotide. Des expériences d’interaction ont montré que la présence
de TsaE empéche la formation d’'un complexe ARNt-TsaBDE, en revanche son absence permet

de former le complexe nucléo-protéique ARNt-TsaBD (Luthra et al., 2018).

Des expériences de cinétiques ont montré que TsaBD, seul, est capable de catalyser une
réaction t°A ("single turn-over"), et que I'activité ATPase de TsaE est nécessaire pour atteindre

plusieurs cycles de modification ("multiple turn-over") (Luthra et al., 2018). La catalyse de la
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modification t°A sur un ARNt substrat laisserait TsaD dans un état inactif que seule la présence
de Tsak, accompagnée de I’hydrolyse d’une molécule d’ATP serait capable de restaurer.

Les différentes structures cristallographiques représentent probablement des
conformations illustrant les différentes étapes ("snapshots") le long du chemin réactionnel et
ont permis de proposer une fonction de la troisieme sous-unité TsaE. Cependant, de
nombreuses incertitudes demeurent quant a I'ordre d’interaction des différents substrats.
Dans le complexe TsaBDE, un nucléotide (AMPCPP ou cax-AMP) est stabilisé dans le site actif
de TsaD : I'intermédiaire TC-AMP pourrait étre ainsi transmis au site actif de TsaD dans une
conformation ouverte. L'ion Zn?* observé dans le site actif de TmTsaD de la structure du
complexe TmTsaBDE de I'équipe de Manal Swarjo suggere un état pré-actif qui précederait la
dissociation de I'interaction avec TsaE et le rapprochement des deux domaines de la sous unité
catalytique TsaD induisant, ainsi, la fermeture du site actif. Il est possible que la fermeture du

site actif soit aussi induite apres la fixation de I'ARNt substrat.
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Chapitre Il

I Etude du site actif de TsaD chez les procaryotes.
Il.1. Présentation de I'article Il (soumis a NAR).

Comme énoncé précédemment, la catalyse de la modification t°A se déroule en deux étapes
(figure 53 page 85). Les protéines TsaC; ou TsaC, forment un intermédiaire TC-AMP, ce dernier
est pris en charge par le complexe trimérique TsaBDE pour modifier I'adénosine 37 des ARNt
substrats. Le mécanisme de transfert du groupement thréonyl-carbamoyle sur les ARNt
substrats est trés peu comprise. Seule la structure tridimensionnelle de Sua5 a été résolue en
présence de l'intermédiaire TC-AMP permettant d’identifier les résidus responsables de sa
fixation (Agari et al., 2008). Aucune structure tridimensionnelle de TsaD ou de ses homologues
(Kael, Qri7) n’a été résolue en présence de cet intermédiaire. Des structures en présence de
nucléotides ATP, ADP ou AMP liés au site actif ont été obtenues mais permettent seulement
d’émettre des hypothéeses quant aux résidus impliqués dans la fixation de I'intermédiaire TC-
AMP.

Notre article présente la structure de TsaBD de la bactérie Escherichia coli en présence
d’un analogue TC-AMP non hydrolysable (nom de code BK951 ; figure 55). Le protocole de
purification de TsaBD est exposé en annexe 1 (page 319). Ce composé a été synthétisé par
Charles Lauhon de l"université du Wisconsin. A partir de la molécule 6-chloropurine riboside et
de L-thréonine, une synthese chimique a permis de substituer un oxygene du phosphate du TC-

AMP par un carbone, ce qui le rend non hydrolysable et stable.

NH,
o g 26
\\/ 4 |
,,N»u S
0.
OH OH
BK951

Figure 55 Produit finale de la synthése de I’analogue non hydrolysable du TC-AMP nommé BK951, la synthése a
été réalisée par I’équipe de Charles Lauhon.

L’analyse compléete de cette étude est illustrée par I'article en cours de rédaction et de
publication intitulé " Structure of a reaction intermediate mimic in t°A biosynthesis bound in

the active site of the TsaBD heterodimer from Escherichia coli" en collaboration avec Charles T.
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Lauhon (Université de Madison, USA). Les résultats présentés seront comparés a ceux obtenus
avec la structure de TsaBD de Salmonella typhimurium qui posséde un analogue de I’ATP non
hydrolysable dans son site actif (ATPyS) (code PDB 3ZEU) et d’Escherichia coli possédant un ADP
dans son site actif (code PDB 4YDU). Pour finir, une derniére comparaison sera faite avec la
structure tridimensionnelle de TobZ, protéine possédant les deux domaines homologues
a TsaC; et TsaD et, au sein de son domaine TsaD, un adénylate carbamoyle et un ion Fe?* sont

fixés (code PDB 3VER).

HI115

HIl1
%;3‘99
G138 .\_\\ Ty
D300

Figure 56 Site de fixation de la molécule BK951 (en vert) dans le site actif de TsaD. Les liaisons hydrogénes sont
représentées par les pointillés noirs. La liaison de coordination entre le Zn?** et I'oxygéne du carboxylate du
BK951 est réprésenté en violet. Enfin les demi cercles rouges hachurés représentent les interactions de van der
Waals.

Des analyses d’interaction ont montré que I'affinité de BK951 avec TsaBD est de |'ordre
du micromolaire (Kp = 3.4 £ 0.6 uM et une ICso (concentration inhibitrice médiane) de 1.3 £ 0.5
uM). Ces valeurs sont du méme ordre de grandeur que celles retrouvées pour la fixation du

TC-AMP (ICso =1.5 + 0.4 uM). La structure du complexe TsaBD/BK951 a été résolue a une
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résolution de 2.31 A. Une densité électronique supplémentaire dans le site actif de TsaD a
permis de placer la molécule BK951 ainsi qu’un ion Zn?* dans le site actif de TsaD. Les structures
de TsaBD, en présence et en absence de la molécule BK951, sont trés similaires (RMSD ~ 0.39
A) montrant que la fixation de la molécule n'induit pas de changement conformationnel
important. L'ion Zn?* est coordonné par les acides aminés Hi11, Hi1s, D3oo d’une part et par
I'oxygene du phosphate a et les oxygenes du carboxylate du BK951 de I'autre. La Sg et I'Hi3o
forment des liaisons hydrogenes avec le groupement thréonyle et le groupement carboxylate
respectivement. Les résidus N7z, Gaes, G127 et Gizs forment des liaisons hydrogenes avec
I’'adénosine, le phosphonate et le carbamate (figure 56).

Une étude de mutagénése dirigée, réalisée par les collaborateurs, ciblant les acides
aminés du site actif de TsaD de la bactérie Escherichia coli a été réalisée. Les mutants Hi11A,
H11sA et D3ooA ne possédent plus d’activité t°A. A 'inverse, le mutant HizeA ne montre pas de
différence d’activité significative par rapport a I'enzyme sauvage suggérant que I’'H139 n’est pas
un résidu catalytique. De fagon surprenante, les mutants SeoA et SoG diminuent
significativement I'activité t°A de I'enzyme et le mutant SeoT diminue au tiers I'activité. La
cystéine voisine mutée, C10A, qui forme une interaction de van der Waals avec le groupement
thréonyle, montre un effet moindre sur I'activité t°A. En revanche, le double mutant SoG et C10G

abolit totalement 'activité de I'enzyme, suggérant un effet additif.
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ABSTRACT

The tRNA modification N6-threonylcarbamoyladen
osine (t6A) is universally conserved in all organisms.
In bacteria, the biosynthesis of t5A requires four pro-
teins (TsaBCDE) that catalyze the formation of t5A
via the unstable intermediate L-threonylcarbamoyl-
adenylate (TC-AMP). While the formation and stabil-
ity of this intermediate has been studied in detail, the
mechanism of its transfer to A37 in tRNA is poorly
understood. To investigate this step, the structure
of the TsaBD heterodimer from Escherichia coli has
been solved bound to a stable phosphonate isosteric
mimic of TC-AMP. The phosphonate inhibits t°A syn-
thesis in vitrowith an ICsq value of 1.3 uM in the pres-
ence of millimolar ATP and L-threonine. The inhibitor
binds to TsaBD by coordination to the active site Zn
atom via an oxygen atom from both the phospho-
nate and the carboxylate moieties. The bound con-
formation of the inhibitor suggests that the catalysis
exploits a putative oxyanion hole created by a con-
served active site loop of TsaD and that the metal
essentially serves as a binding scaffold for the inter-
mediate. The phosphonate bound crystal structure
should be useful for the rational design of potent,
drug-like small molecule inhibitors as mechanistic
probes or potentially novel antibiotics.

INTRODUCTION

Transfer RNAs from all forms of life are subject to a large
number of enzyme-catalysed post-transcriptional chemical

modifications that fine tune both its structure and function
in the cell (1-4). The N6-threonylcarbamoyladenosine (t°A)
modification (5) is found at position 37 adjacent to the an-
ticodon in tRNAs that decode 5-ANN codons (6,7), and is
universally conserved throughout life (8). Structurally, t°A
enhances codon recognition by disrupting base pairing with
U33 in the anticodon loop and by interacting with both an-
ticodon bases as well as the first base of the mRNA codon
(9). Mutants in both bacteria (10,11) and eukaryotes (11,12)
that lack t®A typically have severe growth defects or, as in
the case of Escherichia coli, are inviable (13). In many or-
ganisms t°A is further modified to the hydrolytically labile
cyclized hydantoin ct®A, which is formed by ATP-catalysed
cyclization of t°A (14,15) (Figure 1). This has prompted
a call for re-evaluation of the structural explanation for
its role in codon recognition. The catalytic machinery for
the biosynthesis of t°A differs significantly between bac-
teria and eukaryotes/archaca. In ecukaryotes, t°A is catal-
ysed by the Tcsl (SUAS) protein (10) in conjunction with
the KEOPS complex (16-19), which contains five proteins.
KEOPS was originally identified as a transcription complex
(20) involved in telomere regulation (21). In addition to its
requirement for t°A tRNA modification, KEOPS proteins
in yeast have t®A-independent roles in telomere replication
via SUASp (22) and as an auxiliary sensor of DNA double
strand breaks (23). KEOPS mutations have been recently
implicated in neurodegeneration with nephrotic disease in
humans (24-26). In mitochondria, a minimal t°A system
operates, consisting of Tcsl and the mitochondrial protein
Qri7 (27). Expression of Qri7 in the cytoplasm can comple-
ment loss of KEOPS proteins in t°A formation. This result
has implicated the KEOPS Qri7 homolog OSGEP (Tcs3)
as the main catalytic component responsible for t°A syn-
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Figure 1. Biosynthesis of t°A in bacteria. In most bacterial tRNAs, t°A is further cyclized to the hydantoin ct®A, which is hydrolytically unstable to

commonly used isolation procedures.

thesis. In human mitochondria, t°A formation was recently
found to function as a CO, sensor, in that low CO; levels
result in low t°A formation and reduced translation of mi-
tochondrial proteins (28). Based on the dependence of t°A
in bacteria for normal growth, and the apparent divergence
of the protein machinery between bacterial and eukaryotic
t°A synthesis, this modification has been identified as a po-
tential antibiotic target.

As shown in Figure 1, the biosynthesis of t°A in bac-
teria involves four distinct proteins (29). The first step
in the biosynthesis is carried out by TsaCl(YrdC)/TsaC2
(SUAS), which are short/long bacterial homologs, respec-
tively, of eukaryotic Tcs1 /SUAS. These enzymes catalyse an
L-threonine-dependent adenylation reaction, using bicar-
bonate (possibly via CO,), to form a putative L-threonine
carbamate that is adenylated with ATP to give the unstable
product TC-AMP (30). This mechanism was also shown to
operate in vitro for both eukaryotes and archaea (31). There
is evidence that although TsaCl and TsaC2 catalyse the
same reaction, they may operate by different mechanisms
due to the involvement in TsaC2 of additional hinge and
SUAS domains (32). The TsaBDE proteins together in the
presence of ATP can catalyse the addition reaction of ex-
ogenously supplied TC-AMP with the tRNA substrate to
give t°A and AMP as products (30). Similarly, in yeast it
was shown that SUAS5p and Qri7 can catalyse t°A forma-
tion via TC-AMP diffusion without direct protein-protein
interaction (33). The bacterial TsaD protein is a homolog
to the ancestral (COGO0533) family of carbamoyltransferase
proteins that include KAE1/OSGEP/TobZ that utilize car-
bamoyl adenylate substrates or intermediates to carbamoy-
late nucleophiles (34,35). Previous structural and mechanis-
tic studies in Sa/monella tymphimurium (36), E. coli (37) and
Thermotoga maritima (38-41) have shown a functional re-
quirement for the formation of a TsaBD heterodimer that
binds tRNA (38) and likely binds TC-AMP. The role of the
small TsaE protein in t°A formation is more complicated. It

was characterized initially as an ATPase with low intrinsic
activity (42-44) that is stimulated by the presence of TsaBD
(29,37). As shown in Figure 1, the chemical transformation
from TC-AMP to t°A does not formally require ATP. In-
deed, bacterial t°A formation is observed in vitro in the ab-
sence of this protein (30); however, as explicitly shown in
T. maritima (38), TsaE catalysed ATP-hydrolysis is required
for multiple turnover.

A comparison of structural studies in bacteria show that
the quaternary structure for the TsaBDE complex is species
dependent. In E. coli and S. typhimurium, small angle X-
ray scattering (SAXS) and isothermal calorimetry (ITC),
respectively, were used to determine the ternary complex is
a TsaB;D,E; heterotrimer, the formation of which is ATP-
dependent (36,37). In E. coli, there is a novel additional
ADP binding site at the TsaB-TsaD interface (37). The 7
maritima proteins form a hexameric TsaB,D>E, complex
as a dimer of heterotrimers with TmTsaB as the dimer-
ization domain (38,39). The role of the TsaE protein in
both systems appears to be regulatory in nature, in that
TmTsaE binding to the TmTsaB>D>E; complex has been
shown to be competitive with tRNA (38). This is consis-
tent with the observation in E. coli that EcTsaBDE does not
bind tRNA (37), while EcTsaBD does (38). TsaE-catalysed
ATP hydrolysis is required for additional turnover, possibly
via a resetting of the active conformation of TsaBD (38).
Missoury et al. (39,40) observed that TmTsaE binding to
TmTsaBD induces a partial denaturing of the TsaD active
site. Both studies are in agreement that TmTsaE binding
precludes the binding of tRNA. Questions remain as to the
exact mechanism and timing of the conformational effects
clicited by TsaE during the catalytic cycle, as well as the
timing of tRNA binding relative to TC-AMP loading onto
TsaD and the potential role of TsaC1/C2 in the latter. Each
of these steps may be specifically tailored in mesophiles ver-
sus thermophiles, due in part to the instability of TC-AMP
and the need to avoid wasteful ATP utilization.
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While a structure of TC-AMP bound to TsaC2 from
Sulfolobus tokodaii has been reported (34.,45), there are as
yet no structures of TC-AMP bound to the TsaBD het-
erodimer. Luthra ef al. (41) have recently reported the struc-
ture of 7 maritima TsaB,D>E> with the unstable ligand
carboxy-AMP bound in the TsaD active site. This structure
was used to model TC-AMP binding to the complex. Ef-
forts at solving a structure of TsaBD with TC-AMP itself
have been hampered by the known instability of this sub-
strate (30). In an effort to circumvent this barrier, we re-
port here the preparation of chemically stable analogs of
TC-AMP and an assessment of their ability to inhibit the
formation of t°A in the E. coli system. The most potent
inhibitor is an isosteric phosphonate analog, in which the
adenylate ester oxygen of TC-AMP is replaced by a methy-
lene group. We show here that this stable analog binds to the
EcTsaBD heterodimer with affinity in the low micromolar
range and we report the crystal structure of the bound com-
plex. Interestingly, the active site Zn ion interacts with the
inhibitor by chelating oxygens from both the carboxylate of
the L-threonine moiety as well as one of the oxygen atoms of
the phosphonate. The structure suggests that TsaBD binds
TC-AMP inside the catalytic pocket in an orientation that
may be initially sterically unreactive but a simple confor-
mational rearrangement may lead to a more reactive bound
form upon binding of tRNA.

MATERIALS AND METHODS
Protein purification and preparation of site-directed mutants

Proteins for kinetic assays and binding analysis were over-
produced and purified as previously described (30). Site-
directed mutants of E. coli TsaD were prepared using
Quikchange mutagenesis (Agilent Technologies) with zsaD
cloned into pET28a as the template (30) and pfuTurbo
DNA polymerase. Oligonucleotides for mutagenic PCR are
from Integrated DNA Technologies, Inc. and are listed in
Supplementary Table S1. Plasmids were purified using the
QIAprep spin miniprep kit (QIAgen) and both strands of
the plasmid were sequenced across the entire gene to con-
firm the accuracy of the desired mutation (UW Biotechnol-
ogy Center). For assays, proteins were quantified using the
BioRad Bradford Protein Assay.

Preparation of tRNA transcripts

Unmodified tRNA was prepared by in vitro runoff
transcription using overlapping oligonucleotides essen-
tially as described (46,47). T4 DNA polymerase Klenow
fragment (Promega) was used to extend overlapping
oligonucleotides containing a 12-bp overlapping region
and a fused T7 promoter sequence. For E. coli tR-
NALys, the oligos utilized were the following: Plus strand:
5'-TAATACGACTCACTATAGGGTCGTTAGCTCA

GTTGGTAGAGCAGTTGACTTTTAATC and minus
strand: 5-TGGTGGGTCGTGCAGGAATTGAACC
TGCGACCAATTGATTAAAAGTCA (T7 promoter
underlined and overlapping bases in italics). The extension
reaction used 1 mM each oligo and 0.4 mM dNTPs with 10
units/ml polymerase in the manufacturer supplied buffer at
37°C for 2 h. DNA was isolated by phenol then chloroform
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extraction and ethanol precipitation. The redissolved DNA
was then used directly for in vitro transcription. Transcrip-
tion reactions contained 1 wM template DNA in a reaction
mixture consisting of 50 mM Tris, pH 7.8, 35 mM MgCl,,
1 mM spermidine, S mM of each NTP, 20 units/ml RNasin
(Promega) and 1000 units of T7 RNA polymerase (Luci-
gen). After incubating at 37°C overnight, 10 units of RQ1
RNase-free DNase was added directly to the mixture and
incubated at 37°C for 30 min. After addition of an equal
volume of 7.5 M urea with 0.1% bromophenol blue, the
RNA was purified by polyacrylamide gel electrophoresis
using 8% slab gels and run at 20 W for 1.5 h. RNA bands
were visualized by UV shadowing on a fluorescent TLC
plate (Merck). The RNA was excised and eluted in 0.5 M
NacCl, filtered and then precipitated with 2.5 vol ethanol at
20°C. After centrifugation at 14 000 x g at 4°C (Beckman
Avanti-J 25.50 rotor), the RNA pellet was washed with
cold 70% ethanol, air-dried briefly and resuspended in
deionized water and stored at —80°C. Typical yields were
1.6 mg of tRNA transcript/ml of transcription reaction.

In vitro assay for t®A formation

An HPLC assay was used to quantify t°A by UV detection
at 260 nm. Full reaction mixtures (50 p.l) contained 50 mM
MOPS pH 7.5, 20 mM NaHCOj3, 25 mM KCl, 50 mM L-
threonine, | mM ATP, 10 pM unmodified E. coli tRNAM,
and 1 pM each of TsaC, TsaB, TsaD and TsaE. (For sub-
strates with apparent K, values <10 pnM, 0.5 uM enzyme
concentrations were used.) For kinetic studies, one of the
substrates was varied while all other substrates were kept
at the concentrations stated above. Reactions were initiated
with enzymes by adding TsaE, TsaB, TsaD and then TsaC
as the last component followed by mixing by vortexing for
1 s. Reaction mixtures were incubated at 23°C for 5 min
and quenched by adding 25 pl of the reaction mixture to
a new tube containing 4 pl 0.25 M EDTA pH 8 followed
by vortexing and placing on dry ice. Once a set of reactions
was complete, tubes were thawed and placed in a microcen-
trifuge (Eppendorf) and spun at 14 000 rpm for 10 s. Small
molecules were removed by addition of the quenched reac-
tion mixtures to micro biospin columns (BioRad) contain-
ing 0.7 ml (settled volume) Sephadex G-50 (fine), which had
been drained by centrifugation at 7000 rpm for I min usinga
microcentrifuge. After careful addition of the reaction mix-
ture to the top of the gel, the column was eluted by centrifu-
gation at 7000 rpm for 1 min. To the resulting RNA eluate
was added 0.1 volume of 0.3 M NaOAc, | mM Zn(OAc),,
pH 6, and the tRNA was digested by addition of 1.5 units
of nuclease P1 and 0.05 units of alkaline phosphatase for
>2 hat 37°C. The digested RNA (~45 pl) was analysed di-
rectly by HPLC using a Supelco LC-18S column (250 x 4.6
mm) similar to reported methods (48,49). The HPLC anal-
ysis used an isocratic buffer system consisting of S mM am-
monium acetate pH 5.3, containing 4% (v/v) acetonitrile.
Under these conditions the nuclease P1 reaction was the
rate determining enzyme in the digestion. If insufficient nu-
clease or digestion time was used for this step, an additional
peak is observed at a longer retention time (24 min versus
21 min for t®A). Material isolated from this peak was con-
sistent with the dinucleotide 5'-t°ApA-3’ as determined by
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enzymatic analysis. For kinetic analysis of TC-AMP as the
substrate, TsaC, L-threonine and bicarbonate were omitted,
and the reaction was initiated by addition of TC-AMP.

Synthesis of TC-AMP mimic BK951 (1)

Figure 3 shows the overall synthetic scheme. Experimental
details for the synthesis of analogs 2-5 can be found in the
Supplementary Material.

Na-(2-Chloroacetyl)-O-benzyl-L-threonine benzyl ester (7)

Chloroacetyl chloride (3.19 ml, 0.040 mol) was added drop
wise to a solution of K,CO3 5.8 g(0.041 mol) and O-benzyl-
L-threonine benzyl ester 6 (10.91 g, 0.036 mol) in DCM (73
ml) at 0°C. Following the addition, the ice bath was removed
and the mixture was allowed to reach room temperature be-
fore heating to reflux. After stirring for 2.5 h at reflux, TLC
verified that all of the starting material was consumed. The
mixture was allowed to cool to room temperature and par-
titioned between DCM (300 ml) and H>O (300 ml). The or-
ganic layer was separated and set aside while the aqueous
layer was extracted with DCM (3 x 200 ml). The combined
organic layers were then washed with saturated NH4Cl so-
lution (I x 300 ml) and brine (1 x 300 ml), dried with
MgSOy, and filtered. The solvent was removed under re-
duced pressure to give 7 as a white solid (12.84 g, 94%). 'H
NMR (400 MHz, CDCls) § 7.07-7.44 (m, 11H), 5.15, 5.09
(ABq, Jap = 12.20 Hz, 2H), 4.67 (dd, J = 9.16, 2.32 Hz,
1H), 4.52, 4.30 (ABq, Jag = 12.00 Hz, 2H), 4.19 (qd, J =
6.19, 2.32 Hz, 1H), 4.11 (s, 2H), 1.22 (d, J = 6.19 Hz, 3H).
BC NMR (101 MHz, CDCl3) § 170.0, 166.9, 138.0, 135.4,
128.9, 128.8, 128.7, 128.1, 127.9, 74.3, 71.1, 67.7, 57.4, 42.8,
16.7. MS (ESI): m/z 398 (M+Na)*. HRMS calculated for
CyH»CINOy (M+Na)*: 398.112957; Found: 349.11309.

Na-[2-(Dimethoxyphosphinyl)acetyl|- O-benzyl-L-threonine
benzyl ester (8a)

A round bottom flask equipped with a stir bar and con-
denser was charged with 7 (1.88 g, 0.005 mol) and trimethyl
phosphite (5.14 ml, 0.03 mol), and heated to reflux at
130°C. The reaction was allowed to stir at these conditions
overnight. The next morning TLC was used to verify the ab-
sence of starting material. Excess trimethyl phosphite was
distilled off and the crude product was purified by column
chromatography on silica gel, using 3:1 EtOAc:Hexanes to
100% EtOAc gradient to yield 8a as a yellow oil (1.94 g,
86%). '"H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.22-7.35 (m, 8H),
7.16 - 7.22 (m, 2H), 7.04 (d, J = 8.30 Hz, 1H), 5.14, 5.09
(ABq, Jap = 12.20 Hz, 2H), 4.69 (dd, J = 8.30, 2.20 Hz,
1H), 4.51, 4.29 (ABq, Jag = 11.96 Hz, 2H), 4.17 (qd, J =
6.30, 2.20 Hz, 1H), 3.71-3.85 (m, 6H), 2.89-3.04 (m, 2H),
1.25(d, J = 6.30 Hz, 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCl3) &
170.3, 164.6, 138.1, 135.5, 128.8, 128.6, 128.5, 127.9, 127.9,
74.5,71.0, 67.4, 57.4, 16.5. 3'P NMR (162 MHz, CDCl3) §
23.90. MS (ESI): m/z 472 (M+Na)". HRMS calculated for
Cy»HyNO;P (M+Na)*: 472.14956; Found: 472.14959.

Na-|2-(Methoxyhydroxyphosphinyl)acetyl]-O-benzyl-L-
threonine benzyl ester (8b)

A round bottom flask equipped with a stir bar was charged
with 8a (1.94 g, 0.00432 mol) and CH3CN (85 ml). After
the addition of LiBr (0.750 g, 0.00864 mol). the mixture was
brought to 75°C and stirred for 3 h. Upon completion, the
solvent was removed under reduced pressure and the crude
oil was diluted with H,O (200 ml) and IM HCI solution
(50 ml). This aqueous layer was extracted with DCM (4 x
75 ml). The organic fractions were combined, washed with
brine (1 x 100 ml), dried with MgSOy, filtered, and the sol-
vent was removed under reduced pressure to give 8b as a
hard, pale white film (1.5 g, 80%). 'H NMR (400 MHz,
CDCl3) 8 11.05 (br. s., 1H), 6.96-7.53 (m, 11H), 4.95-5.22
(m, 2H), 4.74 (d, J = 8.89 Hz, 1H), 4.45,4.24 (ABq, Jap =
11.75 Hz, 2H), 4.11 (m, 1H), 3.65 (m, 3H), 2.85-3.10 (m,
2H), 1.01-1.36 (m, 3H). *C NMR (101 MHz, CDCl;) 3
170.2, 166.5, 138.0, 135.5, 128.6, 128.5, 128.5, 128.4, 127.8,
74.5,70.8, 67.3, 57.2, 16.2. 3'P NMR (162 MHz, CDCl3) &
21.48. MS (ESI): m/z 434 (M-H)~. HRMS calculated for
C>1H26NO7P (M-H): 434.137412; Found: 434.13863.

5'-0-|(Methoxy)|(2-0x0-2(O-benzyl-L-
threoninebenzylester))ethyl)phosphinyl]-6-chloro-9-(2',3'-O-
isopropylidene-D-ribofuranosyl)purine (9)

To 8b (0.233 g, 0.54 mmol), 9 (0.175 g, 0.54 mmol) and PPh;
(0.238 g, 0.00108 mol) under argon was added distilled THF
(1.3 ml). Upon dissolution, DEAD (40% in toluene, 0.424
ml, 0.00108 mol) was added drop wise. Stirring was con-
tinued for 20 h at room temperature at which point nearly
all starting material was consumed according to TLC. The
solvent was removed under reduced pressure and the crude
product was taken directly to purification by column chro-
matography on silica gel using a 2:1 EtOAc:Hexanes to
100% EtOAc gradient. Compound 10 was isolated as a
mix of diastereomers (2:1 ratio) as a white foam (0.315 g,
78%). '"H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8.78 (m, 3H), 8.41
(s), 8.28 (s), 7.22-7.35 (m), 7.13-7.20 (m), 6.99-7.05 (m),
6.86 - 6.93 (m), 6.19 (d, J = 2.67 Hz, 2H), 6.17 (d, J =
2.94 Hz, 1H), 5.31-5.38 (m), 5.04-5.17 (m), 4.62-4.70 (m),
4.57 (m), 4.48 (m), 4.30-4.43 (m), 4.21-4.30 (m), 4.10-4.20
(m), 3.77 (m), 3.72 (m), 3.68 (m), 2.90 - 2.99 (m), 2.82-2.90
(m), 1.59-1.67 (m), 1.39 (s), 1.16-1.26 (m). *C NMR (126
MHz, CDCl3) & 169.9, 164.2, 164.2, 152.1, 152.0, 151.1,
151.0, 151.0, 144.5, 144.3, 137.6, 137.6, 135.1, 132.1, 132.1,
132.0, 132.0, 131.9, 131.8, 128.5, 128.4, 128.3, 128.2, 127.7,
127.6, 127.5, 114.9, 114.7, 90.8, 85.2, 85.2, 85.1, 85.0, 84.2,
84.0, 81.0, 74.4, 70.9, 70.8, 67.2, 66.0, 66.0, 65.7, 65.7, 57.2,
53.2, 53.2, 35.4, 35.3, 34.4, 34.2, 27.3, 27.2, 25.5, 16.3.
3P NMR (162 MHz, CDCls) & 23.97, 23.60. MS (ESI):
m/z 766 (M+Na)*. HRMS calculated for C33H39CINsO;oP
(M+Na)*: 766.201527; Found: 766.20110.

5'-O-|(Hydroxy)|(2-0x0-2( O-benzyl-L-
threoninebenzylester))ethyl)phosphinyl]-6-azido-9-(2',3'-
O-isopropylidene-D-ribofuranosyl)purine sodium salt (11)

A round bottom flask was charged with a diasterecomeric
mix of 10 (0.4 g, 0.54 mmol) and stir bar. After addition
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of DMF (5.83 ml) and NaN; (0.087 g, 1.35 mmol), the re-
action was allowed to stir overnight at 60°C. TLC the fol-
lowing morning confirmed the absence of starting material.
Following the removal of solvent under reduced pressure,
the crude oil product was purified directly by column chro-
matography on silica gel using 10% H,O in CH3CN as a
running solvent. 11 was isolated as a single diastereomer, re-
sembling an off white solid (0.3 g, 73%). It should be noted
that a small fraction (>10%) of the sample appears to ex-
ist as the N1, C6 tetrazole tautomer in CD;OD. 'H NMR
(400 MHz, CD30D) 8 9.81 (s, 1H), 8.81 (s, IH), 7.10-7.28
(m, 10H), 6.40 (d, J=2.64 Hz, |H), 5.39 (br. s., I1H), 5.18 (d,
J=4.70Hz, 1H), 5.04 (s, 2H), 4.66 (m, 1H) 4.55 (br. s., 1H),
4.47, 4,25 (ABq, Jag = 11.75 Hz, 2H), 4.06-4.18 (m, 3H),
2.68-2.93 (m, 2H), 1.56-1.65 (m, 3H), 1.38 (s, 3H), 1.17 (m,
3H). '*C NMR (126 MHz, CD3;0D) & 147.2, 145.0, 143.7,
139.9, 137.4, 130.0, 129.9, 129.8, 129.8, 129.4, 129.1, 115.7,
93.8, 88.4, 88.3, 87.1, 83.9, 76.2, 72.5, 68.7, 66.8, 28.2, 26.3,
17.2. 3'P NMR (202 MHz, CD;0D) & 14.17. MS (ESI):
m/z 735 (M)~. HRMS calculated for C33H36NgO 0P (M)~
735.22975; Found: 735.22854.

5'-0-|(Hydroxy)|(2-0x0-2(O-benzyl-L-
threoninebenzylester))ethyl)phosphinyl]-adenosine
salt (1, BK951)

A round bottom flask equipped with a stir bar was charged
with 11 (0.085 g, 0.112 mmol) and PdCl, (0.02 g, 0.112
mmol), then subsequently flushed with nitrogen. MeOH
(2.25 ml) and H,O (2.25 ml) were added via glass sy-
ringe. Following dissolution, the round bottom flask was
equipped with a hydrogen balloon and the reaction was al-
lowed to stir for 26 h. At this point, crude NMR revealed
that a majority of the reaction mixture was the desired prod-
uct. The minor product present was the debenzylated 2,
3'-O-isopropylidencadenosine analogue. TFA (0.2 ml) was
added and the reaction was stirred for an additional hour in
order to convert the remaining isopropylidene analogue to
the desired product. The solvent was then removed under
reduced pressure and the crude reaction mixture was taken
up in MeOH and filtered through celite. The filtered prod-
uct was then further purified by HPLC using a Vydac C18
prep column (250 x 30 mm) and the following gradient: A
= 10 mM ammonium bicarbonate; B =10 mM ammonium
bicarbonate, 20% (v/v) MeOH. 0-12 min: 100% A. 12-40
min: 0— 100% A—B to give (0.02 g, 36%) of BK951 (1) as
a transparent foam. '"H NMR (500 MHz, D,0) & 8.48 (s,
1H), 8.22 (s, 1H), 6.13 (d, J = 5.74 Hz, 1H), 4.77 (dd, J =
5.74,4.31 Hz, 1H), 4.52 (m, 1H), 441 (br. s., 1H), 4.12-4.30
(m, 4H), 2.80-3.02 (m, 2H), 1.16 (d, J = 6.25 Hz, 3H). '°C
NMR (126 MHz, D,0) 8 176.3, 168.7, 155.0, 152.3, 148.5,
139.3, 118.1, 86.4, 83.5, 73.8, 70.0, 67.8, 63.6, 60.3, 36.3,
35.3,18.9. *'P NMR (162 MHz, D,0) & 16.21. MS (ESI):
m/z 513 (M+Na)*. HRMS calculated for CisH3NO (P
(M+Na)*: 513.110548; Found: 513.10904.

sodium

Measurement of 1Csg values for inhibitors

Reaction mixtures and the procedure for measuring ICs
values for the overall reaction were the same as described
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above, except the concentration of L-threonine was reduced
to 1 mM and the inhibitors were preincubated with en-
zymes in the reaction mixture for 1 min. Reactions were
initiated by the addition of ATP. For measuring ICs, val-
ues for the isolated second step of the reaction, the reaction
mixtures contained 10 uM TC-AMP, | mM ATP, 0.5 pM of
EcTsaBDE and variable amounts of BK951 in a total vol-
ume of 50 wl. Reactions were initiated by addition of TC-
AMP and incubated at 23°C for 5 min and worked up and
analysed as described for the full reaction. Measurement of
1Cs values for TsaC were performed with reaction mixtures
that were the same as for the overall assays except TsaBDE
and tRNA were omitted. TsaC was incubated with all com-
ponents except for ATP for 2 min at 23°C before initiating
the reaction by the addition of ATP. After incubating for
1 min at 23°C, the mixture was injected directly onto a Su-
pelco LC-18T HPLC column (4.6 x 250 mm). Isocratic elu-
tion was used with 50 mM potassium phosphate pH 6 and
1% acetonitrile and the amount of TC-AMP was measured
by UV detection at 260 nm.

Enzymatic preparation of TC-AMP and SC-AMP

Reaction mixtures (80 pl) contained 50 mM MOPS pH
7.5, 10 mM MgCl,, 25 mM KCI, 2 mM ATP, 50 mM L-
threonine, 40 mM NaHCOj3 and 42 pg (37 pM) of EcTsaC.
After incubating at 23°C for 10 min, the reaction mixture
was injected onto a Supelco LC-18T column (250 mm x 4.6
mm) and eluted with an isocratic buffer of 50 mM potas-
sium phosphate pH 6.0. Typical yields were 25 nmol at a
concentration of 20-30 wM for TC-AMP. Solutions could
be carefully concentrated by rotary evaporation (water bath
< 30°C) and used directly or aliquoted and stored at —80°C.
(Approximately 10% degradation was typically observed
for each freeze/thaw cycle.) The serine analog of TC-AMP
(SC-AMP) was also prepared by substituting L-serine for L-
threonine and purifying by an analogous method. Typical
yields for SC-AMP were 10 nmol per reaction. The identity
of SC-AMP was confirmed by accurate mass determination
(HRMS Calcd for MH* 479.09222; Found 479.09214) and
purity was assessed by HPLC (>95%, Supplementary Fig-
ure S5).

Data analysis for determining kinetically derived parameters

For kinetic analysis, concentrations for all fixed substrates
were the same as described above for the full reaction mix-
ture. Reactions were run in duplicate and values for K, and
keat Were derived from fitting to the standard Michaelis—
Menten model (Equation 1). For substrates with K, val-
ues near the enzyme concentrations (<5-fold), kinetic val-
ues were derived from Morrison’s equation (50) for tight
binding substrates (Equation 2). For kinetics that show sub-
strate inhibition, the data were fit to a simple model for com-
plete substrate inhibition in which the complex containing
two bound substrates is inactive (Equation 3). Error values
reported are the standard error for the fit. All data analy-
sis was performed using Prism 8 (GraphPad) software. Val-
ues for k¢, in Tables 1 and 2 were obtained by dividing Vj
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(Vmax) values obtained from curve fitting by the known en-
zyme concentration.

—1 )
Ky +[S]
([ET] + [ST] + Km) — \/([ET +[Sr]+ Km)* — 4[Ex] [S7]
=¥ 3] L)
WIS
o [S] 3)

T ku+SI(1+ )

Microscale thermophoresis (MST) binding studies

MST measurements were performed using a Monolith
NTI115.1 Pico instrument (Nanotemper Technologies).
EcTsaD was fluorescently labelled with the Monolith Red-
NHS second generation dye (cat. no. MO-LO011) using the
manufacturer’s protocol. Briefly, purified Hisg-TsaD (20
rM) in buffer (50 mM sodium phosphate pH 7.5, 300 mM
NaCl, 5% glycerol) was mixed with an equal volume (100
wl) of dye reagent (60 wM) in same buffer containing 5%
DMSO for 25 min at room temperature in the dark. Ex-
cess reagent was removed using gel exclusion chromatogra-
phy with buffer described above and column provided in the
kit to give the cyan-colored protein. Fluorescently labelled
TsaD was analysed for t°A activity using the full reaction
HPLC assay as described above and found to be 95% ac-
tive relative to the unlabelled enzyme. Aliquots of the la-
belled protein were frozen in dry ice/acetone and stored
at —80°C. Binding measurements were conducted in t°A
Buffer (equal to full assay buffer described above) contain-
ing PBS with 0.05% Tween 80. Full t°A activity was ob-
served in this buffer. A stock concentration of 1 M EcT-
saD: 2 wM EcTsaB was prepared in binding buffer and dilu-
tions were carried out to give aliquots of added to separate
micro (PCR) striptubes containing 10 nM of the labelled
TsaBD complex. After an initial addition of an equal vol-
ume (10 wl) of 1 mM of the ligand BK951 was made to the
first tube, serial dilutions were prepared to span the range of
0.1-500 oM BK951 and 5 nM EcTsaBD complex. A glass
capillary was then filled with the binding reaction mixture
from each tube and placed in the MST tray. The capillar-
ies were analysed for thermophoretic mobility. The instru-
ment software analyses for fluorescence homogeneity in the
samples and artefacts such as ligand induced autobleach-
ing, as well as protein aggregation, which could lead to er-
roneous results. When suitable conditions are found, bind-
ing data is collected and analysed by the software package
included with the instrument. Binding measurements were
performed in triplicate.

TCAMP stability studies in complex with EcTsaBD and EcT-
saC

To study the effects of TsaBD on TC-AMP stability, HPLC-
purified TC-AMP in 50 mM potassium phosphate was
added to a solution of TsaBD in 50 mM HEPES pH 7.5, 0.3

M NacCl to give 100 pl of 10 uM TC-AMP with or with-
out 40 wM TsaBD. The mixtures were incubated at 37°C
and 10 pl timed aliquots were withdrawn and analysed by
HPLC for AMP and TC-AMP by measuring peak areas us-
ing absorbance at 260 nm. Plots of In [TC-AMP]/[TC-AMP
+ AMP] vs time were analysed by linear regression (Graph-
Pad Prism 8) to get a series of rate constants for first order
TC-AMP decomposition to AMP. To measure the effect of
TsaC on TC-AMP stability, EcTsaC was overproduced in
BL21(DE3) cells from IPTG induction of the gene cloned
in pET15b. The protein was purified using Ni-NTA chro-
matography and buffer exchanged with a 10 ml Sephadex
G-50 column as previously described (30). This procedure
typically gives 1 ml of 100-150 pM EcTsaC, which con-
tains 70-80% bound TC-AMP. The experiments described
in this work used 130 pM TsaC with 100 wM (77%) bound
TC-AMP as determined by HPLC and Bradford protein
assay. The stability of this complex at different concentra-
tions at 37°C in the same reaction buffer was analysed using
the same HPLC protocol as described for TC-AMP:TsaBD
mixtures to get a series of rate constants for each concen-
tration of the complex.

Fluorescence anisotropy binding measurements

The binding of the E. coli TsaBD complex to 3'Fluorescein-
labelled tRNAY™S;yy was monitored with a TECAN IN-
FINTE F200PRO microplate reader by using a Nunc
F96 microwell plate (Thermo Scientific). 40 nM of
3’Fluorescein-labelled tRNA probe was incubated in each
well (final volume of 200 pl) with increasing amounts of
TsaBD (final concentrations between 0 and 3000 nM) in 20
mM HEPES pH 7.5, 4 mM NaCl and 2 mM DTT supple-
mented or not with BK951 (final concentration 50 wM).
The plate was incubated at 22°C in the dark for 30 min
and then fluorescence anisotropy was recorded at 535 nm
(Nexe = 495 nm). Titration curves have been obtained by fit-
ting experimental values to the following hyperbolic satu-
ration function: 4 = Bpay.[TsaBD]/(Kp + [TsaBD]) us-
ing SigmaPlot (Systat) software. Measurements have been
performed in triplicate and mean values have been used for
fitting.

Cloning, expression, purification and crystallization of TsaD
and TsaB from Escherichia coli

Genes coding EcTsaD and EcTsaB have been cloned in
pET9a expression plasmids and proteins have been pro-
duced and purified as previously described by Zhang et al.
(37). TsaBD complex was concentrated to 10.1 mg.ml~! for
crystallization trials. Crystals of heterodimer TsaBD from
Escherichia coli were obtained by hanging-drop vapor dif-
fusion after at 18°C by mixing 1 wl of the protein solution
pre incubated with 2.5 mM BK951 and 5 mM MgCl, with
1 plof 0.25 mM lithium sulfate 0.11 M HEPES pH 7.50.15
mM sodium acetate and 25% PEG 4K. The crystallization
drop was equilibrated against a 500 pl reservoir solution
containing 0.25 mM lithium sulfate, 0.11 M HEPES pH 7.5,
0.15 mM sodium acetate and 25% PEG 4K. Crystals were
cryo-protected by quick-soaking in crystallization buffer
supplemented with 25% ethylene glycol, 3 mM BK951 and
6 mM MgCl, prior to flash freezing in liquid nitrogen.
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Table 1. Summary of kinetically-derived parameters for t°A overall and partial reactions

Ligand Overall reaction TsaBDE reaction TsaC reaction

Ky (M) Keat (mi"_l) Kn (pM) Keat (min_l) Ky (mM) keat (min_l)
L-Thr 590 £+ 90 0.42 £+ 0.02 - - 1.77 £ 0.26 9.0+04
ATP 60 £+ 6 (Kjs = 2200)* 040+04 14 + 3 (K;s = 1800)* 0.12+0.1 0.13+£0.01 79+0.2
tRNALYS [y 05+02 (Kg=87+11) 0.50 + 0.03 nd® nd
TC-AMP 1.5+ 04 0.31 +0.02

4Calculated for observed substrate inhibition.
YNot determined.

Table 2. Summary of kinetically-derived inhibition and thermodynamically-derived binding constants of TCAMP and its analogs to t°A proteins

1Csp (nM)
Ligand Overall reaction® TsaBDE reaction® TsaC reaction®
BK951 13+£0.5 7.5+ 1.1 (K =2.5) =180

(Kg =3.4+£0.6F

2 512+ 1.4 123 + 1.2 (K; = 41)¢ 31+1.1
3 455+ 1.1 99 + 1.1 (K; = 33)4 97+ 1.4
4 >1000 nd" nd
5 >1000 Nd nd
SC-AMP 93-£19 Nd nd
5'-ADP 160 + 20 Nd nd
5'-AMP 113+ 10 Nd nd

YATP = 1 mM, L-Thr = 0.6 mM.

PATP = ImM.

CATP = 1.2mM, L-Thr = 1.8 mM.

dCalculated using Cheng-Prusoff equation (59).

¢Obtained using MST with fluorescently labelled EcTsaBD.
"Not determined.

Data collection and structure determination

X-ray diffraction data collection was carried out on beam-
line Proxima2 at the SOLEIL Synchrotron (Saint-Aubin,
France) at 100 K. Data were processed, integrated and
scaled with the XDS program package. TsaBD belonged
to space group P1 with unit cell parameters of @ = 63.23
A, b=06925A, c=28654 A; a = 109.38°, B = 92.116°,
vy = 116.94°. The structure was solved by molecular re-
placement using the PHASER module implemented in the
CCP4 software package (search model was EcTsaBD, PDB
ID: 4YDU). Two copies of the TsaBD dimer were found
into the asymmetric unit of the crystal. The 2F, — F, elec-
tronic density indicated the presence of the BK951 inhibitor
bound to a zinc ion. The initial structure was refined using
the BUSTER program and completed by interactive and
manual model building using COOT. Data collection and
refinement statistics are gathered in Table 3. The refined
structure was deposited at the Protein Data Bank (code
6Z81). All figures of structures were generated with Py-
mol (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0
Schrodinger, LLC).

Molecular docking of adenine into the active site of TsaD

To find out how A37 of tRNA substrate could be oriented
into the active site, molecular docking was performed us-
ing AutoDockTools 4.2. Adenine was retrieved from the
PDB and converted using the Babel format molecule con-
verter (http://openbabel.org/). We removed TsaB from the
present crystal structure (keeping TsaD bound to BK951)

Table 3. Data collection and refinement statistics

EcTsaBD + BK951 + Zn

PDB code 6781
Number of copies in asymmetric 2
unit

Pl:a=6323A,b=69.25A,
c=86.54 A, a=109.38°,
B=92°y =116.94°
42.47-2.31(2.33-2.31)

181 321 (15 816)

Space group cell parameters

Resolution (A)
No. of total reflections

No. of unique reflections 51130 (1023)
Multiplicity 3534

Rpim 0.77 (0.525)
Completeness (%) 96.1 (88.76)
I/o(l) 7.75 (1.71)
CCyp2 0.992 (0.75)
Reryst (%0) 18.84 (26.95)
Riree (%0) : 24.31 (32.70)
RMSD bond lengths (A) 0.014

RMDS bond angles (%) 1.81

Average B 38.47 38.38 50.27 31.60

(A?) Protein Ligand Solvent
Clashscore® MolProbity score®
Ramachandran plot

(%) Favoured Allowed Outliers

3.63 1.85
96.64 3.36 0.00

Values for the highest resolution shell are in parentheses.CC) > = percent-
age of correlation between intensities from random half-dataset.
#Calculated with MolProbity.

and added Kollman charges. The Lamarckian Genetic Al-
gorithm (LGA) implemented in Autodock 4.2 was used for
docking experiments. The docking parameters were as fol-
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lows: 50 docking trials, population size 300 and 2 500 000
energy evaluations. We used a grid consisting of twenty 0.5
A spacings in each dimension centered onto the active site.

RESULTS
Rationale and preparation of stable mimics of TC-AMP

Because TC-AMP is unstable, we sought to prepare chemi-
cally stable analogs that are close structural mimics in order
to obtain inhibitors that could provide structural informa-
tion on the bound conformation of TC-AMP itself when
bound to TsaBD. The structures of the mimics are shown in
Figure 2. We began with the isosteric phosphonate BK951
(1). Simple replacement of the ester oxygen of the carba-
mate in TC-AMP gives a molecule that is stable to all of
the observed TC-AMP degradation pathways that result in
the formation of AMP. These include cyclization, direct hy-
drolysis or (potential) elimination pathways (30). For the
synthesis (Figure 3), we envisioned a convergent strategy,
wherein L-threonine and inosine would provide the sources
of stereochemistry in the target molecule. The retrosynthe-
sis employs a key disconnection between one of the phos-
phonate ester oxygens and the ribose 5'-carbon, which may
be linked via Mitsonobu coupling (51). 6-Chloropurine ri-
boside was used instead of an adenosine derivative to min-
imize the tendency of adenosine to cyclize at N3 during ac-
tivation of the 5’-hydroxyl group (52). Protecting groups in-
cluded an isopropylidine for the 2’,3'-cis-diol of the ribo-
side, while L-threonine was protected using benzyl groups
at both the B-hydroxyl and carboxylic acid groups. The 6-
chloro could be converted to a 6-azido functionality using
azide, and the benzyl groups could then be removed dur-
ing azide reduction to regenerate the adenosine moiety in a
single step. As shown in Figure 3, the route begins with the
starting dibenzyl protected L-threonine derivative 6, which
was reacted with chloroacetyl chloride to give 94% of the
chloride 7, which itself was converted to the dimethylphos-
phonate by Arbuzov reaction with trimethylphosphite in
86% yield. Dealkylation with LiBr in acetonitrile gave the
phosphonate monoester, which was coupled with the iso-
propylidine protected 6-chloroinosine 10 in 78% yield. Re-
action of 10 with sodium azide in DMF with heating gave
the 6-azido purine derivative with concomitant demethyla-
tion to the phosphonic acid monoester. Global deprotection
and reduction of the azide to the amine at N6 was achieved
by hydrogenation using PdCl, in MeOH, followed by acidi-
fication with TFA to complete the removal of the isopropy-
lidine group to give crude 1. Purification of 1 by reversed
phase HPLC gave the pure material in 36% yield from 10
on 100 mg scale. This material was >99% pure (Supplemen-
tary Figure S5) and used for both the enzymatic inhibition
assays and structural analysis with TsaBD.

A series of other bioisosteres of TC-AMP were prepared
(see Supplementary Data and Figures S1-S4 for experi-
mental details). These include sulfamate isosteres 2 and 3,
in which either the phosphonate only or both phospho-
nate and the amide of the intermediate were replaced by
sulfamoyl and sulfonylurea groups, respectively. Sulfamoyl
groups are well described successful substitutions as phos-
phodiester isosteres for the preparation of adenylate mim-
ics in the inhibition of aminoacyl-tRNA synthetases and

many other adenylate intermediates (53,54). For both 2 and
3. the bridging nitrogen is expected to be deprotonated
under physiological conditions. The alkylaminosulfonyl-
sulfamate ester moiety of 3 is unprecedented and was found
to be chemically stable. We chose this group due to the likeli-
hood that the carbonyl carbon of the TC-AMP carbamate
would form a tetrahedral sp*-hybridized geometry during
attack of N6 of A37 of the tRNA in the carbamoyl trans-
fer reaction catalysed by TsaBDE. Such geometry could be
selectively stabilized by TsaBD binding. Compounds 4 and
5 employed malonates as the bridging group between the
ribose and threonine and were designed to promote poten-
tial Zn binding to the active site of TsaD, via the enol tau-
tomer of the beta-amido ester (4) or amide (5). Final prod-
ucts were purified by HPLC and characterized by NMR
and High Resolution MS, which were consistent with the
assigned structures (see Supplementary Material).

Kinetic analysis of E. coli t°A reaction using in vitro assays

Before the TC-AMP mimics were tested for inhibition of
t°A formation, we carried out an initial kinetic investiga-
tion of the overall reaction, as well as the half reaction for
TC-AMP conversion to t°A, using a previously described
HPLC assay (30). The assay is based on isolation and enzy-
matic digestion of the modified tRNA product and HPLC
quantitation of t°A directly. This assay shows linear reac-
tion rates (Supplementary Figure S6) and allowed us to
approximate initial rates for fitting data to the Michaelis-
Menten (MM) model (see Table 1). Because of the relatively
weak affinity of the TsaBDE ternary complex, protein con-
centrations of 0.5 wM or above were required for the as-
says. We are thus reporting apparent kinetic parameters,
due to the likely heterogeneity in protein complex forma-
tion and its effects on the initial rates for some substrate and
inhibitor concentrations. For L-threonine in the overall re-
action, fitting the kinetic data to the classical MM model
gave an apparent value for K, = 0.59 + 0.09 mM (Fig-
ure 4A, Table 1). The kinetic data for ATP as the variable
substrate show a good fit to MM Kkinetics up to a concen-
tration of 1 mM with a value for K, = 60 + 6 pM (Fig-
ure 4B). However, severe substrate inhibition was observed
for higher ATP concentrations (Figure 4C). This inhibition
shows a 50% reduction in the Vi, at S mM ATP (90% at
10 mM). The physiological relevance of this inhibition is
not clear. Although average intracellular ATP concentra-
tions in E. coli are In the millimolar range (55,56), free ATP
is unknown. Single cell analysis in E. coli has also shown
a wide distribution of intracellular concentrations from 0.1
to 2 mM (57). The substrate inhibition observed is consis-
tent with a similar observation recently reported by Swine-
hart ez al. (58). Kinetic data with tRNA as the variable sub-
strate was somewhat limited by the apparent low values of
K for most tRNA transcripts. We were able to measure an
apparent Ky, = 0.5 + 0.2 uM for unmodified tRNAM* (Fig-
ure 4D) by fitting data to the Morrison quadratic equation
(50), which is used to account for substrate depletion in re-
actions in which the tRNA substrate is close to the enzyme
concentration.

In addition to measuring t°A formation with the full re-
action mixture, we could also isolate the second step of the
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Figure 2. Chemical structures of TC-AMP and inhibitors prepared and analysed in this work.

modification reaction by using HPLC-purified TC-AMP as
the substrate with TsaBDE in the presence of ATP (30). Us-
ing TsaBDE at a concentration of 0.5 .M, we used the Mor-
rison equation to fit kinetic data for reaction rates with TC-
AMP in the concentration range of 0.5-10 pM. Under these
conditions, with ATP = | mM, we observe an apparent K,
=1.54+0.4 pM for TC-AMP (Table 1, Figure 4E). Further-
more, with ATP as the variable substrate and [TC-AMP]
= 10 pM, we see similar substrate inhibition as observed
in the overall reaction (Figure 4F). This suggests that the
substrate inhibition observed in the overall reaction is due
to ATP interference with the TsaBDE-catalysed transfer of
the carbamoyl group to tRNA. Although ATP binding was
not observed by ITC with EcTsaBD, likely due to hydrol-
ysis, isosteric ATP analogs have been observed to bind to
the heterodimer with low micromolar Ky values (37). By
fitting the data to a substrate inhibition model (Equation
3 above), we measured a K, = 14 pM and a Kj; = 1.8
mM for ATP in the second step with TC-AMP as substrate
(Table 1). Figure 4G shows more clearly the fit of the data
for variable ATP concentrations <1 mM. Interestingly, this
K, value is 40-fold lower than the K, value (0.64 mM) for
TsaE-catalyzed ATPase activity by the EcTsaBDE complex
(37). Thus, ATP is utilized more efficiently for t°A forma-
tion at low ATP concentrations, albeit with a turnover that
is ~80-fold lower than the ATPase activity. It is not yet
clear what the implications of these data are for the mech-

anistic role of TsaE in t®A formation or its physiological
relevance.

Inhibition of t°A formation by TCAMP analogs

In testing the TC-AMP mimics for inhibition of the t°A
reaction, we first used the full reaction assay to measure
ICsy values with concentrations of ATP and L-threonine
at 1| mM each. These substrate concentrations were neces-
sary to achieve an optimum rate of t°A formation in our
in vitro assay and are close to the estimated physiological
concentrations in E. coli (55). The ATP concentration was
also chosen to avoid substrate inhibition. The ICsy values
were obtained by varying the inhibitor concentration and
measuring as close to the initial rates as possible, given lim-
itations on the lower range of enzyme concentration that
could be used. The I1Cs values for the inhibitors are listed
in Table 2. The most potent inhibitor was the phosphonate
BKO951, which had an ICs, value of 1.3 £+ 0.5 pM (Figure
5A). The sulfamate derivative 2 (ICsp = 51 wM) showed
40-fold weaker inhibition under these conditions, as did the
aminosulfonylsulfamate 3 (ICsy = 45.5 wM). We also pre-
pared the serine analog of TC-AMP, SC-AMP, which is a
poor substrate, and gives an ICsp = 9.3 wM (Supplemen-
tary Figure STA-C). This shows the relative importance of
the methyl group of the threonine moiety in binding. Both
the malonate ester derivative 4 and the malonate amide 5
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Figure 3. Synthesis of phosphonate inhibitor BK951. See Materials and Methods for experimental details.

showed no observable inhibition at concentrations as high
as | mM (data not shown). The ester analog 4 was also par-
ticularly unstable during storage at —20°C or in solution.
Since TC-AMP is a product of TsaC in the first step and
a substrate for TsaBDE in the second step of t°A formation,
we tested the analogs as inhibitors for each step of the reac-
tion. For the phosphonate BK951, we foundan ICsy=7.5+
1.2 pM for the second reaction step with 10 uM TC-AMP
and 1 mM ATP (Figure 5B). By assuming competitive in-
hibition with TC-AMP, the K; for BK951 can be estimated
using the Cheng-Prusoff equation (59) to give a calculated
value of 2.5 wM. This K; calculation assumes that ATP con-
centration does not affect inhibitor binding. We did observe
that the ATP concentration does have a measurable effect
on the ICs) value for BK951 in the overall reaction (Supple-
mentary Figure S8A). At 0.1 mM ATP, the ICsy for BK951
is reduced to 0.4 pM, while increasing ATP to 5 mM raises
the ICsy of BK951 to 5.6 wM. Thus, the K; calculation is
only an estimate due to ATP competition with TC-AMP
in the active site. Similar measurements at ImM ATP with

analogs 2 and 3 gave ICs values of 123 and 99 pM, respec-
tively, showing that the phosphonate is a better inhibitor of
the TsaBDE catalyzed second step in t°A formation.

To provide an additional, direct measurement of BK951
binding to EcTsaBD, we used a recently described tech-
nique, microscale thermophoresis (MST), which measures
the difference of thermal motion of fluorescently labelled
targets as a function of ligand binding (60). The technique is
highly versatile, and can be used to measure protein-protein
interactions, as well as small molecule and ion binding to
proteins or nucleic acids (61). For these experiments, we
used fluorescently labelled EcTsaD, prepared using a probe
supplied by the manufacturer that covalently reacts with ac-
cessible amines on the protein surface. We found that la-
belled EcTsaD showed 95% of the activity of the nonla-
belled protein (data not shown) in our t°A assay. In ad-
dition, measurement of the affinity of fluorescently tagged
EcTsaD to EcTsaB by MST gave a value of 45 & 6 nM
(Figure 5C), which is in good agreement with the previously
reported measurement of 120 nM by isothermal calorime-
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Figure 4. Kinetics of £. coli tA formation in the full reaction and isolated second step with purified TC-AMP as substrate. (A) Full reaction mixture
with L-threonine as variable substrate fit to MM kinetics (Equation 1). (B) Full reaction mixture with ATP as variable substrate <1 mM. (C) Full reaction
with ATP as variable substrate showing substrate inhibition at high concentrations (fit to Equation 3) (D) Full reaction with tRNAYS;;; as the variable
substrate fit to Morrison Equation (2). (E) Isolated second step of reaction with TC-AMP as variable substrate and 1 mM ATP fit to Morrison equation
(Equation 2). (F) Second step of the reaction with TC-AMP (10 M) as substrate and variable ATP displaying substrate inhibition as in (C). (G) Second
step of the reaction with constant TCAMP (10 pM) and ATP as the variable substrate (<1 mM) fit to MM Equation (1).

try (34). Measurement of the binding affinity of BK951
with the preformed TsaBD heterodimer (using 0.5 wM un-
labelled TsaB) gave a Ky value of 3.4 + 0.6 pM (Figure 5D).
We also used MST to confirm the binding of EcTsaE to
the EcTsaBD heterodimer (K4 = 2.2 pM, Figure 5E). An
attempt to measure binding of BK951 to the EcTsaBDE
ternary complex was unsuccessful and gave only scattered
data points (data not shown). ATP (I mM) was included
in these experiments to promote ternary complex forma-
tion (37), although it was found to be hydrolyzed to ADP
during the lifetime of the binding measurements, which
was confirmed by HPLC. It is thus possible that the high
ADP concentration could be inhibiting BK951 binding to
EcTsaBDE. To answer this question, we measured the ICs
values for both ADP and AMP as inhibitors. As shown
in Table 2 (and Supplementary Figure S8B,C), these nu-
cleotides had ICs, values of 160 and 113 wM, respectively.
Although ADP is likely inhibiting BK951 binding in the
MST experiments, it is unlikely that either AMP or ADP
are formed in high enough concentrations during the kinetic
assays to cause the ATP substrate inhibition we observe.

We also looked at the effect of high concentrations of
TsaE on the binding of Bk951 in the kinetic assay of the
overall reaction. We find that high relative concentrations of
TsaE (>2.5 wM with the other enzymes at 0.5 wM) strongly
inhibit t°A formation (Supplementary Figure S9A). How-
ever, this has little effect on BK951 binding (ICsy = 2.4 +
0.8 M at 10 uM TsaE, Supplementary Figure S9B). On
the other hand, 10 wM TsaE increases the K, of tRNAMYS
over 20-fold to 12.0 pM (Supplementary Figure S9C). This
latter observation is consistent with the lack of observed
tRNA binding by the EcTsaBDE ternary complex (37) and
with the rapid loss of tRNA binding upon increasing TsaE
to give the TsaB>D>E> complex of 7 maritima. These re-
sults suggest that TsaE competes with tRNA binding to
EcTsaBD but not for BK951 binding. Because of the differ-
ential effects of TsaE on the binding of tRNA and BK951,
we also asked if the binding of BK951 affects tRNA bind-
ing to EcTsaBD. Preparation of a fluorescently labelled
tRNAS allowed us to use fluorescence anisotropy to mea-
sure the binding of tRNA to the EcTsaBD heterodimer. By
titrating a solution of labelled tRNA with increasing con-
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centrations of EcTsaBD, either alone or in the presence of
50 wM BK951, we measured Ky values of 87 + 11 and 112
+ 13 nM, respectively (Supplementary Figure S10). This
shows that the presence of bound BK951 has no significant
effect on the binding affinity of the tRNA substrate.

Finally, since TC-AMP has been observed as a bound
product to TsaC during isolation (34, vide infra), we tested
the most potent inhibitors of the overall reaction for the
ability to inhibit EcTsaC as product analogs. Table 2 shows
that BK951 surprisingly does not bind with significant affin-
ity to this enzyme. This contrasts with the sulfamates 2 and
3, which bind with ICsg values of 31 and 97 wM, respectively
(Supplementary Figure S7D, E). Thus, the inhibition of the
overall reaction by phosphonate BK951 is due solely to its
binding to TsaBD, whereas for the sulfamate derivatives, it
is a combination of inhibition of both enzymatic steps.

Structure of BK951 bound to EcTsaBD

Knowledge of the interactions between the TC-AMP sub-
strate and TsaD is essential for the understanding of the t°A
reaction mechanism. We therefore determined the crystal
structure of EcTsaBD in complex with our highest affinity

inhibitor BK951. Crystallization of EcTsaBD in presence
of 2 mM BK951 yielded crystals that diffracted to a reso-
lution of 2.4 A. The structure was solved by molecular re-
placement, revealing two identical copies of the EcTsaBD
complex in the asymmetric unit. The structure of EcTsaBD
is nearly identical to those of apo-form or nucleotide com-
plexes of StTsaBD and EcTsaBD (36,37) (RMSD of about
0.39 A for 337 superposed Ca positions). The presence of
the inhibitor bound to EcTsaD was supported by an ex-
tended cloud of residual electron density near the metal sites
of TsaD for the two copies in the asymmetric unit (Figure
6A). A complete BK951 molecule could be easily fitted into
this density. At full occupancy, the refined B-factors of the
BK951 atoms are on average comparable to those of the sur-
rounding side chains. BK951 binds as expected in the active
site groove between the N- and C-terminal domains of EcT-
saD (Figure 6B). The inhibitor is bound by an extensive
network of hydrogen bonding and van der Waals interac-
tions between active site residues, the bound metal ion and
the inhibitor (Figure 6C). The purine and ribose engage in
identical interactions as those observed for the correspond-
ing moieties of the ATPyS complex with StTsaD (36): the
ribose oxygens are H-bonding with the Aspl67 carboxy-
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late and the N1 of adenine interacts with the Asn272 side
chain (Figure 6D). Figure 6E superposes ATPyS (StTsaD)
onto BK951, showing that (i) their a-PO4 moieties super-
pose very well and (ii) the carbamoyl carbon of BK951 su-
perposes onto the B-P position. The active site Zn coordina-
tion sphere is composed of a phosphonate-oxygen and the
carboxylate of BK951, His111, His115 and Asp300. The in-
teractions of the threonylcarbamoyl moiety of BK951 are
discussed below.

Binding pocket of the L-threonine moiety bound to EcTsaBD

For the first time, the BK951-EcTsaBD structure allows a
detailed look at the binding pocket for the threonine moi-
ety. Asp300 binds to the Zn and is conformationally re-
stricted by hydrogen bonding with Ser9, while also mak-
ing a weak hydrogen bond with the carbamoyl NH of the
phosphonate inhibitor. The threonine side chain specificity
for the bound inhibitor appears to be the result of hydro-
gen bonding to the B-hydroxyl by Ser9 and a pocket formed
by van der Waals interactions between the B-methyl group
of the inhibitor with Hisl11, Cys10, and a small loop con-
taining residues Pro82, Gly83 and Leu84 (Figure 6C and
D). Our kinetic studies show that (£)-3-hydroxynorvaline
(hNV) is a good substrate with a K, = 0.5 mM to give the
methyl homolog hn®A (Supplementary Figure S11), which
has been observed in the tRNA of both bacteria (62) and
archaea (63). In vitro substrate activity of hNV with SUAS
and KEOPS has been shown in the archaeal system by Per-
rochia, et al. (31) and also recently shown for E. coli and 7.
maritima by Swinehart et al. (58). In the structure, the bind-
ing pocket for the threonine side chain has an open face
into the ‘tunnel’ formed in TsaD such that extended alkyl
chains may be accommodated if they can project into the
tunnel but not if they are restricted in the direction of Cys10.
The insertion of a methyl group for one of the B-methyl hy-
drogens is likely tolerated by projecting the methyl into this
open space.

The threonine carboxylate is both coordinated to the ac-
tive site Zn atom and also bound by hydrogen bonds from
Ser136 and His139. One of the possible strategies to cat-
alyze the reaction would be an activation of the carbamoyl
group by the bound metal ion. In the present configuration,
the carbamoyl is ideally positioned for nucleophilic attack
by the N6 of A37. One can imagine upon tRNA binding a
simple rotation about the Ca-amine C-N bond could posi-
tion the carbonyl oxygen of the TC-AMP carbamoyl group
to replace the carboxylate inside the coordination sphere of
the Zn. This would allow Lewis acid activation of the car-
bonyl and facilitate acylation of the N6 of A37 of the tRNA
by TC-AMP. The plausibility of such a conformational ro-
tation is suggested by the comparison of the structure of
BK951/EcTsaBD and ATPyS/StTsaBD (Figure 6E). The
« and B-phosphates of ATPyS superpose onto the «P and
carbamoyl carbon of BK951, but the dihedral configura-
tion of the bonds is different. One can easily imagine a ro-
tation of the Ca—N bonds that leads to an orientation com-
parable to the P-O configurations of ATPyS to bring the
carbamoyl into a catalytic competent orientation. Alterna-
tively, the metal could impose a reactive conformation of the
TC-AMP without actively participating in chemical cataly-
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Figure 7. t°A activity of active site TsaD mutants using the full assay mix-
ture (see Materials and Methods for details).

sis of the reaction pathway. Indeed, as discussed further, cat-
alytic assistance is offered by active site residues other than
the metal ion. By initially binding TC-AMP in a stabilizing
conformation the enzyme could protect it from decomposi-
tion until the tRNA is bound. Further kinetic studies would
be useful to determine if the binding of TC-AMP precedes
tRNA binding which would lend support to this hypothesis.

Functional analysis of residues in the TsaD active site

We used site-directed mutagenesis to explore the functional
significance of EcTsaD amino acid side chains in the ac-
tive site binding region of the threonine moiety of the in-
hibitor (Figure 7). As in the previously reported structure
of EcTsaBD bound to ADP, the Zn atom is coordinated
by three universally conserved residues His111, His113 and
Asp300 (37). These residues were each mutated to alanine
and found to give purified proteins that were inactive in the
in vitro t°A assay. We also mutated His139, because of its
conservation in bacterial TsaD and its position as a Zn lig-
and in TmTsaBDE (41). In the EcTsaBD-ADP structure,
His139 is not liganded to the Zn, and in the BK951 bound
structure reported here, it is also not chelated to the Zn but
it is making a relatively short hydrogen bond to the non-
liganded oxygen of the carboxylate of L-threonine (Fig-
ure 6C). Surprisingly, both the His139Ala and His139Asn
mutants retained activity, with the alanine mutant indistin-
guishable from wild type. It is possible that a compensatory
interaction in the mutants makes up for the loss of this
hydrogen bond. In the 7. maritima carboxy-AMP bound
TsaB,D»E; structure, the analogous His137 is a ligand for
the active site Zn ion and found to be required for protein
stability. These results likely reflect subtle differences in the
organization of the active site in these quite different organ-
isms and may have mechanistic implications.

We also investigated possible specificity determinants for
the threonine moiety of BK951. Interactions between EcT-
saD and the threonyl moiety of BK951 are largely made of
weak hydrogen bonding interactions (>3.5 A) with Ser9,
His111 and the amide nitrogen of Gly83, as well as van
der Waals interactions with the B-carbon of Cysl0 and
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atoms of the Pro82 side chain (Figure 6C and D). Ser9
also makes a hydrogen bonding interaction (3.3 A) with
the unliganded imidazole nitrogen of His111 and likely acts
to restrict its conformation for interaction with the threo-
nine moiety of the inhibitor. The Ser9Ala and Ser9Gly mu-
tants have significantly reduced activity, while the Cys10Ala
mutant is reduced only by about a third. The Ser9Gly,
Cys10Gly double mutant is inactive, which indicates ad-
ditive effects of removing van der Waals interactions with
the threonine moiety. These mutants suggest that the speci-
ficity for the L-threonyl part of TC-AMP is enforced by a
number of weak interactions that together lead to selection
of threonine/hydroxynorvaline over other potential amino
acids and provides a structural explanation for the recent re-
port of TsaD as the main guardian of such specificity (58).

Modeling A37 of the tRNA substrate into the active site of
EcTsaD

Assuming the BK951 adopts the position of the TC-AMP
in the active site just before transfer of the threonylcar-
bamoyl group onto acceptor tRNA, we wondered how the
incoming A37 of the latter could be positioned. We there-
fore modeled an adenine into the active site occupied by
BK951 using the Autodock 2 software (64). The protein was
kept rigid during the docking process and the distance be-
tween the N6 atom of the adenine and the carbamoyl car-
bon was restrained to 2.5 A (Supplementary Figure S12).
In this model the adenine ring is held between the loops
encompassing residues 9-12, 40-44, 137-138 and 176-179.
The adenine N9 atom points towards an empty space above
the active site, leaving room for an attached tRNA molecule.
Because tRNAs that are modified in their stem loops often
undergo important conformational changes when bound in
the active site of the corresponding enzymes, we did not
attempt to model a complete tRNA into the active site of
TsaD. Residues Cys10, Aspll, Val42 and Tyr177 are sur-
rounding the adenine. Mutation of Cys10 into Ala causes a
more that 50% drop in t°A activity. To provide full access of
a flipped-out adenine connected to a complete tRNA sub-
strate, the 40-44 loop probably would have to move from
its present position in the TsaBD-BK951 complex. Inter-
estingly, this loop was shown to be very flexible and com-
pletely disordered in the context of the TmTsaBDE complex
(39.,40).

Stabilization of TCAMP bound by EcTsaBD and EcTsaC

The inhibitor BK951 is bound to TsaBD in an extended
conformation that likely precludes certain decomposition
pathways. However, in this structure, the molecule appears
to be readily exposed to solvent water. To understand more
about the potential stabilizing effect of TsaBD on bound
TC-AMP, we carried out a stability study. A mixture of 10
pM purified TC-AMP was incubated with or without 20
M EcTsaBD at 37°C and timed aliquots were removed
for HPLC analysis of TC-AMP conversion to AMP. As
shown in Figure 8A, there is only a small protective effect
(Bote = 60 3 0.2 x 107% woisus 7.3 02 x 1072 min™)
at a concentration of EcTsaBD where TC-AMP should be
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Figure 8. Stability of TC-AMP bound to either EcTsaBD or EcTsaC. (A)
Comparison of rate of decomposition of 10 pM TC-AMP at 37°C in 50
mM HEPES pH 7.5, 300 mM NaCl with 20 pM TsaBD (filled circles); 13
M TsaC (filled diamonds); or in the absence of enzyme (filled triangles).
(B) Concentration dependence of the rate of decomposition of a 1.3:1 mo-
lar ratio of TsaC:TC-AMP at varying concentrations under the same con-
ditions as (A).

mostly bound. For comparison, the stabilising effect of 13
wM TsaC is nearly an order of magnitude higher (kops = 4.3
+0.1 x 1073 min~"). The rate constants correspond toa 2
= 9.4 min without enzyme, compared to ¢;/» = 11.5 min in
the presence of TsaBD and ;> = 160 min in the presence
of TsaC. These data suggest that either TC-AMP is trans-
ferred to tRNA rapidly after binding to TsaBD, or addi-
tional binding events involving TsaC, or tRNA may help to
protect bound TC-AMP from hydrolysis before it is trans-
ferred by shielding it from solvent water.

For the TsaC experiments, we utilized the TC-AMP
bound form of EcTsaC that can be isolated from the pu-
rification of highly overexpressed protein. We find that the
amount of TC-AMP bound to TsaC can be quantified di-
rectly by HPLC and typically approaches 70% occupancy
after affinity and size exclusion chromatography (Supple-
mentary Figure SI3A). Bound TC-AMP can also be con-
verted to ATP quantitatively by the addition of 1.5 equiva-
lents of pyrophosphate in the presence of Mg ion (Supple-
mentary Figure S13B) and subsequently removed by size ex-
clusion chromatography to provide the unliganded form of
the enzyme (Supplementary Figure S13C). Further investi-
gation of TsaC stabilization of TC-AMP in these complexes
shows a significant reduction in protection as the concen-
tration of the complex is lowered (Figure 8B). This concen-
tration dependence is likely due to an increased fraction of
unbound TC-AMP. A plot of the 71> values for TC-AMP
stability versus TC-AMP concentration gives a crude es-
timated half-maximal value of ~5 pM (data not shown),
which may reflect a similar magnitude for the K4 of TC-
AMP binding to EcTsaC. If this were true, it would suggest
that unless the concentration of TsaC or TC-AMP in E. coli
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is greater than 5 wM, the majority of TsaC in the cell will
be free of bound TC-AMP.

DISCUSSION

The phosphonate BK951 is a potent inhibitor of t°A biosyn-
thesis in vitro

The phosphonate BK951 was the most potent analog in this
study, with an 1Cs, value of 1.3 wM for the overall t°A re-
action. We measured inhibitor ICs, values in the presence
of L-threonine and ATP concentrations of 1 mM each. For
E. coli, 1 mM ATP is in the lower part of the physiological
range of up to 10 mM. The intracellular L-threonine con-
centration has been recently reported to be 1.3 mM (55).
Substitution of the phosphonate with a sulfamoyl group in
2 resultsin a loss of inhibition in the kinetic assay by 40-fold,
which is possibly due to the weaker binding of the sulfonyl
oxygen with Zn compared to the fully ionized phosphonate.
Further substitution of the carbamoyl group of TC-AMP
with a tetrahedral sulfonyl gives an alkylaminosulfonyl-N-
sulfamate 3, which is an intended transition state mimic
of the attack by N6 of A37. The unique pharmacophore
structure of this inhibitor has surprisingly not been previ-
ously described in the literature. Similar to a few known
alkylaminosulfonamides, this structure likely forms an ‘in-
ner salt’, with the bridging nitrogen deprotonated and the
amine of the L-threonine protonated to give a zwitterion
structure. Despite the novelty of its structure, compound
3 has virtually the same ICs as sulfamate analog 2. Since
the carbonyl oxygen of BK951 is making only one hydro-
gen bond in the EcTsaBD bound structure, there does not
appear to be amino acid side chains in place to distinguish
the sp? orientation of the sulfonyl group in this area of the
active site in this conformation of the protein. Finally, both
the malonate ester and the malonate amide bridge between
the adenosine ribose and threonine (4 and 5, Figure 2) failed
to give molecules that showed any observable binding to
EcTsaBD. Both molecules were designed to examine the hy-
pothesis that the Zn could chelate the phosphonate and the
carbamate carbonyl of TC-AMP, which in this structure is
not observed. Hence, the lack of observed binding of the
malonates supports the overall significance of the current
structure.

If we assume the affinity of TC-AMP to EcTsaBD is sim-
ilar in magnitude to the K, value of 1.5 pM, the bind-
ing data for the phosphonate analog suggests it is a good
mimic that is taking advantage of most of the protein bind-
ing interactions. This conclusion is supported by the sim-
ilarity of the conformation of atoms of the adenosyl 5'-
phoshate/phosphonate group in the active site of TsaD of
both BK951 and ATP. In the recently modelled binding
of TC-AMP to TmTsaD based on the structure of bound
carboxy-AMP, Luthra et al. proposed a similar binding of
the threonine carboxylate moiety to the active site Zn (41).
Their model differs from our structure in the lack of chela-
tion between the phosphonate and the Zn. It is possible
that there are species-specific differences in the orientation
of some amino acids, as well as rearrangements of the sub-
strates along the reaction coordinate. Thus, many of the var-
ious structures may each be relevant for a distinct part of the
transformation.

The sulfamate analogs are better mimics of TC-AMP binding
to TsaC

Although BK951 is more potent in inhibiting the second
step of t°A synthesis, it surprisingly shows no inhibition of
the first step of the reaction catalysed by TsaC. The sulfa-
mates 2 and 3, on the other hand, show significant inhi-
bition of both enzymatic steps in t°A formation. A reex-
amination of the crystal structure of TC-AMP bound to
TsaC2 from S. tokodaii (34) shows a hydrogen bond between
the backbone amide of conserved Ser144 to the adenylate
ester oxygen of TC-AMP that is replaced by a methylene
in BK951. There are also close van der Waals interactions
likely between the backbone carbonyl and alpha carbons of
Pro143 (usually a Thr in TsaCl). A possible steric clash be-
tween these carbon atoms and the methylene of the phos-
phonate analog, in addition to the loss of hydrogen bond
would be sufficient to explain its lack of binding to TsaC.
Conversely, the amide nitrogen of the sulfamate group in
analogs 2 and 3 is acidic enough to be deprotonated, which
makes it an excellent mimic of the adenylate ester oxygen
as previously documented (53,54). Therefore, TsaC appears
to use these interactions to closely select for an ester at this
position and analogs that preserve the integrity of these in-
teractions will be generally more potent as inhibitors.

The binding conformation of BK951 suggests a precatalytic
complex

The binding interactions between BK951 and the active site
of the TsaD protein suggests that at one point in the re-
action coordinate, the Zn interacts directly with the phos-
phonate oxygen and carboxylate oxygens of TC-AMP. The
carbamoyl oxygen does not form a ligand to the metal ion,
but establishes two H-bonds with mainchain NH groups of
Ser'3GlyGly'3#, the B-hairpin connection between strands
B6-B7. This is a similar binding mode as the carbamoyl
adenylate bound to the homologous TobZ protein, which
catalyses the carbamoylation of tobramycin (34). This posi-
tion of the carbonyl suggests that the amide main chain NH
groups of Ser'3*GlyGly'*® could provide an oxyanion hole
during the nucleophilic attack of the A37 6-amino group
during the transfer reaction. As shown in Figure 9, this loop
is extremely well conserved in the TsaD/Kael/Qri7 family,
suggesting its importance for catalytic activity. This loop is
also present in the related carbamoylating enzymes TobZ
and HypF, reinforcing the hypothesis of its role in the stabi-
lization of the intermediate. This means that the main role
of the metal is to provide a scaffold for productive binding
of the substrate. In the TobZ active site, a histidine is posi-
tioned near the carbamoyl group that could act as a general
base to subtract a proton from the incoming tobramycin
OH nucleophile. This is not the case for TsaD, probably be-
cause the A37 NH, nucleophile is deprotonated. Alterna-
tively, the carbamoyl group of the TC-AMP could slightly
rotate and engage in a Lewis acid interaction with the metal
to increase its reactivity. The latter scenario seems less likely
to us because it would render the carbon less accessible for
an incoming nucleophile. Clearly, structural data in pres-
ence of the tRNA substrate are needed for a better un-
derstanding of the mechanism. Assuming that the binding
mode of the BK951 carbonyl mimics that of the TC-AMP
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Figure 9. Multiple sequence alignment of the TsaD/Kael/OSGEP family members was realized using the blosum 45 with MAFFT (online version 7) (70).
Structure-based alignment was performed using the ESPRIPT web-server (71). The SGG peptide conserved in all homologs is highlighted in pink.
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substrate, its access by the bulky tRNA substrate would
likely be hampered by some of the surrounding active site
loops and helices, especially the region contained between
residues 32 and 45. Interestingly this region becomes com-
pletely disordered upon TsaE binding (40), suggesting that
flexibility plays a major role in the catalytic cycle.

The ability of EcTsaBD and EcTsaC to stabilize bound TC-
AMP differ significantly

Previous work showed that TC-AMP is unstable with a half-
life of 3.5 minutes at pH 7.5 in the presence of 2 mM Mg ion
(30). Both the instability and the magnitude of the K, value
for TC-AMP (1.5 wM) for the isolated TsaBDE-catalysed
t°A reaction are similar in magnitude for the structurally
analogous primary metabolite carbamoyl phosphate (CP).
The Ky, values for CP for the enzymes aspartate and or-
nithine transcarbamoylases are ~4-10 wuM. Wang et al. (65)
have shown that CP is stabilized by binding to these en-
zymes in the absence of the other substrates, and the ef-
fect is more pronounced for hyperthermophiles to the point
of requiring substrate channelling (66). Such binding pre-
vents the major mechanism of degradation of CP which in-
volves intramolecular transfer of the carbamoyl NH pro-
ton to the phosphate and subsequent rapid formation of
cyanate. In our previous analysis of TC-AMP decompo-
sition, NMR data showed L-threonine and the cyclic ox-
azolidinone as the only two detectable final products pro-
duced in an equimolar ratio (30). The oxazolidinone forms
via attack by the B-hydroxyl oxygen on the carbamoyl car-
bonyl carbon (or isocyanate intermediate) to release AMP
and give the cyclic product. The structure reported here sug-
gests that TC-AMP is bound by TsaBD in an extended con-
formation which would minimize the cyclization pathway.
Although we did find that EcTsaBD stabilizes TC-AMP in
solution, the effect is small. This is likely due to TC-AMP re-
maining accessible to solvent water when bound to TsaBD,
which allows for direct hydrolysis. The fact that the half-life
of TC-AMP bound to EcTsaBD is more similar to free TC-
AMP in the absence of metal ion (16 min) than in its pres-
ence (3.5 min) is consistent with the conformation of bound
BKO951, in which the carbamoyl carbonyl is not chelated to
the Zn. Retaining stability of TC-AMP may be another rea-
son for avoiding such coordination. In other words, if the
carbamoyl carbonyl were coordinated to the Zn, the enzyme
could catalyze wasteful transfer of the carbamoyl group to
water.

In contrast to EcTsaBD, we find an order of magnitude
greater stabilizing effect on TC-AMP by binding to EcTsaC.
Previous work has shown that overproduced EcTsaC re-
tains bound TC-AMP after purification (30) and that crys-
tallized TsaC2 from S. tokodaii (45) contained bound TC-
AMP (34). In this structure, the threonylcarbamoyl group
of TC-AMP is sequestered from solvent in a long, narrow
binding pocket. The observed greater stabilization by TsaC
may be used to prevent wasteful hydrolysis of TC-AMP in
the cell (34). However, we find that as the concentration of
EcTsaC is lowered into the low micromolar range, the stabi-
lizing effect of the enzyme on TC-AMP is diminished signif-
icantly. It thus may be less of an imperative for mesophilic
organisms to stabilize this metabolite which could be a relic

of enforced stabilization in hyperthermophilic organisms,
considering the ancient nature of this enzyme system (34).
Harris, et al. (67) have reported that the C-terminus of EcT-
saC contains sites that are highly dynamic in structure and
this region may be involved in induced fit of ATP binding,
but also in protein-protein interaction with TsaD. This flex-
ibility of the C-terminus is also consistent with the crystal
structure of unliganded EcTsaC (68). Thus, a major ques-
tion still exists of whether TsaC presents bound TC-AMP
to the TsaBD heterodimer (in mesophiles) or if the interme-
diate diffuses freely as suggested by in vitro activity experi-
ments (27,30). It will be interesting to see if the channelling
that is observed for CP enzymes from hyperthermophiles is
also operative for TC-AMP in t°A formation in organisms
such as 7. maritima. For example, if strict channelling of
TC-AMP occurs in the hyperthermophilic organisms, the
kinetic inhibition of BK951 may be observed to be very
weak due to restricted access to the active site. The struc-
ture reported in this paper suggests that TsaBD-bound TC-
AMP, if also protected from solvent water in a higher order
complex, would likely provide considerable stabilization to
the intermediate.

In summary, we report here the synthesis, biochemical
characterization and cocrystal structure of a potent in-
hibitor of bacterial t°A formation. The inhibitor appears to
bind in the active site of the heterodimeric TsaBD complex
in a manner similar to the natural substrate TC-AMP and
could therefore be useful as a mechanistic probe for the re-
action in a variety of biological contexts. The crystal struc-
ture should be useful for the rational design of more po-
tent, cell permeable inhibitors of t* A modification that may
find application as biochemical probes in a variety of organ-
isms given the universal importance of this modification. In-
hibitors optimized for the bacterial enzymes may find use as
potentially novel antibiotics.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

MATERIALS AND METHODS

General.

"H NMR spectra were recorded on a Varian Innova 400 MHz spectrometer at ambient
temperature. *C NMR spectra were recorded at 75.0 MHz at ambient temperature. Data for 'H
NMR are reported as follows: chemical shift, integration, multiplicity (app = apparent, s =
singlet, d = doublet, t = triplet, q = quartet, m = multiplet) and J-coupling constants. All PC
NMR spectra were recorded with complete proton decoupling. High-resolution mass spectra
(HRMS) were obtained in the UW-Madison School of Pharmacy Analytical Instrumentation
Center using a Bruker MaXiS 4G QTOF instrument with an ESI source. Microscale
Thermophoresis measurements were obtained using a Monolith NT.115 instrument (Nano
Temper Technologies) in the UW School of Pharmacy Medicinal Chemistry Center. Analytical
thin layer chromatography was performed on 0.25 mm silica gel 60-F plates. Chromatography
was performed using 200-400 mesh silica gel (EMD). Yields refer to chromatographically and
spectroscopically pure materials, unless otherwise stated. Dry DCM, THF, and DMF were
obtained using a dry solvent dispensing system. All other solvents were commercial reagent
grade. All reactions were carried out in oven-dried glassware under a nitrogen atmosphere unless
otherwise noted. Compounds 11 and 12 were synthesized as previously described (ref. 1, 2).

Synthesis of Compounds 2-5
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Supplementary Figure S1. Synthetic route for the preparation of sulfamate inhibitor 2.
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BnO,,.
BnO,C” “NCO

Benzyl-(S)-2-isocyanato-(R)-benzyloxypropanoate (13) (ref. 3, 4). To a solution of 510 mg
(1.7 mmol) benzyl(O-benzyl)-L-threonine (6) in 7 mL DCM is added 7 mL saturated aqueous
sodium bicarbonate. After stirring at 0 °C for 10 min, 167 mg (0.56 mmol) of triphosgene is
added in one portion. The mixture is stirred vigorously for 25 min then poured into a separatory
funnel. The bottom organic layer is removed and the top aqueous layer is extracted with 10 mL
DCM, and the two organic layers are combined, dried (Na2SQOs) and the solvent is removed to
give 500 mg of the isocyanate as a yellow oil which solidifies at -20 °C. This material was
typically used directly in the next reaction. 'H NMR (CDCls) § 1.28 (d, 3H, J = 3 Hz), 3.88 (d,
1H, J = 2.5 Hz), 4.03 (m, 1H), 4.53,4.32 (ABq, 2H, Jas = 12 Hz), 5.13, 5.19 (ABq, 2H, Jag = 12
Hz), 7.16-7.31 (m, 10H) . '*C NMR (CDCls) 6 63.0, 68.1, 70.8, 74.4, 127.1, 127.5, 127.7, 128.4,
128.5, 128.67, 128.71, 128.74, 134.9, 137.8, 169.6. HRMS calcd for C19H19NO4: 326.13869

(MH"); Found: 326.13847.
o OJ(
’Ji) ﬂ\o)l\w/ko

0 A Sy
4
VS S
O\/O\;Euj\u/\\s//\o 1 N
o l ;o: l

[¢] ()

X

6-N-Bis-t-butoxycarbonyl-2’,3’-isopropylidine-5’-[O-benzyl-(O-benzyl)-L-
threonylcarbamoyl]-sulfamoyladenosine (14). To a solution of 185 mg sulfamate 12 (ref. 2) in
1.5 mL of THF at 0 °C was added 100 mg (0.31 mmol) benzyl-(O-benzyl)-L-threonine
isocyanate 13 followed by 48 pL (0.31 mmol) of DBU via syringe. Mixture was stirred for 2h at
0 °C then stored at 4 °C overnight. The mixture was then diluted with CH2Cl,, washed
successively with cold 10% aqueous AcOH, water 0.5 M NaHCOs, and brine. The organic layer
was then dried with solid Na>SOy, filtered and solvent removed to give crude urea as an oil.
Further purification by chromatography (1-6% methanol in CH2Cl,) gave 263 mg (93%) of pure
14 as a white foam. 'H NMR (400 MHz, CDCls): & 1.16 (d, 3 H, J = 6.4 Hz, 3H), 1.39 (s, 3H),
1.45 (s, 18H), 1.62 (s, 3H), 4.12 (q, ] = 6.4 Hz, 1H), 4.25 (d, J = 12 Hz, 1H), 4.40 (dd, J = 5.6,
12.0 Hz, 1H), 4.47 (d, J = 12 Hz, 2H), 4.55 (m, 2H), 5.10 (ABq with overlapping 4'-H, Jag =
12.0 Hz, 3H), 5.49 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 6.22 (s, 1H), 6.74 (d, ] = 8.8 Hz, 1H), 7.16 (d, ] = 7.2 Hz,
1H), 7.24-7.27 (m, 10H), 8.33 (s, 1H), 8.87 (s, IH)."3C NMR: (CDCls): § 16.6, 25.5, 27.3, 28.0,
58.2,67.6,70.8,71.4,73.9,77.5,684.2,84.4,84.6,91.4,114.9, 127.8, 127.9, 128.55, 128.57,
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128.7,128.8, 129.2, 135.3, 137.9, 144.3, 150.5, 151.0, 151.7, 152.6, 152.9, 170.3. HRMS calcd
for C4Hs53N7014S: 934.3263 (MNa®); Found: 934.3268.

NH,

LA U
e

OH OH

5°-(L-Threonylcarbamoylsulfamoyl)-adenosine (2). To a solution of 50 mg (92 umol) of 14 in
2 mL of absolute ethanol was added 20 mg of 10% Pd/C. The mixture was stirred under a
hydrogen atmosphere (balloon) overnight at rt, after which the reaction was complete as judged
by TLC (CH3CN/H20/HOACc- 20:4:1). The mixture was filtered through a plug of glass wool,
then a sintered glass funnel and the solvent was removed to give 50 mg of the debenzylated
product as a clear glass. To this material at 0 °C, was added 7 mL of TFA and 7 mL of water.
The mixture was then stirred at rt for 6 h. The solvents were removed in vacuo and the residue
twice dissolved in 2 mL of water and volatiles removed to give 43 mg (86%) of crude 2 which
was 95% pure by HPLC. Final purification was achieved using HPLC on a Supelco LC-18
semiprep column (rt = 10 min. Buffer A: 10 mM ammonium bicarbonate pH 7.3; Buffer B: same
as buffer A with 20% methanol. Gradient 0-30 min, from 0-100% Buffer B). 'H NMR (D»0) &
1.08 (d, ] = 6.4 Hz, 3H), 3.95 (d, ] = 3.2 Hz, 1H), 4.13 (m, 1H), 4.29 (m, 2H), 4.40 (m, 1H), 4.45
(m, 1H), 6.09 (d, T = 5.6 Hz, 1H), 8.21 (s, 1H), 8.42 (s, 1H). '*C NMR (D,0) 5 19.1, 60.9, 67.7,
68.4,70.3, 74.1, 82.7,87.2, 110.0, 118.5, 139.7, 148.8, 152.6, 155.4, 161.2, 178.3. HRMS Calcd
for C1sH21N7010S, 490.09978 (M-H*); Found, 490.10077.
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Supplementary Figure S2. Synthetic route for the preparation of aminosulfonylsulfamate
inhibitor 3.
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p-Nitrophenolsulfonylchloride

A mixture of 2.78 g (20 mmol) p-nitrophenol and 1.62 mL (1.59 g, 20 mmol) anhydrous pyridine
in 20 mL anhydrous ether was added dropwise to a mixture of 1.60 mL of sulfuryl chloride
(2.7g, 20 mmol) in 20 mL of ether previously cooled to -78°C (dry ice/acetone), under a nitrogen
atmosphere. After the addition (~ 5 min), the reaction mixture was allowed to warm up to room
temperature and stirred for 18 h. The solvent was removed under vacuum, and the resulting oil
was purified by chromatography using DCM to give 3.93 g of p-nitrophenylsulfonylchloride, as
a pale yellow oil (82.5% yield) which solidified upon storage at -20 °C. Spectral data were in
agreement with previously reported values (ref. 5).

BHO/,"" o) (0) N 02
Y
" o
H

BnO.C

Benzyl-(O-benzyl)-L-threonine-N-sulfamoyl-p-nitrophenol (15)

To a solution of 700 mg (2.34 mmol) benzyl-(O-benzyl)-L-threonine 6 (neutral form) in 9.7 mL
DCM was added 1.98 mL (1.42 g, 14.0 mmol, 6 eq) of triethylamine, and 0.977 g (7.02 mmol, 3
eq) of p-nitrophenol. This mixture was added dropwise to a solution of 1.11 g (4.68 mmol, 2 eq)
p-nitrophenylsulfonyl chloride dissolved in 2.4 mL of DCM previously cooled to -78°C under a
nitrogen atmosphere with stirring. The mixture was stirred for one hour at -78 °C, and then
concentrated under vacuum and purified by chromatography using a gradient of 4:1 to 2:1 ethyl
actetate:hexane. Product 15 was obtained as a yellow solid (0.862 g, 75% yield). '"H NMR
(CDCI3) 6 = 1.19 (d, J = 6.4 Hz, 3H), 3.99 (m, 1H), 4.16 (m, 2H), 4.39 (d, J = Hz, 1H), 5.02
(ABX pattern, 2H), 5.81 (bs, 1H), 7.03 (m, 2H), 7.06-7.11 (m, 8H), 7.24 (d, J = 9.2 Hz, 2H),
8.02 (d, J = 9.2 Hz, 2H). 3C NMR (CDCls) 5 16.4, 62.1, 68.14, 68.14, 68.18, 68.20, 71.1, 74.4,
122.6, 125.7, 128.0, 128.2, 128.7, 128.9, 128.97, 129.1, 135.0, 137.6, 146.1, 154.8, 169.6.
HRMS Calcd for C24H24N203S (Na*): 523.11456; Found: 523.11478.
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5’-[Benzyl-(O-benzyl)-L-N-threonylsulfonyl]-sulfamoyladenosine (16)

To 1.80 mL of THF was added 426 mg (0.73 mmol) 12, 0.400 g (0.80 mmol, 1.1 eq) 14, and 110
uL (0.727 mmol, 1 eq) DBU at RT. This mixture was heated to 80°C, and refluxed overnight.
Solvent was removed under reduced pressure and the residue was dissolved in DCM and purified
by chromatography using ethyl acetate:hexane (1:1) as eluent to give 188 mg (28% yield) of 15
as a white solid. "H NMR (CDCl3) & 1.21 (d, J = 6.4 Hz, 3H), 1.38 (s, 3H), 1.43 (s, 18H), 1.59 (s,
3H), 4.01 (m, 1H), 4.23 (d, 1H, J=), 4.19-4.35 (m, 4H), 4.42 (d, 1H, J = 12.4 Hz), 4.58 (bs, 1H),
533 (d, IHJ=2.4Hz), 5.01-5.15 (m, 3H), 5.68 (d, 1H, J=5.4 Hz), 6.27 (d, 1H, ] =2.4), 7.05-
7.30 (m, 10H), 8.68 (s, 1H), 8.82 (s, 1H). HRMS Calcd for C41Hs3N7015S2 (M-H): 946.29628.
Found: 946.29893.
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5’-(L-N-Threonylsulfonyl)-sulfamoyladenosine (3).

Hydrogenation of the benzyl protecting groups was performed similar to the preparation of (2)
above. Removal of the Boc and isopropylidene groups was done with 50% TFA in water. After
stirring for 3 hours, the solvent removed under vacuum and the residue was dissolved in H,O and
solved was removed (2x) to give crude 3. Final purification was by HPLC (Supelco LC-18
semiprep column). 'H NMR (D20)  1.18 (d, ] = 6.4 Hz, 3H), 3.95 (m, 2H), 4.38 (m, 1H), 4.40
(m, 1H), 4.49 (d, ] = 4.4 Hz, 1H), 6.07 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 8.17 (s, 1H), 8.36 (s, 1H). HRMS
Calcd for C14H21N7011S2 (M-H): 526.06677. Found: 526.06837.
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Supplementary Figure S3. Synthetic route for the preparation of malonic amide ester inhibitor
4.
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6-N-Bis-t-butoxycarbonyl-2’,3’-isopropylidine-5’-benzylmalonyladenosine (17). To a
solution of 221 mg (0.43 mmol) of in 0.43 mL of CH.CL. in an ice bath was added 91 mg (0.47
mmol) malonic acid monobenzyl ester followed by 107 mg (0.52 mmol) of DCC. The mixture
was stirred 1 h then filtered on a sintered glass funnel and the solid was washed with 1 mL of
CH.CL.. The filtrate was concentrated to an oil which was purified by chromatography (ethyl
acetate:hexanes, 1:2 to 1:1) to give 251 mg (85%) of as a white waxy solid. 'H NMR (CDCl,) &
1.40 (S, 3H), 1.46 (s, 18H), 1.63 (s, 3H), 3.41, 3.37 (ABq, J = 16 Hz, 2H), 436 (dd, ] = 5.6, 12.0
Hz, 1H), 4.43 (dd, J = 4.0, 12 Hz, 1H), 4.50 (m, 1H), 5.02 (dd, J = 3.2, 6.0 Hz, 1H), 5.16 (s, 2H),
539 (dd,J =24, 6.0 Hz, 1H), 6.17 (d, J = 2 Hz, 1H), 7.33-7.36 (m, 5H), 8.17 (s, 1H), 8.87 (s,
1H). *C NMR (CDCl,) § 25.2, 25.6, 25.9, 27.4, 28.0,34.1, 41.4, 64.8, 67.6, 81.5, 84.1, 84.3, 84.7,
91.1, 115.1, 128.6, 128.7, 128.8, 129.7, 135.3, 143.9, 150.7, 150.9, 152.5, 152.6, 166.0, 166.3.
HRMS Calcd for C.H.N.O,: 684.28753 (MH+); Found: 684.28764.
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6-N-Bis-t-butoxycarbonyl-2’,3’-isopropylidine-5’-malonyladenosine (18). To a solution of
118 mg (0.17 mmol) of in 4 mL of absolute ethanol was added 40 mg of 10% Pd/C. The mixture
was stirred under a hydrogen atmosphere overnight at rt then filtered through a glass plug and the
solvent removed to give 97 mg of a clear glass that was homogenous by TLC. 'H NMR (CDCl,) &
1.39 (s, 3H), 1.47 (s, 18H), 1.64 (s, 3H), 3.32 (s, 2H), 438 (dd, J =3.2, 12.0 Hz, 1H), 4.50 (dd, J
=44, 12.0 Hz, 1H), 4.60 (bs, 1H), 5.00 (dd, J =2.8, 6.4 Hz, 1H), 5.45 (dd, J = 2.0, 4.0 Hz, 1H),
6.24 (d, ] =2.4 Hz, 1H), 8.40 (s, 1H), 8.92 (s, 1H). *C NMR (CDCL,) § 25.5, 27.4, 28.0, 41.3,
64.7,77.5,81.3,84.5,84.8,91.3, 115.1, 129.0, 144.3, 150.3, 150.7, 152.7, 166.5, 169.0. HRMS
Calcd for C.H.N,O,: 594.24058 (MH+); Found: 594.24031.
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6-N-Bis-t-butoxycarbonyl-2’,3’-isopropylidine-5’-[benzyl-(O-benzyl)-L-threonyl-N-
malonyl]adenosine (19). To a solution of 233 mg (0.39 mmol) of in 1.0 mL of CH,CL, at 0 °C is
added 129 mg (0.43 mmol) of amine followed by 8 mg (0.43 mmol) of DCC with stirring. The
ice bath was removed and the mixture was stirred at rt for 1 h, diluted with 10 mL of ether and
filtered on a sintered glass funnel. The filtrate was diluted with additional ether and washed
successively with 20 mL of 5% cold aqueous acetic acid, water, saturated aqueous sodium
bicarbonate and brine. The organic layer was dried with anhydrous sodium sulfate, filtered and
the solvent was removed to give 322 mg of crude amide. This material was purified by
chromatography using ethyl acetate/hexane (1:2 to 1:1) as eluent to give 298 mg (86%) of
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malonate amide as a clear oil. ' H NMR (CDCl,) § 1.17 (d, J = 6.4 Hz, 3H), 1.40 (s, 3H), 1.46 (s,
18H), 1.63 (s, 3H), 3.27,3.35 (ABq, J = 14.0 Hz, 2H), 4.14 (dq, ] = 2.4, 6.4 Hz, 1H), 4.16 (dd, J
=24,64Hz, 1H),4.32 (dd, J =5.6, 12.0 Hz, 1H) 4.27, 4.49 (ABq, J = 12.0 Hz, 2H), 4.42 (dd, J
=4.0, 12.0 Hz, 1H), 4.53 (m, 1H), 4.66 (dd, J = 2.0, 9.0 Hz, 1H), 5.05 (dd, J = 2.8, 6.4 Hz, 1H),
5.07,5.11 (ABq, J = 12.4 Hz, 2H), 542 (dd, J = 2.0, 6.4 Hz, 1H), 6.17 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 8.23
(s, 1H), 8.87 (s, 1H). "C NMR (CDCl,) § 16.6, 25.6, 27.4,28.0, 41.9,57.2,64.9,67.4,71.0, 74.3,
81.6,84.1,84.4,84.7,91.3, 115.1, 127.9, 128.0, 128.6, 128.64, 128.8, 129.7, 135.4, 138.0, 135.4,
138.0, 144.0, 150.7, 150.9, 152.5, 152.7, 165.5, 167.8, 170.2. HRMS Calcd for C.H.N,O,,
875.3822 (MH+); Found, 875.3828.
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5’-L-Threonyl-N-malonyadenosine (4). To 80 mg of is added 3 mL of ethanol is added 30 mg
10% Pd/C under N.. The flask is equipped with a stopcock adapter attached to a balloon
containing hydrogen gas and the reaction mixture is stirred overnight at RT. The mixture is
filtered through glass wool and the solvent is removed. The residue is then dissolved in a
mixture of 2 mL trifluoroacetic acid and 2 mLL H,O and stirred at RT for 3 h. HPLC shows a
mixture of desired product and adenosine (90:10). The volatiles were removed and the residue
was dissolved in 2 mL of H.O and evaporated (3x). The crude product was twice dissolved in 2
mL of H.O and the solvent was removed to give a pale yellow oil. Final purification was by
HPLC using a semiprep Supelco LC-18 column with 10 mM NH,OAc pH 6 as eluent to give 31
mg (75%) of pure 4 as the ammonium salt. 'H NMR (D20) 6 1.08 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 3.94 (d, J
=2.8 Hz, 1H), 4.13 (dq, J = 2.4, 4.0 Hz, 1H), 4.29 (bs, 2H), 4.39 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 4.44 (m,
1H), 4.70 (m, 1H), 6.07 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 8.17 (s, 1H), 8.39 (s, 1H).
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Supplementary Figure S4. Synthetic route for the preparation of malonic diamide inhibitor 5.
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5’-Benzylmalonylamino-5’-deoxyadenosine (20). To a solution of 180 mg (0.58 mmol) 19 and
124 mg (0.63 mmol) of malonic acid monobenzyl ester in 1 mL of CH.CL. at O °C was added 120
mg (0.63 mmol) of DCC. After stirring at rt 30 min, the mixture was filtered and the solid was
washed with 1 mL of CH.CL. The filtrate was evaporated to give crude , which was purified by
chromatography (ethyl acetate: methanol 95:5) to give 282 mg (quant.) of as a white foam. 'H
NMR (CDCL,) § 1.36 (s, 3H), 1.62 (s, 3H), 3.32 (, J = Hz, 1H), 3.48 (s, 2H), 4.13 (, ] = Hz, 1H),
4.49 (dd, J=2.0, 6.0 Hz, 1H), 4.91 (dd, J=4.8, 6.0 Hz, 1H), 5.11 (AB,J=Hz, 2H), 583 (d,J =
4.8 Hz, 1H), 6.57 (bs, 2H), 7.17-7.28 (m, 5H), 7.29 (s, 1H), 8.26 (s, 1H), 8.71 (dd, J = 2.0, 8.4
Hz, 1H). *C NMR (CDCl,) § 25.4, 27.6, 41.5, 43.0, 67.5, 77.6, 81.9, 82.5, 83.8, 92.7, 114.8,
121.2, 128.5, 128.6, 135.3, 140.6, 148.9, 152.8, 156.4, 166.1, 168.5. HRMS Calcd for C.H.N.O.:
483.1986 (MH); Found: 483.1961.
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5’-malonylamino-5’-deoxyadenosine (21). To a solution of 284 mg (0.59 mmol) of in 10 mL
of absolute methanol was added 90 mg of 10% Pd/C. After stirring under a hydrogen
atmosphere (balloon) overnight at rt, the mixture was filtered and the solvent removed to give
211 mg (91%) of the debenzylated product as a colorless glass. 'H NMR (CD,OD) § 1.32 (s, 3H),
1.55 (s, 3H), 3.32 (s, 2H), 3.42 (dd, J = 4.4, 14.4 Hz, 1H), 3.71 (dd, J = 5.2, 14.4 Hz, 1H), 4.34
(dd,J=5.2,8.0 Hz, 1H), 4.94 (dd, ] =3.2, 6.4 Hz, 1H), 536 (dd, J = 3.2, 6.0 Hz, 1H), 6.08 (d, J
=3.2 Hz, 1H), 8.25 (s, 1H), 8.26 (s, 1H). "C NMR (CD.OD) $ 24.4, 26.3, 41.1, 81.9, 82.0, 83.4,
83.5, 84.5,90.8,90.9, 114.6, 119.6, 141.2, 148.8, 151.5, 155.4, 168.3, 170.4. HRMS Calcd for
C.H.N.O.: 393.1517 (MH+); Found: 393.1516.
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Benzyl-(O-benzyl)-L-threonyl-N-malonylamino-5’-deoxyadenosine (22). To a solution of
184 mg (0.47 mmol) of malonate in 1 mL of DMF was added 154 mg (0.51 mmol) of amine
followed by 99 mg (0.51 mmol) of EDC. After stirring 2 h at rt the reaction was quenched by
addition of 5 mL of cold 10% aq. acetic acid and extracted with 10 mL of CH2Cl,. The organic
layer was successively washed with 10 mL of water, 0.5 M aq. NaHCOs3, and sat. aq. NaCl, then
dried (Na2SOs), filtered and the solvent removed to give crude as an oil. This material was
purified by chromatography to give 252 mg (80%) of the final as a clear oil. '"H NMR (CDCls) §
1.20 (d, = 6.4 Hz, 3 H), 1.34 (s, 3H), 1.60 (s, 3H), 3.38 (app. d, J = 13.0 Hz, 1H), 3.44 (s, 2H),
4.04 (ddd, J=3.2, 8.0, 13.0 Hz, 1H), 4.16 (dq, J = 2.4, 6.4 Hz, 1H), 4.27, 4.46, (ABq
w/overlapping 4'-H, J = 12.0 Hz, 3H), 4.74 (dd, J =2.4, 9.2 Hz, 1H), 4.87 (dd, J =2.4, 6.4 Hz,
1H), 5.07 (ABq, J = 12.4 Hz, 2H), 5.27 (J = 4.4, 6.0 Hz, 1H), 5.87 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 6.62 (s,
2H), 7.13-7.27 (m, 5H), 7.87 (s, 1H), 8.12 (J = 9.2 Hz, 1H), 8.36 (s, 1H), 8.66 (d, J = 5.6 Hz,
1H). 3C NMR (CDCls) 16.6,25.5,27.7,41.4,43.5,57.3,67.4,70.9, 74.3, 77.6, 81.8, 83.0,
83.9,92.0,114.9, 120.8, 127.8, 128.47, 128.53, 128.54, 128.72, 135.5, 138.0, 140.4, 149.0,
153.2,156.3, 167.8, 168.2, 170.5. HRMS Calcd for C34H39N7Os: 674.2933 (MH+); Found:
674.2931.
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5’-L-Threonyl-N-malonylamino-5’-deoxyadenosine (5). To a solution of 238 mg (0.36 mmol)
of in 8 mL of absolute ethanol was added 80 mg of 10% Pd/C. The mixture was stirred
overnight under a hydrogen atmosphere, then filtered and the solvent removed to give 131 mg
82% of the crude acid. A portion of this material ( mg, mmol) was dissolved in 4 mL of a 1:1
mixture of TFA:H20 at 0 °C, then stirred at rt for 5 h. The solvent was removed and redissolved
in 4 mL of H20 and the solvent removed to give crude . This material was purified by
dissolving in 10 mL of H>O (pH was adjusted to 7.5 with 1N NaOH) and loading onto a column
of DEAE-Sephadex A-25 (5 mL resin) that was equilibrated with 40 mM triethylammonium
bicarbonate, pH 7.8. The column was eluted with a 50 mL step gradient of 50 - 200 mM (5 mL
fractions). The desired product was found in fractions 7-8 by absorbance at 260 nm and the
combined fractions were evaporated to the give the triethylammonium salt of . This material was
dissolved in 5 mL of H,O and the solvent removed twice to remove buffer, then passed through a
1 mL column of Dowex (Na* form) to give 33 mg of as the sodium salt. '"H NMR (D,0) § 1.07 (d.
J=6.4Hz 1H), 4.11 (d. J=3.6 Hz, 1H), 4.19 (m, 1H), 4.72 (m, 1H), 5.93 (d, J=2.4 Hz, 1H), 8.11 (S,
1H). 8.19 (s, 1H). C NMR (D,0) d 15.6, 18.9, 40.5,60.1, 67.5,70.6, 72.8, 82.8. 87.4, 140.0, 148 .2,
152.2, 155.0, 169.1. HRMS Calcd for C17H23N-Os, 452.1535 (M"); Found, 452.1547.
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tg = 10.6 min tg = 18.4 min tg = 15.1 min
Az
- . _ L
(4) 6 :
tg = 23.5 min tg = 37.5 min SC-AMP

tg =13.8 min

—-—'—|—’J b ‘L I =

Supplementary Figure S5. HPLC traces of purified inhibitors using a Supelco LC-18S column,
5 uM, 4.6 x 250 mm. For 1 and 5, Buffer A = 10 mM Ammonium Bicarbonate; Buffer B = Buffer
A with 20% Methanol. Elution used a linear gradient of 0-100% B over 30 min. For 2, 3, SC-

AMP, Buffer = 50 mM potassium phosphate pH 6, 1% acetonitrile in water, isocratic elution. For

4, Buffer A =5 mM NH4OAc; Buffer B = 40% aq. acetonitrile, linear gradient 0-20% B over 45
min.
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Supplementary Figure S6. A) Representative data for HPLC assay using the assay as
described in Materials and Methods. The amount of t°A is measured by integration of peak area
and comparison to a standard curve. B) Time course for HPLC assay with full assay mixture.
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Supplementary Figure S7. A-C: ICs data for inhibition of overall t°A reaction. (A) sulfamate

inhibitor 2; (B) bis-sulfamoylimide inhibitor 3; (C) serine analog SC-AMP.

D, E: ICso data for inhibition of EcTsaC: (D) sulfamate 2; (E) aminosulfonylsulfamate 3.
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Supplementary Figure S8. (A) Inhibition of t°A formation by BK951 in the presence of 0.1 mM
ATP (ICs = 0.4 uM) (triangles) or 5 mM ATP (ICso = 5.6 uM) (circles). (B) Inhibition of t°A
formation by ADP (ICso = 160 uM). (C) Inhibition of t®A formation by AMP (ICso = 113 uM).
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Supplementary Figure S9. (A) Effect of varying TsaE concentration in the full t°A reaction with
TsaBCD concentrations = 0.5 pM. (B) IC50 measurment of BK951 in full reaction with in the
presence of 10 uM TsaE (ICso = 2.5 uM) (C) Full reaction with variable tRNAY® as substrate in
the presence of 10 uM TsaE.
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Supplementary Figure S$10. Binding of fluorescein-3’ labeled tRNAY*yuy to TsaBD followed by
fluorescence anisotropy. 40 nM fluorescent tRNA"Syyy probe has been titrated with increasing
concentrations of TsaBD alone (black dots) or TsaBD supplemented with 50uM of BK951 (red
triangles) giving respective Kp values of 87 £ 11 nM and 112 £ 13 nM.
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Supplementary Figure S11. In vitro activity of (x)-3-hydroxynorvaline ((x)-hNV) with
EcTsaBDE and EcTsaC in the full assay. (A) HPLC trace of reaction with (£)-hNV (B) HPLC
trace of reaction with L-threonine using the same HPLC system for comparison (C) Kinetcs of
full reaction with (z)-hNV (Km = 0.5 mM). The value for K, assumes only the L-isomer is active.
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Supplementary Figure S12. Model of adenine in the active site of TsaD (pink ribbon) bound to
BK951 (carbons in green sticks). Some interacting residues of the surrounding loops are
represented in sticks. Metal site (Zn) is a grey sphere. The incoming adenine N6 nucleophile and
the carbamoyl Carbon are connected by a broken line. The N9 position to which the tRNA is
attached is labeled “9”.
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Supplementary Figure S13. Purification and analysis of EcTsaC:TC-AMP complex. (A) HPLC
analysis of 10 pL aliquot of TC-AMP (100 M) bound to TsaC (130 uM) after purification from E. coli
BL21(DES3). (B) Reaction mixture of TsaC-TCAMP complex, as shown in (C), with 1.5 equiv. (150 pM) of
PPi in the presence of 0.5 mM MgClz in buffer for 30 min on ice. (C) Aliquot of reaction mixture after
Sephadex G-50 spin column purification. Sample contained approximately 1 nmol TsaC by protein assay.
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Supplementary Tables

Table S1. List of oligonucleotides used for site directed mutagenesis of EcTsaD.

Oligo name
EcTsaD-S9Afwd
EcTsaD-S9Arev
EcTsaD-S9Gfwd
EcTsaD-S9Grev
EcTsaD-C10Afwd
EcTsaD-C10Arev
EcTsaD-H111Afwd
EcTsaD-H111Arev
EcTsaD-H115Afwd
EcTsaD-H115Arev
EcTsaD-H139Afwd
EcTsaD-H139Arev
EcTsaD-H139Nfwd
EcTsaD-H139Nrev
EcTsaD-D167Afwd
EcTsaD-D167Arev
EcTsaD-D300Afwd
EcTsaD-D300Arev
EcTsaD-M112Afwd
EcTsaD-M112Arev

Sequence (5’

GTA
GAT
GTA
GAT
CTG
GGC
CcCG
TAA
GTA
CAG
CTG
CAC
CTG
CAC
GCC
CAG
CGT
GGC
GCG
CGC

CTG
GCC
CTG
GCC
GGT
GAT
GCG
CAG
CAC
CAT
CTT
GCT
CTT
GCT
GCC
CAG
CCG
GAT
ATC
TAA

GGT
GGT
GGT
GGT
ATT
GCC
ATC
ATG
CAT
CGG
GTT
GAT
GTT
GAT
GGG
cTT
GAA
CAT
CCT
CAG

- 3’)

ATT
TTC
ATT
TTC
GAA
GGT
CCT
CccC
ATG
CGC
TCC
TAA
TCcC
TAA
GAA
CGC
TTT
CGC
GTA
ATG

GAA
ATC
GAA
ATC
ACT
TTC
GTA
TPC
GAA
TAA
GGC
CTG
GGC
CTG
GCG
GGT
TGT
GCC
CAC
CccC

ACT
GCA
ACT
GCA
TCC
ATC
CAC
CAT
GGG
CAG
GGT
CGT
GGT
CGT
TTT
TTT
ACT
GTT
CAT
TTE

GCC
GGC
GGC
GCC
GCC
GGC
GCG
CGC
GCG
CGC
GCG
CGC
AAT
ATT
GCG
CGC
GCG
CGC
GCG
CGC

ATG

GAT
TTC
GAT
TTEC
GAA
AGT
GAA
TAC
TTA
TTC
CAG
GCC
CAG
GCC
ACC
CGC
GGC
ACA
GGG
GTG

GAA
AAT
GAA
AAT
ACC
TTC
GGG
AGG
GCG
CAT
TTA
GGA
TTA
GGA
GCG
TTC
GCG

CAT
TAC

ACC
ACC
ACC
ACC
GGC
AAT
CAT
GAT
CCG
ATG
ATC
AAC
ATC
AAC
AAG
CccC
ATG
TTC
CTG
AGG

GGC
CAG
GGC
CAG
ATC
ACC
CTG
CGC
ATG
GTG
AGC
AAG
AGC
AAG
CTG
GGC
ATC
CGG
TTA
GAT

ATC
TAC
ATC
TAC
GCC
CAG
TTA
CGG
CTG
TAC
GTG
CAG
GTG
CAG
CTG
GGC
GCC
ACG
GCG
CGC
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11.2. Représentations schématiques du site actif de TsaBD et du domaine Kael de

TobZ en présence de différents substrats.
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Figure 57 Les sites de fixation des différents substrats dans le site actif de TsaD de Samolnella typhirunium (panel
A), de d’Escherichia coli (panel B) et de TobZ de Streptoalloteichus tenebrarius (panel A). Les nucléotides sont
en vert. Les liaisons hydrogénes sont représentées en pointillées, les liaisons de coordination sont représentées
en violet et enfin les interactions de van der Waals sont représentées en demi-cercle hachurés rouge. Les
molécules d’eau sont représentées par des sphéres cyan.
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Figure 58 Alignement multiple des séquences des protéines TsaD de Escherichia coli (ECOLI), de Salmonella
typhirunium (SALTY), de Haemophilus influenzae (HAEIN), de Thermotoga maritima (THEMA), de Bacillus
subtilis (BASCU), de Staphylococcus aureus (STAAU), de Mycobacterium tuberculosis (MYCTU) et de la protéine
TOBZ de Streptoalloteichus tenebrarius (STRSD). Les acides aminés conservés sont surlignés en rouge et ceux
similaires sont écrits en rouge. Les acides aminés coloriés en jaunes sont discutés dans le texte.
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Les structures cristallographiques de TsaBD des bactéries Salmonella typhimurium et
Escherichia coli, ainsi que celle de TobZ de Streptoalloteichus tenebrarius ont été résolues en
présence respectivement d’analogue non hydrolysable de I'’ATP (ATPyS), d’ADP et de
carbamoyle-AMP (Ca-AMP) liées aux sites actifs des protéines. La comparaison des sites actifs
met en évidence que les acides aminés de TsaD impliqués dans la liaison des différents ligands
et ceux du domaine Kael de TobZ impliqués dans la fixation du Ca-AMP sont tres similaires
(figure 57) et de plus, ces acides aminés s’alignent a des positions équivalentes sur I'alignement
multiple de séquence illustré a la figure 58.

Les ions Zn?* et Fe?* sont coordonnés par les histidines (Hi11 - Hi14 et Hiis - Hiis) et les
aspartates (Dsoo - D33s) conservés dans StTsaD et EcTsaD (figures 57 A et B). De fagon similaire
a la fixation de la molécule BK951, I’histidine 139 de TsaD partage une liaison hydrogéne avec
le phosphate y de I’ATPyS.

Egalement, le peptide Si36 - G137 - Gi3g, conservé au sein de la famille TsaD/Kae1/Qri7,
stabilise 'oxygéne du carbamoyle de BK951, du phosphate y de I'ATPyS et du phosphate B de
I’ADP (ce peptide est localisé par une barre violette sur la figure 58). Chez TobZ, le peptide Gi3s
- Qu3s - Giao (retrouvé a une position équivalente dans SmTsaD et EcTsaD) stabilise le
groupement carbamoyle du Ca-AMP (figure 57 C).

En présence d’ATPyS et d’ADP les acides aminés D11 et Ei», conservés chez les
procaryotes, coordonnent des molécules d’eau et un ion Mg?*, qui stabilisent I'oxygéne du
phosphate a (figure 57 A et B). Cette liaison est trés similaire a celle réalisée par une molécule
d’eau, partageant une liaison hydrogéne avec l'aspartate 15 de TobZ, sur I'oxygene du
phosphate a (figure 57 C) (ces acides aminés sont localisés par une barre verte sur la figure 58).
Dans TobZ, les acides aminés His - D15, localisés proche du groupement carbamoyle du Ca-AMP
et de la tobramycine (accepteuse du carbamoyle), sont supposés participer a déprotonation du
groupement 6’ hydroxyle de la molécule tobramycine pour favoriser I'attaque nucléophile sur
le Ca-AMP aboutissant au transfert du groupement carbamoyle sur la molécule de tobramycine
formant le produit nebramycine (Parthier et al., 2012).

La dyade His - D15 de TobZ et D11 - E12 de TsaD se superposent, suggérant une fonction
commune. En revanche, nous n’avons pas pu observer de densité électronique dans le site actif
de TsaD en présence de la molécule BK951 qui aurait pu correspondre a une molécule d’eau ou

d’ion Mg?* en face du phosphate a.
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Figure 59 Superposition de l'intermédiaire TC-AMP (en magenta) (résolue dans la structure de Sua5 de
Sulfolobus tokodaii code PDB 411B) sur I'analogue BK951 (en vert), dans TsaD de la bactérie Escherichia coli. Le
métal Zn%*, sphére grise, coordonne le groupement thréonyle de la molécule BK951. Le métal Mg?*, sphére verte,
coordonne I’oxygéne du phosphate a du TC-AMP dans Sua5. La superposition de I'intermédiaire TC-AMP sur la
molécule BK951 met en évidence une rotation du phosphate a.

La superposition de l'intermédiaire TC-AMP de la structure de Sua5 de Sulfolobus
tokodaii (code PDB 4E1B) sur la molécule BK951 dans TsaD de Escherichia coli (figure 59) met
en évidence une rotation du groupement phosphate a de la molécule BK951 causée,
probablement, par la substitution de I'oxygéne en carbone dans la molécule BK951. Si le
phosphate a était orienté comme dans la molécule de TC-AMP, il pourrait étre coordonné par
des molécules d’eau et par un ion Mg?*, eux méme stabilisés par les résidus D11 et E1; et
orienterait le ligand dans une conformation favorable a I'attaque nucléophile par le N® de I'As7

de I'’ARNt.
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11.3. Conclusion de I’article.

L’étude menée en collaboration avec I'équipe de Charles Lauhon a permis de caractériser pour
la premiere fois les acides aminés impliqués dans la fixation d’un analogue stable de
I'intermédiaire TC-AMP (BK951) au site actif de TsaD. La mutagénése dirigée a permis
d’identifier les acides aminés qui participent a la fixation de la molécule BK951 et ceux qui
participent probablement a la catalyse de la modification t°A. La comparaison avec le site
catalytique de I'enzyme TobZ, permet d’émettre des hypothéses quant au mécanisme
catalytique de la modification t°A.

La boucle SoCDE1; est treés conservée chez les procaryotes, ce qui suggere qu’elle joue
un réle important dans la réaction de transfert t°A, éventuellement dans la déprotonation de
I’adénosine 37 de I’ARNt substrat. Zhang et al ., ont mis en évidence que la substitution du
glutamate 12 en alanine ne possédait plus d’activité t°A et ne fixait plus d’ion Mg?* (code PDB
4WQA) sans toutefois altérer la fixation du nucléotide ATP, suggérant un réle catalytique pour
I'ion Mg?* (Zhang et al., 2015). Cependant, les acides aminés D1 et E1> de TsaD sont substitués
par des acides aminés asparagine et lysine chez les eucaryotes et des acides aminés histidine

et thréonine chez les archées. Le role de cette boucle reste donc a démontrer.

Egalement, I'ordre de fixation des différents substrats n’est pas connu. Comme vu dans
le chapitre précédent, la présence de TsaE n’est pas compatible avec la fixation de I’ARNt
substrat, le complexe TsaBDE pourrait étre un état pré-actif compatible avec la fixation de
I'intermédiaire TC-AMP, comme suggéré par la fixation de I’ATPyS dans le site actif de TsaD en
conformation ouverte (cf. chapitre I). Une étude du complexe ternaire TsaBDE avec |'analogue

BK951 pourrait étre envisagée au sein du laboratoire.

173



174



Chapitre Il

1R Effets de YrdC et de GON7 sur la modification t°A chez ’'Homme.

[11.1. Présentation de 'article « Defects in t®A tRNA modification due to GON7 et
YRDC mutations leads to Galloway-Mowat ».

Les défauts de modifications des ARNt sont impliqués dans différentes pathologies, et ce champ
d’investigations est en pleine expansion. Ces pathologies sont trés souvent liées a des
désordres neuro-développementaux chez 'Homme (Kapur et Ackerman, 2018; Ramos et Fu,
2019). Parmi ces pathologies, le syndrome de Galloway-Mowat (GAMOS) est une maladie
neuro-rénale rare qui se caractérise par des syndromes néphrotiques stéroides résistants
(SNRS), une microcéphalie, ainsi que des défauts neurologiques (Galloway et Mowat, 1968). Le
GAMOS est donc cliniquement hétérogene et présente des origines génétiques diverses. En
effet, de nombreuses mutations GAMOS ont été identifiées sur les ggnes WDR73 et WDR4 (cf.
§ 4.10 page 80), mais également sur les genes codant 4 protéines du complexe KEOPS
humain (OSGEP, TP53RK, TPRKB, LAGE3) (Colin et al., 2014; Edvardson et al., 2017; Braun et al.,
2017, 2018; Wang et al., 2018).

Il a été vu dans l'introduction que la premiére étape de la modification t°A chez les
eucaryotes est assurée par la famille YrdC/Sua5 puis la seconde étape est réalisée par le

complexe KEOPS (El Yacoubi et al., 2009, 2011).

Récemment, l'orthologue de Gon7 de la levure (yGon7) a été identifié chez les
métazoaires. Nommé dans un premier temps C14o0rf142, il a été renommé GON7. yGon7 est
identifiée comme une IDP (intrinsically destructured protein) mais 50% de la protéine se
structure lorsqu’elle est en interaction avec son partenaire Pccl (Zhang et al., 2015). GON7 de
I"'Homme interagit avec LAGE3, formant avec OSGEP, TP53RK et TPRKB un pentamere (Wan et
al., 2017). Malgré le faible taux d’identité de séquence entre yGon7 et GON7 (17 % d’identité
de séquence et 34 % de similitude de séquence), ces deux protéines partagent le méme

partenaire Pcc1/LAGE3 (Wan et al., 2017; Drew et al., 2017).

Dans cette étude, réalisée en collaboration avec I'équipe de Corine Antignac et
Géraldine Mollet de l'institut IMAGINE, de nouvelles mutations sur les genes codant YrdC et
GON?7 ont été identifiées, et leur impact sur la biosynthése de la modification t°A conduisant

au GAMOS a été étudié. De plus, la structure cristallographique du sous-complexe OSGEP-
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LAGE3-GON7 a 1,9 A de résolution est présentée (code PDB 6GWJ). La caractérisation
structurale montre que GON7 acquiert sa structure tridimensionnelle en interaction avec

LAGE3.

Le séquencage de I'exome entier de 11 patients présentant les caractéristiques du
syndrome GAMOS, provenant de 5 familles différentes, a permis d’identifier des mutations sur
les genes YRDC et GON7Y. Le séquengage ainsi que les analyses génétiques et cellulaires ont été
réalisés par I’équipe de Corine Antignac a 'institut IMAGINE.

Deux mutations hétérozygotes sur le gene YRDC au sein d’une famille ont été détectées.
L'une est une mutation faux-sens (C251>T) qui conduit a la traduction de I’acide aminé valine a
la position 84 a la place d’une alanine (AgsV). La seconde est une délétion de 4 paires de base
(721_724del) conduisant a un décalage de lecture et a la traduction d’une valine a la position 241
a la place d’une isoleucine (V241l). Enfin une troisieme famille présente une mutation
homozygote décalante de 3 paires de base (794_796del) conduisant a la délétion de I'acide aminé
leucine a la position 265 (Lesdel). Afin de savoir ou ces diverses mutations sur YrdC se
localisent, un modele in silico tridimensionnel a été réalisé a partir de la structure de son
homologue Sua5 de Sulfolobus tokadaii (code PDB 4EIB, 20% d’identité de séquence entre les
2 protéines). L'intermédiaire TC-AMP et I'ion Mg?* ont été placés par superposition des sites
actifs des deux protéines. La mutation AgsV est localisée proche de I'ion Mg?* qui coordonne le
phosphate a du TC-AMP, alors que les mutations V2a1l et Lassdel sont localisées a I'extrémité C-
terminale de YrdC (figure 1e de l'article, page 183). Ces mutations n’altérent ni I'expression de
la protéine YrdC dans les cellules de podocytes, ni la stabilité de sa structure tridimensionnelle
analysée par des spectres 1D H!-HSQC avec toutefois une dégradation du mutant Va1l (figure
3b de larticle, page 185). Des études de complémentation chez la levure Saccharomyces
cerevisiae, chez qui le gene SUA5 a été invalidé et remplacé par les genes sauvage et mutants
YRDC, ont été réalisées. La croissance optimale des levures (fitness) et le taux de nucléotides
modifiés t°A sur les ARNt substrats sont affectés chez les mutants AgsV et Lygsdel, d’un facteur
1,3 et 1,75 respectivement. Les effets sur le fitness des levures sont plus importants pour le
mutant V41l et aucun nucléotide modifié n’a été détecté sur les ARNt substrats, confirmant la
corrélation entre la synthése de la modification t°A et la croissance des levures (figure 3 de
I'article, page 185). Dans les cellules humaines, tous les mutants de YrdC diminuent

significativement le taux de nucléotides t°A modifiés sur les ARNt substrats, ce qui a pour effet
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d’altérer la prolifération et la synthése des protéines dans les podocytes et d’augmenter

I’'apoptose de ces cellules.

Concernant GON7, 4 familles présentent une mutation homozygote non-sens (C21>A)
qui conduit a l'introduction d’un codon stop a la place de la tyrosine 7. Une cinquieme famille
présente une mutation spontanée différente qui se caractérise par une duplication de
nucléotide (Ciodup) impliquant la tyrosine 7 et conduisant a un décalage de lecture du codon
et un codon stop prématuré. Aucune complémentation dans la levure, chez qui le géne GON7
a été invalidé, par la protéine humaine GON7 n’a pu étre observée. Cette incapacité de GON7
a complémenter yGon7 chez la levure suggere une spécificité d’interaction de GON7 avec
LAGE3 chez 'Homme et de Gon7 avec Pccl chez la levure. L'analyse de ces interfaces sera
développée en partie supplémentaire.

Les deux mutations conduisent a I’'absence de la protéine GON7 dans les cellules. Les
mutants GON7 alterent I'expression des protéines de 66 % dans les cellules (figure 4c de 'article
page 186). Cependant, seule une légere diminution du taux de nucléotides modifiés (figure 3d
de l'article page 185) et un faible impact sur le taux de prolifération et le taux d’apoptose dans
les podocytes sont détectés chez ces mutants (figure 4a-b de 'article page 186). Pour expliquer
le GAMOS des patients possédant les mutations de GON7, la stabilité de LAGE3, son partenaire
direct a été étudiée dans des cellules HEK293T. En absence de GON7, LAGE3 est dégradée de
50 % en 6 heures (figure 6b de I'article page 189). En revanche, la présence de GON7 empéche
la dégradation de la protéine LAGE3. Ce résultat montre que GON7 stabilise LAGE3, son

partenaire direct dans le complexe KEOPS.

L’analyse par RMN 2D H-1>N SOFAST-HMQC de GON7 a révélé que cette protéine ne
possede pas de structure secondaire en solution. Aprés addition de LAGE3 en solution, environ
35 pics du signal H-N*° se décalent ou s’éteignent, confirmant que GON7 interagit avec LAGE3
et acquiert ses structures secondaires. Lors de son interaction avec LAGE3, les signaux HSQC de
35 résidus restent localisés entre 8 et 8,5 ppm, suggérant qu’une partie de GON7 est toujours

désordonnée malgré son interaction avec LAGE3 (c.f. figure supplémentaire 6a, page 201).

Les propriétés structurales en solution de GON7 ont été également étudiées par

diffusion des rayons X aux petits angles couplée a une chromatographie d’exclusion stérique
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(SEC-SAXS), ce qui a permis de confirmer I'absence de structure compacte/globulaire de la
protéine lorsqu’elle est seule en solution. La partie linéaire de la courbe de Guinier (In I(q)
versus g2) indique que GON7 est monodisperse en solution (c.f. figure supplémentaire 6d, page
201). De plus, la représentation selon Kratky confirme que GON7 est désordonnée mais le
plateau d’intensité situé au voisinage de (qRg)?1(q)/1(0)=1,5 suggére la présence d’éléments de
structure secondaires locales et/ou transitoires (c.f. figure 5a page 187). La fonction de Guinier
et la distribution des distances Pr indiquent des rayons de giration Rg proches de 31,8 et 32,4
A respectivement. La masse moléculaire dérivée de lo/c de 14,7 kDa est compatible au poids
moléculaire théorique de GON7 (12,59 kDa) d'une forme monomeérique. La distance maximale
mesurée s’étend jusqu’a 125 A (c.f. figure supplémentaire 6b). L'ensemble de ces données
confirme que I'extension maximale de GON7 est la conséquence d’un état déstructuré et non

d'une oligomérisation.

Rg Guinier (A) Rg Pr (A) Doy Pr(A) | Mw théorique Mw Oligomérisation
(kDa) expérimentale
(kDa)
GON7 31.8+0,4 32,4 £0,2 125 12,59 14,7 1
LAGE3-GON7 35.6 £0,5 38,1+0,8 155 29,05 56,5 2:2
OSGEP- 30,6 0,1 31,410,1 115 62,88 58,5 1:1:1
LAGE3-GON7

Figure 60 Tableau récapitulatif des parameétres structuraux a basse résolution des objets étudiés par SEC-SAXS.

D’autre part, les sous-complexes LAGE3-GON7 (LG) et OSGEP-LAGE3-GON7 (OLG) ont
également été étudiés par SEC-SAXS. Les représentations de Guinier (In I(q) versus g?) sont
linéaires démontrant que les complexes LG et OLG sont monodisperses (cf. figure
supplémentaire 6d, page 201). Leurs rayons de giration suggérent que les complexes OLG et LG
sont plus compacts que GON7 seule (figure 60). Les poids moléculaires mesurés a partir de lo/c
sont compatibles avec les stoechiométries 1 :1 :1 pour OLG et 2 :2 pour LG (figure 60). De plus
les extensions maximales calculées a partir de la fonction de Patterson suggérent une forme
linéaire allongée des complexes et ainsi un enchainement linéaire des sous-unités (c.f. figure
supplémentaire 6b, page 201). En présence de LAGE3 ou de LAGE3 et OSGEP, le Kratky-plot
sans dimension présente des courbes en « cloche » avec un maximum situé en gRg ~ 2 et
(9Rg)%1(q)/1(0)=1,1, confirmant que GON7 se structure au contact de LAGE3 avec toutefois des

éléments flexibles dans les deux complexes (c.f. figure 5a de |'article, page 187). De plus, I’allure
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des courbes, en présence ou en absence de OSGEP, sont similaires, ce qui montre que la sous-
unité OSGEP ne joue pas de réle dans I'acquisition du repliement tridimensionnel de GON7.

La structure cristallographique du sous-complexe OLG a 1,9 A de résolution confirme
toutes ces observations en solution. Les sous-unités forment un complexe linéaire. Dans ce
complexe, 45 % de GON7 adopte une structure bien définie. Cependant aucune densité
électronique n’a permis de modéliser les acides aminés de 51 a 106 de GON7, suggérant qu’ils
restent flexibles. La structure de GON7 est composée de 2 brins B (des acides aminées 1 a 20),
dont le brin B1interagit avec le brin 1 de LAGE3, et en une hélice ai qui interagit avec I’hélice
oz de LAGE3 (figure supplémentaire 14d de l'article, page 209). Les acides aminés 1 a 59 de
LAGE3, prédits comme désordonnés, ne sont pas observés dans la structure de LAGE3. Le
domaine N-terminal de LAGE3 et le domaine C-terminal de GON7 (les régions prédites flexibles
du sous complexe OLG), ont été modélisés et leurs positions optimales ont été trouvées en
ajustant la courbe calculée des modeles possibles avec la courbe expérimentale de SAXS. La
courbe calculée du modeéle final s'ajuste a la courbe expérimentale (x? = 0.33) confirmant que
ces régions sont flexibles en solution (figure 5d de I'article, page 187).

Le mode d’interaction de LG est identique a celui de Pcc1-Gon7 de la levure et les deux
hétérodiméres se superposent avec une déviation faible (RMSD de 1,4 A ; figure 5d de I'article,
page 187). Malgré une faible identité de séquence, la résolution de la structure
tridimensionnelle de GON7 en complexe avec LAGE3 et OSGEP révele donc une structure tres
similaire a celle qu’acquiere Gon7 en complexe avec Pccl chez la levure. Cette forte similitude
structurale confirme que ces deux protéines, majoritairement déstructurées seules en solution,
des homologues structuraux en interaction avec leurs partenaires LAGE3/Pccl, comme
initialement prédit par I'équipe de Sicheri (Wan et al.,, 2017). En revanche, la différence des

séquences suggere une grande distance évolutive de ces genes.
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Né-threonyl-carbamoylation of adenosine 37 of ANN-type tRNAs (t6A) is a universal mod-
ification essential for translational accuracy and efficiency. The téA pathway uses two
sequentially acting enzymes, YRDC and OSGEP, the latter being a subunit of the multiprotein
KEOPS complex. We recently identified mutations in genes encoding four out of the five
KEOPS subunits in children with Galloway-Mowat syndrome (GAMOS), a clinically hetero-
geneous autosomal recessive disease characterized by early-onset steroid-resistant
nephrotic syndrome and microcephaly. Here we show that mutations in YRDC cause an
extremely severe form of GAMOS whereas mutations in GON7, encoding the fifth KEOPS
subunit, lead to a milder form of the disease. The crystal structure of the GON7/LAGE3/
OSGEP subcomplex shows that the intrinsically disordered GON7 protein becomes partially
structured upon binding to LAGE3. The structure and cellular characterization of
GON?7 suggest its involvement in the cellular stability and quaternary arrangement of the
KEOPS complex.
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ARTICLE

ransfer RNAs (tRNA) are subject to multiple post-

transcriptional modifications that are important for the

stabilization of their ternary structure and the precision of
the decoding process!. The majority of the complex modifications
are concentrated in the anticodon region of the tRNAs and are
crucial for accuracy of protein synthesis. The threonylcarba-
moylation of the N° nitrogen of the adenosine at position 37
(t°A) of most ANN-accepting tRNAs represents one of the very
few nucleotide modifications that exists in every domain of life2>.
The t9A biosynthesis pathway consists of two steps: firstly, the
YRDC enzyme (Sua5 in vyeast) synthesizes an unstable
threonylcarbamoyl-AMP intermediate (TC-AMP) and in a sec-
ond step, the KEOPS protein complex transfers the TC-moiety
from TC-AMP onto the tRNA substrate*. Enzymes that synthe-
size TC-AMP exist in two versions depending on the organism: a
short form which only has the YrdC domain (such as human
YRDC) and a long form which has an extra Sua5 domain (yeast
SUAS for instance). The eukaryotic KEOPS complex contains five
subunits GON7/LAGE3/OSGEP/TP53RK/TPRKB  that are
arranged linearly in that order>-8. OSGEP is the catalytic subunit
that carries out the TC-transfer reaction and its orthologs are
present in virtually all sequenced genomes®. The other subunits
are essential for the t®A modification of tRNA, but their precise
roles are as yet unknown, especially that of GON7, an intrinsically
disordered protein (IDP), which was only recently identified in
humans®’. Fungal Gon7 was shown to be an IDP that adopts a
well-defined structure covering 50% of its sequence upon com-
plex formation with Pccl (LAGE3 homolog)$. In humans, GON7
was recently shown to be also structurally disordered in absence
of the other KEOPS complex subunits. GON7 was proposed to be
a very remote homolog of the yeast Gon7 protein although its
structure upon complex formation remains unknown®”’.

tRNA modifications have been demonstrated to play a role in
the development of the brain and nervous system, and an
increasing number of defects in these modifications are now being
linked to various human neurodevelopmental disorders!®. We
recently identified autosomal recessive mutations in genes
encoding four of the five subunits of human KEOPS complex,
namely LAGE3, OSGEP, TP53RK, and TPRKB in patients with
Galloway-Mowat syndrome (GAMOS, OMIM#251300). GAMOS
is a rare neuro-renal disorder characterized by the co-occurrence
of steroid-resistant nephrotic syndrome (SRNS) with micro-
cephaly and neurological impairment!!l. GAMOS is clinically
heterogeneous, reflecting a genetic heterogeneity. Indeed, disease-
causing mutations have been identified in eight genes to date: four
in KEOPS genes and four in other unrelated genes, WDR73,
WDR4, NUPI133, and NUPIO7 (refs. 12-17). SRNS is typically
detected in the first months of life and most often rapidly pro-
gresses to end-stage renal disease (ESRD) within a few months;
however, there are rarer cases with preserved renal function in
adulthood!8. Kidney lesions range from minimal change disease,
to focal segmental glomerulosclerosis (FSGS) that might be of the
collapsing type, or diffuse mesangial sclerosis (DMS). Cerebral
imaging findings include cerebral and cerebellar atrophy, and
gyration and/or myelination defects. These anomalies are asso-
ciated with neurological deficits such as psychomotor impairment,
hypotonia, seizures, and more rarely sensorineural blindness and
deafness. Affected children may also present with facial and/or
skeletal dysmorphic features. The prognosis of GAMOS is poor,
and most affected children die before 6 years of age.

Here we present 14 GAMOS-affected individuals from seven
families, with mutations in GON7 (alias C140rfI42) and YRDC,
both genes encoding proteins involved in the biosynthesis of the
t®A modification. These data, together with our previous work,
show that mutations in genes encoding all the proteins involved
in the two chemical steps of t6A lead to GAMOS. Furthermore,

we determine the crystal structure of the GON7/LAGE3/OSGEP
KEOPS subcomplex showing that GON7 becomes structured
upon binding to LAGE3. The structure also explains our obser-
vations that GON7 stabilizes the remainder of the KEOPS com-
plex and directs its quaternary organization.

Results

Identification of GON7 and YRDC mutations in GAMOS
patients. Through whole-exome sequencing in individuals with
GAMOS, we identified mutations in the GON7 gene in 11
affected individuals from 5 unrelated families and in the YRDC
gene in 3 affected individuals from 2 unrelated families (Fig. 1la-d
and Supplementary Table 1). Four of the families with GON7
mutations (Families A to D) carried the same homozygous
nonsense mutation (c.21 C>A, p.Tyr7*) which causes a stop
codon at position 7 of the protein. These families, all originating
from the same region of Algeria, shared a common haplotype at
the GON7 locus indicating a founder effect (Supplementary Table
2). The affected individual of the fifth family (Family E) carried a
different mutation involving the same residue at position 7 and
leading to a frameshift (c.19dup, p.Tyr7Leufs*16). Both GON7
mutations are predicted to lead to the absence of protein
expression and, as expected, no protein was detected in cells
available from the affected individuals from family A, B, and C
(Supplementary Fig. 1a, ¢). Two compound heterozygous YRDC
mutations were identified in Family F: a missense mutation (c.251
C>T, p.Ala84Val) and a 4-base pair deletion leading to a fra-
meshift (c.721_724del, p.Val2411lefs*72). In Family G, we iden-
tified a homozygous in-frame deletion of Leucine 265 (¢.794_796
del, p.Leu265del). For both families, western blot and qPCR
analysis on cell extracts from affected children showed the pre-
sence of YRDC transcripts and proteins (Supplementary Fig. 1b,
d). To make a prediction of the effect of the YRDC mutations on
the protein, we created a three-dimensional (3D) structural model
of human YRDC using the structure of the YRDC domain of the
archaeal Sua5 (PDB 4E1B, 20% sequence identity'®) and mapped
these mutations onto this in silico model (Fig. 1e). Structures of
YRDC domains are very well conserved and sequence alignment
shows that the human YRDC only has minor insertions/deletions
compared to Sua5 (Supplementary Fig. 2). The replacement of
Ala84, located in a hydrophobic region between a -sheet and a
connecting a-helix, by the larger amino acid valine might perturb
optimal packing and destabilize the structure of the protein. The
YRDC Leu265del mutation affects a highly conserved amino acid
and creates a deletion in a C-terminal peptide that hangs over the
active site and could have a role in enzyme activity.

Early-onset proteinuria was observed in all affected children,
with first detection ranging from between birth and 5 years. All
but three children reached ESRD between 1.5 months and 6 years
of age. All individuals carrying YRDC mutations presented with
congenital or infantile SRNS detected from between birth and
4 months of age and died early, whereas most of the individuals
carrying GON7 mutations were alive at last follow-up, with either
a functioning graft or with normal renal function despite a mild
to heavy proteinuria (Supplementary Table 1). Kidney biopsies,
when available, typically displayed FSGS (Families A, C, and E) or
DMS (Families B, F, and G) (Fig. 2a-d). In addition to
developmental delay, primary microcephaly was present in the
two affected children of one family with YRDC mutations,
whereas the affected child in the second YRDC family and all
GON7-mutated individuals presented with post-natal microce-
phaly. Brain magnetic resonance imaging revealed a spectrum of
cerebellar and cortical hypoplasia or atrophy with thin corpus
callosum and ventricular dilation, myelination delay, and in one
case a simplified gyral pattern (Individual G.II-2) (Fig. 2e-n,
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Fig. 1 |dentification of mutations in GON7 and YRDC in patients with Galloway-Mowat syndrome. a, ¢ Pedigrees of families with mutations in GON7 (a) and
in YRDC (c). Affected individuals are in black. b, d Organization of exons of human GON7 and YRDC cDNAs. Positions of start and stop codons are
indicated. Arrows indicate positions of the identified mutations. Lower panels show the sequencing traces for affected individuals with identified mutated
nucleotide indicated with a red square (Hom: homozygous; het, heterozygous). e Representation of a 3D model of human YRDC, bound to the reaction
product threonylcarbamoyl-adenylate, in sticks. The model was constructed using the crystal structure of Sulfolobus tokodaii Sua5 (PDB code 4E1B). The
side chains of the three mutated residues are in black sticks. The green sphere represents an Mg2+ ion

Supplementary Fig. 3). Extra-renal features included facial
dysmorphy, arachnodactyly, hiatal hernia with gastro-
esophageal reflux, congenital hypothyroidism (solely in the
YRDC cases), and myoclonia. This clinical picture is highly
reminiscent of that observed in GAMOS-affected individuals with

NATURE COMMUNICAT

mutations in LAGE3, OSGEP, TP53RK, and TPRKB!3. However,
individuals with GON7 mutations presented with milder
neurological and renal manifestations, always with post-natal
microcephaly and no gyration defects, later onset of proteinuria
(median age 18 months vs. 1) and slower progression to ESRD
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Individual A.1I-3 Individual B.1I-4

Individual G.II-2
at 1 month

Fig. 2 Kidney pathology analysis and neuroimaging. Light and transmission electron microscopy (TEM) of kidney sections of patients with GON7 (a, b) or
YRDC mutations (¢, d). a Individual A.ll-3 displays a retracted glomerulus with a focal segmental glomerulosclerosis lesion at the vascular pole (black
arrow) and tubular dilations (black star) (PAS; x200 magnification). b Individual B.II-4 displays diffuse mesangial sclerosis with tiny, retracted and
sclerosed glomeruli (black arrow) with dilated tubes surrounded by flat epithelial cells (black star) and interstitial fibrosis (H&E; x400 magnification).
c Individual F.II-1 displays a marked glomerular tuft collapsing (arrowhead) surrounded by a layer of enlarged and vacuolized podocytes (black arrows)
(PAS stain; x400 magnification, scale bar, 10 um). d TEM of individual G.1I-1 shows diffuse foot process effacement (FPE; black arrow), a classical hallmark
of nephrotic syndrome, along a glomerular basement membrane (GBM) with abnormal folded and laminated segments (yellow stars), alternating with
others with normal appearance. P podocyte, RBC red blood cell. Scale bar, 2 um. Brain MRI of patients with GON7 (e, f) and YRDC mutations (i-n). e, f Brain
MRI abnormalities in individual B.II-4 at 5 years. Sagittal T1-weighted image (e) shows important cortical subtentorial atrophy as well as corpus callosal
(arrow) and cerebellar atrophy (arrowhead). The axial T2-weighted image (f) shows abnormal myelination and ventricular dilatation (red arrow). g, h Brain
MRI of a 5-year old control showing sagittal T1 (g) and axial T2 (h) weighted images. i-1 Brain MRI abnormalities in individual F.lI-1 at 5 months (i, j) and
11 months (k, I). Sagittal T2-weighted image shows normal pattern at 5 months (i) evolving to a progressive major cerebellar (arrowhead) and cortical
atrophy with a very thin corpus callosum (arrow) at 11 months (k). The axial T2-weighted image is normal at 5 months (j) but shows a very marked
abnormality of myelination and cortical atrophy (red arrow) at 11 months (I). m, n Brain MRI abnormalities in individual G.II-2 at 1 month. Sagittal T2
(m) and axial T2 (n) weighted images show gyral anomalies with marked frontal gyral simplification (red arrow) and myelination delay

(median age 49 months in 8/11 children vs. 5 months in 3/3
children), and a longer survival compared to the YRDC cases.

somewhat similar complementation was observed for the p.
Ala84Val and p.Leu265del mutants, the p.Val2411lefs*72 mutant
was notably unable to improve the poor growth of the Asua5
strain (Fig. 3a). All YRDC proteins were efficiently expressed in

Impact of YRDC and GON7 mutations on tSA biosynthesis. To  Asua5 strain, except the p.Val2411lefs*72 mutant that was barely

assess the pathogenicity of YRDC mutations, we first used a yeast
heterologous expression and complementation assay as pre-
viously performed for OSGEP mutations identified in GAMOS
individuals'3. Indeed, the deletion of SUAS5, the YRDC ortholog in
S. cerevisiae leads to a very severe growth defect, similarly to the
deletion of each of the genes encoding the five KEOPS sub-
units>»020.21. We therefore heterologously expressed the human
YRDC cDNAs encoding wild-type (WT) and mutant proteins
in the Asua5 strain to evaluate their ability to rescue the slow
growth phenotype. Since the catalytic activity of YRDC does not
require protein partners, the WT YRDC protein efficiently
complemented the Asua5 growth defect (Fig. 3a). Although a

detectable by western blot, suggesting that it is likely being
degraded by an intracellular proteolytic machinery (Fig. 3b).
Using mass spectrometry, we then analyzed the t°A content of
these transformed Asua5 yeast strains. As expected, since Sua5 is
the only enzyme in yeast that generates TC-AMP, the Asua5
mutant was unable to synthetize t°A, whereas the WT YRDC
expressing strain exhibited t°A levels comparable with those
measured for WT Sua5 (Fig. 3c). The p.Ala84Val and p.Leu265del
mutants showed a slight, but significant decrease in t°A levels. In
contrast, like in the Asua5 strain, no trace of t°A modification
could be detected in the p.Val2411Ilefs*72 mutant (Fig. 3c). In line
with the results of the growth complementation assay, there was a
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Fig. 3 Effects of YRDC and GON7 mutations on t®A biosynthesis. a Evaluation of fitness of Asua5 yeast strains expressing human YRDC variants (spots are
from 10-fold serial dilutions of cell suspensions at ODgoonm = 0.5, and three independent clones were evaluated) and b western blot analysis on total
protein extracts from Asua5 yeast cells expressing human YRDC variants using anti-hYRDC antibody. ¢, d Mass spectrometry (LC-MS/MS) quantification
of t8A modification in total tRNAs extracted from Asua5 yeast cells expressing human YRDC variants (c) (mean +s.e.m. of two independent LC-MS/MS
experiments (technical replicates), each measuring samples from three independent yeast transformants; one-way ANOVA (F (5,28) =269.4, p<
0.0001), Dunnett's multiple comparisons test, ***p = 0.0008, ****p < 0.0001) and from cultured primary skin fibroblasts from controls (two unaffected
individuals) and affected individuals with either the p.Tyr7* GON7 mutation (two individuals), or the YRDC mutations (three individuals) or with the p.
Arg352GIn OSGEP mutation in the homozygous state (individual «CP» described in Braun et al.13) (d) (mean +s.e.m. of two independent LC-MS/MS
experiments (technical replicates), each measuring samples from three independent cell culture experiments; one-way ANOVA (F (3,44) = 6.446, p<

0.007), Dunnett's multiple comparisons test, n.s. = 0.4894, *p = 0.0169, ***p = 0.008). Source data are provided as a Source Data file

direct correlation between cell fitness and t°A content. This
allowed us to classify YRDC mutations into hypomorphic
(encoding p.Ala84Val and p.Leu265del) and amorphic (encoding
p-Val2411lefs*72) alleles, as has been previously shown for OSGEP
mutations!3. A similar approach could not be applied for GON7
mutations since GON7 failed to complement the growth defect of
the Agon7 yeast strain (see ref. 7 and our data). We therefore
measured the t°A content in fibroblasts from two individuals with
the p.Tyr7* GON7 mutation, three individuals with YRDC
mutations and one individual with the p.Arg325GIn OSGEP
mutation. The t°A levels were significantly decreased in both
YRDC- and OSGEP-mutated fibroblasts, and to a lesser extent in
GON7-mutated fibroblasts (Fig. 3d) confirming the impact of
these mutations on t°A biosynthesis in affected individuals. In
addition, we demonstrated that, similarly to individuals with
OSGEP or TP53RK mutations!3, telomere length was not affected
in individuals with YRDC and GON7 mutations (Supplementary
Fig. 4). This confirms that contrary to what has been demon-
strated in yeast, human YRDC, and KEOPS complex are not
involved in telomere maintenance in human cells?2-24,

In vitro characterization of WT and mutants YRDC. To
compare the stability and structure of the WT YRDC with those
of the p.Ala84Val and p.Leu265del mutants, we expressed and

purified these proteins in an E. coli expression system (Supple-
mentary Table 3). The three proteins could be purified but
we noticed that both mutants were less stable and less soluble
compared to the WT (Supplementary Methods). To probe the
proper folding of the YRDC WT and mutants, we collect 1D 1H-
NMR spectra (Supplementary Fig. 5a). All the spectra displayed
well-dispersed signals for amide protons as well as several signals
at chemical shifts lower than 0.8 ppm that are typical of methyl
groups in the hydrophobic core of proteins, suggesting the WT
and mutants were well folded. To compare their enzymatic
properties, we measured their TC-AMP synthesizing activities
in vitro by quantifying the pyrophosphate reaction product. The
p-Ala84Val and p.Leu265del mutants have lost about 75% and
30% of their activities respectively compared to WT (Supple-
mentary Fig. 5b). The activities of these mutants are compatible
with their hypomorphic nature, as suggested by the results of the
yeast Asua5 complementation experiments (Fig. 3a).

Proliferation, apoptosis, and protein synthesis defects. We have
previously shown that transient gene expression knockdown (KD)
of human KEOPS components OSGEP, TP53RK, and TPRKB leads
to perturbations of various cellular processes including prolifera-
tion and apoptosis!3. Similarly here, we transiently depleted the
expression of GON7 and YRDC, as well as LAGE3 and OSGEP as
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Fig. 4 Proliferation, apoptosis, and protein synthesis defects upon GON7 and YRDC knockdown. Transient knockdown (KD) of GON7, LAGE3, YRDC, and
OSGEP was performed by lentiviral transduction of shRNA in immortalized human podocyte cell lines with a scrambled (non-targeting) shRNA as control. a
Cell proliferation was assessed using a colorimetric MTT assay over 7 days, measuring absorbance at 490 nm at days 1, 2, 3, 4, and 7 (mean £ s.e.m. of n =
5 experiments, with each experiment performed in triplicate; two-way ANOVA (p < 0.0001), Dunnett's multiple comparisons test, n.s.=0.2031, ***p <
0.0007, ****p <0.0001). b Cell apoptosis was evaluated by quantification of caspase 3/7 activation on the basis of fluorescence intensity (530/405 nm).
Absolute values were normalized to DAPI fluorescence intensity as an internal control and compared to non-targeting shRNA-treated control cells
(scrambled) (mean + s.e.m. of n = 3 experiments with each experiment performed in triplicate; one-way ANOVA (F (4,10) = 21.42, p < 0.0001), Dunnett's
multiple comparisons test, n.s. = 0.0556, **p = 0.0012, ****p < 0.0001). ¢ Protein biosynthesis rates were assessed on the basis of incorporation of HPG,
an alkyne-containing methionine analog. After 2 h, alkyne-containing proteins were quantified on the basis of fluorescence intensity (485/535 nm).
Absolute values were normalized to DAPI fluorescence intensity as an internal control and compared to control cells (mean * s.e.m. of n= 3 experiments,
with each experiment performed in triplicate, one-way ANOVA (F (4,10) =16.36, p=0.0002), Dunnett's multiple comparisons test, **p = 0.0035, ****p <
0.0003). d Relative expression of GON7, YRDC, LAGE3, and OSGEP transcripts were normalized to that of HPRT in KD podocytes compared to non-
targeting shRNA control treated cells (mean = s.e.m. of n=5 experiments, with each experiment being performed in triplicate; two-tailed Mann-Whitney

test, **p < 0.05). Source data are provided as a Source Data file

positive controls, in an immortalized human podocyte cell line?>.
We then demonstrated using a colorimetric cell proliferation assay
that diminished expression of all four of these genes decreased cell
proliferation, with the strongest decrease being observed in LAGE3
KD podocytes (Fig. 4a). Despite efficient GON7 KD, cells exhibited
only a slight decrease in cell proliferation compared to cells treated
with the control scrambled shRNA (Fig. 4a, d). The impairment of
cell proliferation in YRDC and OSGEP KD cells was less marked
than in LAGE3 KD cells, which could be explained by a less effi-
cient gene silencing (Fig. 4d). By measuring Caspase-3/7 activity,
we next demonstrated that apoptosis was inversely related to
proliferation with LAGE3 KD podocytes displaying the highest rate
of apoptosis (Fig. 4b). Since loss of t°A modification impacts global
translation in yeast?®, we also quantified the newly synthetized
protein levels, which were decreased in all KD cells (Fig. 4c), even
in GON7 KD podocytes where proliferation and apoptosis rates
were not drastically affected (Fig. 4a, b). Altogether, these results
reinforce our previous findings for the other KEOPS subunits,
OSGEP, TP53RK, and TPRBK, and confirm that mutations which
alter t°A biosynthesis in human cells have an impact on cell sur-
vival through decreased proliferation and protein synthesis, ulti-
mately leading to apoptosis.

Structure of the human GON7/LAGE3/OSGEP subcomplex. To
better understand the role of human GON7 and how its loss of

6
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function could be connected with GAMOS, we set out to deter-
mine its structure and to establish how it interacts with the other
KEOPS subunits. We had either crystal structures (TPRKB) or
good quality 3D models (LAGE3, OSGEP, TP53RK) for all of the
KEOPS subunits at our disposal, except for GON7 (ref. ©). Based
on very weak sequence similarity, it was proposed, that GON7 is a
remote homolog of yeast Gon7 (ref. 7). We first investigated the
structure of GON7 in solution by collecting a 2D 'H-1°N Band-
Selective Optimized Flip Angle Short Transient Heteronuclear
Multiple-Quantum Correlation (SOFAST-HMQC) NMR spec-
trum of a 1N-labeled GON7 sample. The poor spectral disper-
sion in the 'H dimension of the 2D correlation spectrum showed
that GON7 lacks well-defined structure, confirming the conclu-
sions of Wan et al.”. Adding non-labeled LAGE3 to the sample,
caused the shift and/or disappearance for many crosspeaks,
suggesting GON7 interacts with LAGE3 (Supplementary Fig. 6a).
We further characterized the conformation of GON7 in solution
by small-angle X-ray scattering (SAXS) measurements. By
representing the scattering data as a dimensionless Kratky plot
(qRg2 x I,/T, versus qR,), one can assess qualitative information
on the degree of compactness of the scattering object?’. The
plateau observed for GON7 is characteristic of a fully disordered
protein, possibly with very short elements of secondary structure
(Fig. 5a), confirming our NMR data (Supplementary Fig. 6a). We
then purified the recombinant GON7/LAGE3/OSGEP complex
and analyzed its behavior in solution by SAXS. Our SAXS data
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Fig. 5 Structure of the GON7/LAGE3/OSGEP complex. a Normalized Kratky plot of intensity scattering of GON7 (orange) and of the GON7/LAGE3
(green) and GON7/LAGE3/OSGEP complexes (red). g: scattering vector, R, radius of gyration, I;: scattering intensity, lo: scattering intensity at zero angle.
b Experimental x-ray scattering curve of the GON7/LAGE3/OSGEP complex (red). The blue curve represents the calculated scattering curve for the
corresponding crystal structure of the complex. This yielded a good fit with the experimental data (y* = 0.33). The inset shows the BUNCH model. ¢

Representation of the crystal structure of the GON7/LAGE3/OSGEP complex:
are labeled. The crystal lacked density for GON7 beyond residue 50. The active

GONZ7 (gold), LAGE3 (blue), OSGEP (red). The N and C-termini of GON7
site of OSGEP is highlighted by the Mg2+ ion (green). d Superimposition of

the yeast Gon7/Pccl complex (gray) onto GON7/LAGE3/OSGEP. GON7/LAGE3/OSGEP (same color code as in panel ¢)

established that the complex has a 1:1:1 stoichiometry in solution
(Fig. 5b, Supplementary Table 4). In contrast with GON7, the
dimensionless Kratky plot for GON7/LAGE3/OSGEP shows a
bell-shaped curve with a maximum for gR;~2 (Fig. 5a). This
shape suggests that the complex is mainly compact, but that
disordered regions are still present. In addition, the comparison
of the distance distribution functions of GON7/LAGE3/OSGEP
and GON?7 shows that the latter alone is more extended than the
complex (Supplementary Fig. 6b). In full agreement, the 1°N
SOFAST-HMQC NMR spectrum of the complex reveals that
about 35 amino-acid residues of GON7 remains flexible and
disordered in the complex whereas ~35 crosspeaks vanished upon
complex formation. These latter crosspeaks likely correspond to
amino-acid residues engaged in the interaction with LAGE3 and
thus experiencing extensive line-broadening due to the large
molecular size of the complex. We therefore deduced that GON7
is becoming partially ordered upon complex formation with
LAGE3/OSGEP and set out to determine its structure by X-ray
crystallography. We obtained 1.9 A resolution diffraction data of
the GON7/LAGE3/OSGEP complex (Fig. 5¢, d, Supplementary
Table 5). The structure could be solved by molecular replacement
using our 3D models of OSGEP and LAGE3 (refs. $13:23). LAGE3
contains 60 residues at the N-terminus that are absent in the Pccl
orthologs from yeast and archaea and that are predicted to be
disordered. We did not observe any electron density for this N-
terminal peptide, confirming this region indeed lacks a stable
structure. We cannot exclude however that partial proteolysis
removed this peptide during the long crystallization process.
LAGES3 is at the center of the complex, binding on one side to
OSGEP and on the other to GON7, which does not directly
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interact with OSGEP (Fig. 5¢). The structures of the LAGE3 and
OSGEP subunits are very similar to their archaeal/fungal Pccl
and Kael orthologs respectively. The two helices of LAGE3
associate with the N-terminal helices of OSGEP into a helical
bundle. Only 45% of the GON7 sequence adopts a well-defined
structure upon binding to LAGE3, confirming our SAXS- and
NMR-based conclusions (Fig. 5a, Supplementary Fig. 6a-d). The
N-terminal peptide of GON7 forms a B-hairpin between Metl
and Ser20 and the region between Gly25 and Pro50 forms a helix
that lies parallel against the p-hairpin (Supplementary Fig. 7).
Electron density for GON7 was absent for residues 21 to 24 and
for the region beyond position 50. The C-terminal half of GON7
is highly enriched in acidic and sparse in hydrophobic amino
acids and predicted to be unfolded. Despite their very weak
sequence similarity (19% identity, 34% similarity), the structures
of human GON7 and yeast Gon7 are almost identical (RMSD =
141 A for 45 Ca positions; yeast Gon7 PDB entry: 4WXA)
(Fig. 5d, Supplementary Fig. 7). The B-hairpin of GON7 aligns
with the B-sheet of LAGE3 to form a continuous five stranded
anti-paralle]l sheet. The helix of GON7 packs in an anti-parallel
orientation against the C-terminal helix of LAGE3. The complex
is stabilized mainly by the hydrophobic packing of side chains
emanating from B1 and al of GON7 and a2 and 1 of LAGE3.
The association mode between GON7 and LAGES3 is very similar
to that of the yeast Pccl/Gon7 complex, illustrated by their
superposition (RMSD = 1.4 A; Fig. 5d). Structure based sequence
alignment between human GON7 and yeast Gon7 shows that
only 6 out of 45 ordered residues (12%) are conserved (Supple-
mentary Fig. 7). Compared to human GON7, yeast Gon7 is
longer by about 20 residues that were disordered in its structure.
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The experimental SAXS curve of the GON7/LAGE3/OSGEP
complex in solution is in excellent agreement (x> = 0.33) with the
scattering curve calculated on the all-atom model built using the
program BUNCH from the crystal structure (see Methods)
(Fig. 5b). We therefore conclude that, although sharing very low
sequence homology, human GON7 and yeast Gon7 are homologs
that interact identically with their respective partners (LAGES3,
Pccl) in the human and yeast KEOPS complex.

Role of human GON7 in KEOPS complex stability in vivo. We
further explored the deleterious cellular effects of the GAMOS-
associated GON7 mutations. We first confirmed by mass spec-
trometry analysis that in a human podocyte cell line stably
overexpressing either 2HA-tagged GON7 or V5-tagged LAGE3,
the four additional KEOPS subunits significantly co-purified with
GON7 or LAGE3, respectively, thus confirming that a five-
subunit KEOPS complex is present in these renal glomerular cells
(Supplementary Fig. 8a). We have previously demonstrated that
the majority of GAMOS-associated mutations in genes encoding
KEOPS complex components do not affect the intermolecular
interactions between the LAGE3/OSGEP/TP53RK/TPRKB sub-
units'3. In order to check whether mutations in LAGE3 affected
GON?7 binding, we co-expressed 2HA-tagged GON7 with WT or
mutant V5-tagged LAGE3 in HEK293T cells. Our co-
immunoprecipitation experiments demonstrated that the
LAGE3 mutations found in GAMOS individuals do not prevent
binding to GON7 (Supplementary Fig. 8b). Intriguingly, however,
we noticed that co-expression of GON7 with LAGE3 in
HEK293T cells led to an increased expression level of GON7, and
to a lesser extent of LAGE3, suggesting that the interaction sta-
bilizes both proteins (Fig. 6a). We therefore studied the stability
of GON7 and LAGE3 in a time-course experiment using cyclo-
heximide, an inhibitor of protein biosynthesis, in HEK293T cells
transiently expressing either 2HA-GON?7 or V5-LAGE3 alone or
co-expressing both tagged-proteins. When expressed alone,
GON7 and LAGE3 protein levels decreased, suggesting both
proteins may be unstable in absence of their partner. This is
particularly obvious for GON7 whose protein level decreased by
half within an hour following cycloheximide addition (Fig. 6b,
Supplementary Fig. 9). On the contrary, when co-expressed, we
observed an increase of both GON7 and LAGE3 protein levels
reflecting an increase in their stability. We wondered whether the
absence of GON7 also impacts the stability of the whole KEOPS
complex and indeed, we were able to demonstrate that the protein
levels of the four KEOPS subunits were decreased in cells of
individuals mutated for GON7, whereas they were not affected in
cells of individuals with OSGEP or WDR73 mutations, the latter
being also responsible for a specific subset of GAMOS cases not
linked to a t°A biosynthesis defect!> (Fig. 6¢c, Supplementary
Fig. 10a). In addition, we demonstrated that this protein level
decrease was not due to transcriptional regulation (Supplemen-
tary Fig. 10b). Altogether, these results suggest that the absence of
GONT7 affects KEOPS stability resulting in a decreased expression
level of the four other subunits, which might impact tOA levels.

Discussion

In this study, we identified mutations in two genes encoding
proteins involved in t°A biosynthesis in GAMOS patients: YRDC
encoding the enzyme that synthesizes the TC-AMP intermediate
used by the KEOPS complex and GON7 encoding the fifth sub-
unit of the KEOPS complex. Functional analysis of these specific
mutations has revealed that they directly impact t°A modification
(YRDC) and/or affect the stability of the KEOPS complex
(GON?). These results complement our previous findings and

establish that mutations in all the genes involved in this pathway
lead to GAMOS.

All individuals bearing GON7 or YRDC mutations present with
the clinical features of GAMOS, similarly to the individuals
previously reported to have mutations in the genes encoding the
four other KEOPS subunits. In addition, we have expanded the
GAMOS phenotype spectrum by describing congenital hypo-
thyroidism to be associated with YRDC mutations. Although the
two GON7 mutations encode truncated non-functional proteins,
we noticed that they unexpectedly result in a less severe clinical
outcome compared to that of individuals affected by mutations in
other KEOPS subunit genes or in YRDC, for which biallelic null
mutations were not found. This suggests that the absence of
GONT7 has less severe consequences for cell life compared to the
other components of the t°A biosynthesis pathway, where four
out of six are encoded by genes considered to be essential?$. This
less severe clinical outcome correlates with our data showing that
GONT7 loss of function and depletion in fibroblasts and podo-
cytes, respectively, have globally a weaker effect on t°A levels,
proliferation, apoptosis, and protein synthesis compared to that
of other KEOPS subunits and YRDC mutations or depletion.
However, although our data have confirmed that GON7 is a
functional homolog of Gon7, the effect of their absence in human
and yeast, respectively, is markedly different since in the absence
of Gon7, the yeast KEOPS complex has only very low t°A activity
and cell growth is dramatically affected®. Altogether, our data in
humans suggest that GON7 is not as essential in humans as in
yeast for t°A biosynthesis.

Our biochemical and structural data provide a molecular fra-
mework to understand the pathophysiological effects of the
GAMOS-associated mutations. The structure of the GON7/
LAGE3/OSGEP complex shows that GON7 is bound exclusively
to the non-catalytic LAGE3 subunit, distant from the catalytic
center of OSGEP. It has been shown in vitro that the intact
human KEOPS complex has a 1:1:1:1:1 stoichiometry, in contrast
with the complex lacking GON7 which has a 2:2:2:2 stoichio-
metry’. The latter stoichiometry has also been observed for the
archaeal KEOPS complex, for which no fifth subunit similar to
Gon7 has yet been discovered. The Pccl subunit constitutes the
dimerization unit of archaeal KEOPS?° and this is also very likely
the case for the LAGE3 subunit of human KEOPS in absence of
GON7 (ref. 7). In line with these results, our structure of the
GON7/LAGE3/OSGEP complex shows that GON7 competes
with LAGE3 for dimerization, explaining the different stoichio-
metries of the KEOPS complex observed in the absence or pre-
sence of GON7. Indeed, GON7 covers a large hydrophobic
surface of LAGE3 (Supplementary Fig. 11), which is very likely
occupied by another LAGE3 subunit in the context of a homo-
meric dimer, as observed in the structure of Pccl dimer?®. The
exposure of this hydrophobic surface due to the absence of GON7
in the GAMOS patients may affect the solubility and activity of
the KEOPS complex, and indeed, our data from experiments on
cell lines further indicate that GON7 contributes to the stability of
the KEOPS complex and/or to the maintenance of the correct
(catalytically active) quaternary structure as evidenced by the
decrease in KEOPS subunits protein levels observed in GON7
patient cells. Taken together, our data demonstrated that GON7
impacts the stability of the KEOPS complex therefore having an
effect on its enzymatic activity. This is in line with the in vitro
data of Sicheri’s group showing that in presence of GON7,
KEOPS t°A activity is potentiated?® and with our in vivo data
showing that t°A levels in GON7-mutated patient fibroblasts are
slightly decreased compared to YRDC- and OSGEP-mutated
fibroblasts.

Although human GON7 and yeast Gon7 have low sequence
identity, their structures and interactions with LAGE3 and Pccl,
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Fig. 6 Role of GON7 on KEOPS complex stability. a Immunoblot analysis of HEK293T cell lysates expressing either 2HA-tagged GON7 or V5-tagged

LAGE3 alone or co-expressing both proteins. Anti-HA and anti-V5 antibodies
tubulin used as loading control. b Representation of cycloheximide chase exper
(one representative experiment is shown in Supplementary Fig. 9) (mean £ s.e.

were used to assess GON7 and LAGE3 expression, respectively, with a-
iments by fitting a one-phase exponential decay curve to experimental data
m. of n =3 experiments). HEK293T cells were transfected with either 2HA-

tagged GON7 or V5-tagged LAGE3 alone or with both proteins before being subjected to treatment with 100 pg/ml cycloheximide for the indicated time

points in order to assess rates of protein degradation followed by western blott
respectively. GON7 and LAGE3 protein levels were normalized to those of a-tu
of the five KEOPS subunits in lymphoblastoid cell lines from two unaffected re
one individual with the OSGEP mutations p.Arg325GIn and p.Arg280His (indivi

ing of the cell lysates for both proteins with anti-HA and anti-V5 antibodies,
bulin at each time point. ¢ Western blot analysis of protein expression level
latives (A.ll-1 and A.lI-5), four individuals with the GON7 mutation p.Tyr*7,
dual «N2705 described in Braun et al.’3), and one individual with GAMOS

linked to WDR73 mutations (individual A.ll-4 described in Colin et al.'). One representative western blot is shown (three independent experiments were
performed). a-Tubulin was used as a loading control. Source data are provided as a Source Data file

respectively, are nearly identical. It is therefore surprising that
GON?7 could not complement the yeast Agon7 deletion mutant’.
Comparison of the GON7/LAGE3 and Gon7/Pccl complexes
shows that the hydrophobic character of the residues at the
interface is very well conserved (Supplementary Fig. 7). However
quite a few amino-acid substitutions between GON7 and Gon7
might create steric clashes that weaken or disrupt the interaction
with Pccl, explaining the lack of complementation. Nevertheless,
the exquisite superposition of GON7 and Gon7 qualifies them as
orthologs and confirms that GON7 is the functional fifth subunit
of the human KEOPS complex. Such discrepancies between the
protein sequence and structure conservation between distant
species might be relevant in other protein complex, with their
characterization helping to identify new candidate genes for
human monogenic disorders.

An increasing number of mutations are being identified in
genes encoding tRNA-modifying enzymes that are linked to
human neurodevelopmental disorders. Very recently, mutations
in WDR4, initially described to cause a distinct form of micro-
cephalic primordial dwarfism and brain malformations3%-3!, have
been identified in individuals with GAMOS!4. WDR4 is a com-
ponent of the METTL1/WDR4 holoenzyme, an N7-methylgua-
nosine (m’G) methyltransferase that is responsible for the highly
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conserved m’G modification on a specific subset of tRNAs32:33,
Interestingly, it has been shown that the absence of m’G tRNA
modification leads to impaired cell proliferation, neural differ-
entiation, and a decrease in global translation with a less efficient
translation of mRNAs involved in cell division and brain devel-
opment, consistent with the microcephaly and brain anomalies
found in individuals with WDR4 mutations®%. Similarly, as a
consequence of the decrease in t°A levels observed in affected
individual’s cells, perturbed protein translation could impact the
translation of specific mRNA involved in kidney and brain
development and/or podocyte/neuron maintenance. It is likely
that the requirement for t°A-modified tRNAs levels is dependent
of the cell-type and/or cell cycle as has been previously shown in
D. melanogaster where highly proliferative cells of the wing
imaginal discs are more affected by the absence of t°A mod-
ification than fully differentiated photoreceptors3>. Neuronal
progenitors that have high mitotic activity probably have higher
demands for protein translation, making them more vulnerable to
any perturbation in the tight regulation of tRNA modifications.
Furthermore, another potential regulatory step to spatiotempo-
rally modulate these tRNA modifications and thus protein
translation is the tissue- and developmental stage-specific
expression of the tRNA-modifying enzymes3¢37. YRDC and
9
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KEOPS subunits could be differentially expressed between spe-
cific cell-types in the brain (neural progenitors) and the kidney
(podocytes) and/or during development/differentiation explain-
ing the tissue involvement and the course of the disease as well as
its clinical outcome. Further studies on neuronal/renal progeni-
tors and neurons/podocytes differentiated from induced plur-
ipotent stem cells obtained from individuals with mutations in
YRDC and KEOPS subunits will probably provide further
insights into the pathogenesis of GAMOS.

Together, our data strongly emphasize the importance and
relevance of the tOA biosynthesis pathway in the pathogenesis of
GAMOS. Further investigations are needed to fully characterize
all the KEOPS mutations at the biochemical, structural, and
enzyme activity levels to better understand their impact on
KEOPS complex-dependent t°A biosynthesis activity and how
they influence the clinical phenotypes. Genes encoding compo-
nents of the t°A biosynthesis pathway have to be added to the
growing list of translation-associated proteins whose loss of
function are responsible for rare genetic disorders.

Methods

Patients and families. Written informed consent was obtained from participants
or their legal guardians, and the study was approved by the Comité de Protection
des Personnes “Ile-De-France II.” Genomic DNA samples were isolated from
peripheral blood leukocytes using standard procedures.

Whole-exome sequencing and mutation calling. We performed whole-exome
sequencing using Agilent SureSelect All Exon 51 Mb V5 capture-kit on a
HiSeq2500 (Illumina) sequencer (paired-end reads: 2 x 100 bases). Sequences were
aligned to the human Genome Reference Consortium Human Build 37 (GRCh37)
genome assembly with the Lifescope suite from Life Technologies. Variant calling
was made using the Genome Analysis Toolkit pipeline. Then, variants were
annotated using a pipeline designed by the Paris Descartes University Bioinfor-
matics platform. We assumed the causal variant: (i) segregates with the disease
status, (ii) is novel or has a minor allele frequency <1/1000 in gnomAD, (iii) was
not found in >10/2352 projects of our in-house database. Missense variant
pathogenicity was evaluated using in silico prediction tools (PolyPhen2, SIFT and
Mutation Taster). Sanger sequencing was used to validate the variant identified by
exome sequencing and to perform segregation analysis in the families. Sequence
were analyzed with the Sequencher software (Gene Codes, Ann Arbor, MI) and
positions of mutations were numbered from the A of the ATG-translation initia-
tion codon. For Family G, WES, and SNP-array were performed according to
standard diagnostic procedures and WES quality criteria at the UMC Utrecht, the
Netherlands. The patient-parent quartet WES with sibling-sharing analysis focused
on the regions of homozygosity determined by SNP-array (parents are con-
sanguineous in the eighth degree).

Plasmids, cell culture, establishment of cell lines. The following expression
vectors were used in this publication: LentiORF pLEX-MCS (Open Biosystems),
PESC-TRP with a c-myc tag (Agilent), and pLKO.1-TRC Cloning vector (# Plas-
mid 10878, Addgene). The LentiORF pLEX-MCS plasmid was modified by site-
directed mutagenesis (QuickChange kit, Agilent) to insert one Nhel restriction site,
and either two copies of the Human influenza hemagglutinin (HA) tag or one copy
of the V5 epitope tag allowing epitope-tagging at the N-terminal of the encoded
protein. Human full-length GON7, LAGE3, and YRDC cDNA (NM_032490.5,
NM_006014.4, and NM_024640.4, respectively) were amplified by PCR from
IMAGE cDNA clones (IMAGE 4796574, IMAGE 5485603, IMAGE 5211591, and
IMAGE 6147134, respectively), and subcloned into the modified pLEX-MCS
plasmid using either Spel and Xhol (for GON7 and LAGE3) or Nhel and Xhol (for
YRDC). Human YRDC cDNA was also subcloned into the BamHI and Sall sites of
PESC-TRP. Site-directed mutagenesis (QuickChange kit, Agilent) was used to
generate the mutations used in this study. An adapted cloning protocol was used to
obtain the C-terminal extension found for the YRDC p.Val2411lefs*72 mutant. For
gene silencing, the ShRNA sequences described in Supplementary Table 6 were
cloned into the lentiviral pLKO.1-TRC Cloning Vector using the Agel and EcoRI
restriction sites. This vector contains a cassette conferring puromycin resistance.
All constructs were verified by Sanger sequencing.

The human immortalized podocyte cell line (AB8/13) provided by M. Saleem
(University of Bristol, UK) was grown at 33 °C with 7% CO, in RPMI 1640
medium supplemented with 10% fetal bovine serum, insulin-transferrin-selenium,
glutamine, and penicillin and streptomycin (all from Life Technologies), and
human primary fibroblasts, obtained from patient skin biopsies, were cultured in
OPTIMEM medium supplemented with 10% fetal bovine serum, sodium pyruvate,
glutamine, fungizone, and penicillin and streptomycin (all from Life Technologies)
at 37 °C with 7% CO,. Obtention and culture of lymphoblastoid cell lines are

detailed in Supplementary Methods. Human podocytes stably overexpressing 2HA-
GON7 or V5-LAGES3, or transiently depleted for GON7, LAGE3, OSGEP, or YRDC
were obtained by transduction with lentiviral particles and subsequent puromycin
selection (2 pg/ml). HEK293T cells (ATCC CRL-3216) were transiently transfected
using Lipofectamine” 2000 (ThermoFisher Scientific).

Antibodies and chemical compounds. The following antibodies were used in the
study: mouse anti-a-tubulin (T5168, used at 1:1000), mouse anti-actin (A5316,
used at 1:1000), mouse anti-HA (12CA5, at 1/1000), rabbit anti-GON7 (HPA
051832, used at 1:500), rabbit anti-LAGE3 (HPA 036122, used at 1/500), rabbit
anti-TPRKB (HPA035712, used at 1:500), rabbit anti-OSGEP (HPA 039751, used
at 1/1000), and mouse anti-GAPDH (MAB374, used at 1/2000) from Sigma-
Aldrich; mouse anti-V5 (MCA1360, used at 1/1000) from Bio-Rad; rabbit anti-
YRDC (PA5-56366, used at 1:500) from ThermoFisher Scientific; rabbit anti-
LAGE3 (NBP2-32715, used at 1:1000) and mouse anti-OSGEP (NBP2-00823, used
at 1:500) from Novus Biologicals; rabbit anti-TP53RK (AP17010b, used at 1:500)
from Abgent. Secondary antibodies for immunoblotting were sheep: anti-mouse
and donkey anti-rabbit HRP-conjugated antibodies (GE Healthcare, UK), and
IRDye 800CW Donkey anti-rabbit (926-32213) and IRDye 680RD Donkey anti-
mouse (926-68072) antibodies (LI-COR). Cycloheximide (C7698), Nuclease P1
(N8630), phosphodiesterase I from snake venom (P3243), and alkaline phospha-
tase (P4252) were purchased from Sigma-Aldrich.

Yeast culture and heterologous complementation assay. Yeast cells were grown
at 28 °C in standard rich medium YEPD (1% yeast extract, 2% peptone, 2% glu-
cose) or minimal supplemented media (0.67% YNB, 2% carbon source). Cells were
transformed using the lithium acetate method®8. Media were supplemented with
2% agar for solid media. The S. cerevisiae W303 derived strain, Asua5:KanMX
(YCplac33-SUAS5)%, was used as the host for the complementation assay. For each
PESC-TRP plasmid derivative to be tested, three independent clones were selected
after transformation and grown on GLU-TRP media. Clones were then streaked
onto GAL-TRP containing 0.1% 5-fluoroorotic acid (5-FOA) to counter-select the
YCplac33-SUAS5 plasmid (containing URA3). After two rounds of selection, clones
were checked for their acquired Ura- phenotype, their plasmid content was con-
firmed by sequencing after plasmid rescue before being finally evaluated for fitness
by a 10-fold serial dilution spotted onto GAL-TRP minimal supplemented media.
Empty pESC-TRP, pESC-TRP-SUAS5, and pESC-TRP-SUAS5-myc were used as
negative and positive controls, respectively.

Quantitative real-time PCR. Total mRNA from knocked down podocytes, pri-
mary skin fibroblasts, and LCLs was isolated using Qiagen Extraction RNeasy” Kit
and treated with DNase I. One microgram total RNA was reverse-transcribed using
Superscript II, according to the manufacturer’s protocol (Life Technologies). The
relative expression levels of the mRNA of interest were determined by real-time
PCR using Power SYBR Green ROX Mix (ThermoFisher Scientific) with specific
primers listed in Supplementary Table 7. Samples were run in triplicate and gene of
interest expression was normalized to human hypoxanthine-guanine phosphor-
ibosyl transferase (Hgprt). Data were analyzed using the 2~AACt method.

Quantification of t5A modification. Yeast tRNAs were extracted and purified
from actively growing cells (at ODggonm Of approximately 3 x 107 cells/ml) with
phenol induced cell permeabilization, LiCl-selective precipitation, and subsequent
ion exchange-chromatography purification on an AXR-80 column (Nucleobond,
Macherey-Nagel), according to the manufacturer’s instructions. For human pri-
mary fibroblasts, the two-step protocol that was applied is detailed in Supple-
mentary Methods. Ten micrograms of yeast tRNAs and approximately 1 pg of
human fibroblast tRNAs were then enzymatically hydrolyzed into ribonucleosides
with nuclease P1, phosphodiesterase, and alkaline phosphatase, deproteonized by
filtration, and finally dried under vacuum according to the protocol of Thuring
et al. %0, t°A ribonucleoside was analyzed using the quantitative LC/MS-MS pro-
tocol of Thiiring et al.*. Quantification of t°A was performed by integration of the
peaks of interest and expressed relative to the total area of the peaks corresponding
to the four canonical unmodified ribonucleosides assessed in the same sample for
normalization. tRNA extracted from three independent samples were each mea-
sured twice (two technical replicates). Detailed information are provided in Sup-
plementary Methods.

Protein extraction and immunoblotting. Proteins from KD podocytes, primary
fibroblasts, and LCLs were extracted in lysis buffer containing 150 mM NaCl, 50
mM Tris-HCI pH 7, 0.5% Triton-X100 with Complete™ protease inhibitors
(Roche), as in Serrano-Perez et al.41, Fifty micrograms of proteins were loaded onto
acrylamide gels and blotted onto nitrocellulose membranes (Amersham). The
membranes were blocked in 1x Tris-buffered saline, 0.1% Tween 20 (TBST) with
5% bovine serum albumin or in Odyssey (LI-COR Bioscience) blocking buffer.
Membranes were then incubated with the indicated primary antibodies, washed,
and then incubated with either HRP-conjugated or LI-COR IRDye secondary
antibodies. Signals were detected using ECL reagents (Amersham Biosciences) and
acquired in a Fusion Fx7 darkroom (Vilber Lourmat) or acquired with Odyssey
CLx near-infrared fluorescent imaging system (LI-COR Bioscience). Densitometry
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quantification was performed either using Bio-1D software or using Image studio
lite software (version 5.2). Uncropped and unprocessed blots are provided in the
Source Data file.

precipitation and cyclot chase experi For immunopre-
cipitation, HEK293T cells were transiently transfected with the adequate plasmids
(2HA-tagged GON7, V5-tagged-LAGE3 wild-type (WT) and/or mutants) using
calcium phosphate. Forty-eight hours post transfection, cells were lysed in 150 mM
NaCl, 25 mM Tris-HCI pH 8, 0.5% Triton with protease inhibitors and HA-tagged
GON7 was immunoprecipitated using the yMACS™ Epitope Tag Protein Isola-
tion Kit (Miltenyi Biotec). Briefly, fresh lysates (1-1.5 mg of protein) were incu-
bated either with mouse anti-V5 antibodies, followed by a 30-min incubation with
magnetic beads coupled to protein A, or directly with magnetic beads coupled to an
HA antibody. Immunoprecipitated proteins were isolated using uMACS® Separa-
tion Columns in a magnetic yMACS separator and subsequently eluted with 1x
Laemmli buffer. Lysates and immunoprecipitated samples were subjected to
immunoblotl. To assess rates of protein degradation, HEK293T cells transiently
expressing either 2HA-GON7 or V5-LAGE3 alone, or co-expressing both proteins
were incubated with cycloheximide at a final concentration of 100 pg/ml for the
indicated time periods (0.5, 1, 2, 4, and 6 h). Total protein extracts and immu-
noblotting were performed as described above. Anti-HA and anti-V5 antibodies
were used to reveal GON7 and LAGE3, respectively. Relative GON7 and LAGE3
protein amounts were normalized to those of a-tubulin at each time point.

Cell proliferation, apoptosis, and protein synthesis assays. Cell proliferation,
apoptosis level, and rates of protein synthesis were assessed in KD podocytes using
the CellTiter 96 Aqueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (MTT) (Pro-
mega), the Caspase-3/7 Green detection Reagent (C10423; ThermoFisher Scien-
tific), and the Click-iT HPG Alexa Fluor 488 Protein Synthesis Assays (C10428;
ThermoFisher Scientific), respectively, according to the manufacturer’s instruc-
tions. Detailed information are provided in Supplementary Methods.

Proteomic studies. Human podocyte cell lines stably expressing either 2HA-
GON7 or V5-LAGE3 were used to perform proteomic studies. 2HA-GON7 and
V5-LAGE3 were immunoprecipitated as described in the section above. Eluates
were processed according to Braun et al.13. Two groups (control IP versus IP HA or
IP V5), each containing three biological replicates, were used for statistical analysis.
Only proteins that were identified at least three times out of six were retained. A t-
test was performed, and the data were represented in a volcano plot (FDR < 0.01,
S0 =2, 250 randomizations).

Telomeric restriction fragment. Measurement of the length of the terminal
restriction fragments was performed by Southern blotting according to Touzot et al.*2.

Expression and purification of KEOPS subunits. All structural work was done
using the full-length proteins of GON7, LAGE3, and OSGEP.

For NMR experiments, two vectors were ordered from Genscript (Piscataway,
USA) for the expression of either unlabeled his-tagged LAGE3 (vector “pET21a-
LAGE3_hisTEV_op”) or 1°N-labeled his-tagged GON7 (vector “pET24d-
C14_hisTEV_op”) whose sequences are shown in Supplementary Table 8.
Expression and purification of LAGE3 and ’N-GON?7 and subcomplex LAGE3/
15N-GONY7 preparation are described in detail in Supplementary Methods.

For SAXS or crystallogenesis experiments, preparation of unlabeled GON7 and
GON7/LAGE3/OSGEP subcomplex, and co-expression and purification of the
KEOPS subunits are detailed in Supplementary Methods and Supplementary Figs.
12 and 13. Fractions of the heterotrimeric GON7/LAGE3/OSGEP complex eluted
from size exclusion chromatography (Supplementary Table 9) were then re-loaded
onto NiIDA and washed with lysis buffer A supplemented with increasing
concentrations of NaCl (0.2; 0.5; 1, and 2 M) in order to remove traces of
contaminants. Bound proteins were eluted using three fractions of 2 ml of buffer A
supplemented with 100, 200, and 400 mM imidazole and the three subunits
complex was concentrated to 8.3 mg/ml for crystallization trials. A unique crystal
was obtained using the sitting-drop vapor diffusion method after more than
6 months incubation at 4 °C. The successful condition was composed of 100 nl of
protein solution and 100 nl of 30% PEG 4000, 0.1 M Tris-HCI pH 8.5 and 0.2 M
magnesium chloride. The crystal was cryo-protected by quick-soaking in reservoir
solution supplemented with 30% glycerol prior to flash freezing in liquid nitrogen.

Modeling and crystal structure determination. Modeling of YRDC: the Phyre2
and I-tasser webservers both proposed high confidence models for YRDC based on
the StSua5 crystal structure despite weak sequence identity between the two species.
A 3D model of YRDC was built using the MODELLER software??. X-ray dif-

fraction data collection was carried out on beamline Proximal at the SOLEIL

Synchrotron (Saint-Aubin, France) at 100 K. Data were processed, integrated, and
scaled with the XDS program package®*. The crystal belonged to space group P4;.
The OSGEP and LAGE3 subunits were positioned by molecular replacement with
the programs PHASER*® and MOLREP, implemented in the CCP4 suite*® using
the structures of MjKael (PDB ID: 2VWB) and ScPccl (PDB ID: 4WX8) as search

models. Residual electron density showed clearly the presence of the

GON? subunit, which was constructed using the program BUCCANEER*®. The
initial structure was refined using the BUSTER program?” and completed by
interactive and manual model building using COOT*3, The correctness of the
assigned GON7 sequence was verified by omit mFo-DFc, 2mFo-DFc, Prime-and-
switch electron density maps*® (Supplementary Fig. 14). One copy of the GON7/
LAGE3/OSGEP heterotrimer was present in the asymmetric unit. Data collection
and refinement statistics are gathered in Supplementary Table 5. The coordinates
have been deposited at the Protein Data Bank (code 6GW]).

Small-angle X-ray analysis. SAXS experiments were carried out at the SOLEIL
synchrotron SWING beamline (Saint-Aubin, France). The sample to detector
(Aviex CCD) distance was set to 1500 mm, allowing reliable data collection over
the momentum transfer range 0.008 A=! <4 <0.5 A~! with q = 47sin /A, where
20 is the scattering angle and A is the wavelength of the X-rays (A = 1.0 A). To
isolate the various species in solution, SAXS data were collected on samples eluting
from an online size exclusion high-performance liquid chromatography
(SEHPLCBio-SEC3Agilent) column and directly connected to the SAXS measuring
cell. sixty-five microliters of GON7/LAGE3/OSGEP and GON7 samples con-
centrated at 1.5 and 6.7 mg/l, respectively, were injected into the column pre-
equilibrated with a buffer composed of 20 mM MES pH 6.5, 200 mM NaCl, and
5mM 2-mercaptoethanol. Flow rate was 300 pl/min, frame duration was 1.0s,
and the dead time between frames was 0.5 s. The protein concentration was esti-
mated by UV absorption measurement at 280 and 295 nm using a spectrometer
located immediately upstream of the SAXS measuring cell. A large number of
frames were collected before the void volume and averaged to account for buffer
scattering. SAXS data were normalized to the intensity of the incident beam and
background (i.e. the elution buffer) subtracted using the program FoxTrot>, the
Swing in-house software. The scattered intensities were displayed on an absolute
scale using the scattering by water. Identical frames under the main elution peak
were selected and averaged for further analysis. Radii of gyration, maximum par-
ticle dimensions, and molecular masses were determined using PrimusQT>!
(Supplementary Table 4). The BUNCH program®? was then used to build atomic
models of GON7/LAGE3/OSGEP starting from the crystal structure and by
determining the optimal position of the missing regions as to fit the data. In a final
step, we substituted the dummy residues of these flexible parts with all-atom
descriptions using the programs PD2 and SCWRL4 (ref. 3). An ultimate adjust-
ment was performed using the program CRYSOL’*. The modeling was repeated
10 times and the best model was deposited in SASBDB>> with codes SASDFKS,
SASDFMS8, and SASDFL8 for GON7, GON7/LAGE3, and GON7/LAGE3/OSGEP,
respectively.

Statistical analyses. GraphPad Prism 8.0 software was used for the graphical
representation and statistical analysis of cell-based data. Results are presented as
mean + s.e.m. of at least n =3 independent experiments. For statistical analysis, data
sets comparing more than three conditions (to a control group) were analyzed with
ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparisons test or by using Kruskal-Wallis
test followed by a Dunn’s multiple comparisons test. Data sets with only two con-
ditions to compare were analyzed using an unpaired t-test or a Mann-Whitney test.
P <0.05 was considered statistically significant. A standard confidence interval of 95%
was applied in all analyses. Displayed in the figures are the mean values of all technical
replicates for each of the independent experiments (displayed as single data points).
Black lines indicate the mean values of all independent experiments.

Reporting summary. Further information on research design is available in the
Nature Research Reporting Summary linked to this article.

Data availability

The source data underlying Figs. 3c-d, 4 and 6 and Supplementary Figs. 1, 5b, 8b, 9 and
10 are provided as a Source Data file. Patients’ consent was not obtained for public
deposition of whole-exome sequencing data, but these are available from the
corresponding author upon reasonable request. Other data generated during the current
study are available from the corresponding authors upon reasonable request. Accession
codes for deposited data: crystal structure of GON7/LAGE3/OSGEP (PDB ID: 6GW],
[https://www.rcsb.org/structure/6GW]J]); SAXS model codes SASDFK8, SASDFM8, and
SASDFL8 for GON7, GON7/LAGE3, and GON7/LAGE3/OSGEP, respectively.
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Supplementary Figure 1 | Expression of GON7 and YRDC in cells from controls and
affected individuals. GON7 and YRDC protein expression levels were analyzed by western
blot in lymphoblastoid cell lines (a) and in primary skin fibroblasts (b) from healthy children
(in black) and affected individuals (in red) with the p.Tyr7* GON7 mutation (a) or YRDC
mutations (b). Tubulin and GAPDH were used as loading controls. (c-d) Relative expression
of GON7 and YRDC transcripts normalized to HPRT and compared to controls (mean +
s.e.m. of n=3 experiments, unpaired t-test in (c) and Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s
post-hoc test in (d); ns=0.2751, *p =0.00137). Data correspond to the pool of 2 healthy
individuals for the controls and 4 individuals with the p.Tyr7*GON7 mutation for GON7
patients. For YRDC transcript expression, data of the 2 affected individuals from Family G
have been pooled (G.II).
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Supplementary Figure 2 | Structure based sequence alignment of YRDC/Sua5
sequences: human YRDC, Sua5 from Sulfolobus tokadaii and Pyrococcus abysii, Escherichia
coli YrdC (TsaC). Crystal structure for the latter three are known. Suab proteins have an extra
domain that is not present in the YrdC members of the TC-synthesizing enzyme family.
Secondary structure elements extracted from the YRDC and E.coli YrdC structures are at the
top and bottom, respectively. Red triangles represent amino acid of the active site. Positions
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LVENRN. .IFKDVVSLLSKKYKVALLIPKELSKEFEGLQQIILGSDENLYEVARNLFDSF
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RELDKLNVDLGIMIGFPERGIGFAIMNRARKASGFSIIKAISDVYKYVNI
RHMDRTGVDVILAEGVEEKGLGLAVMNRLRKASGYRIIKV..........

Ala84 and Leu265 are marked by a green star.
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Individual B.1I-4 at 5 years

Supplementary Figure 3 | Brain anomalies in a GON7-mutated individual. Brain MRI| of
individual B.ll-4 with GON7 mutation at 5 years (a-b) compared to a control individual (c-d). The
Flair (a) and coronal Flair (b) weighted images show ventricular dilatation and cerebellar atrophy
(white arrows), respectively. (c-d) Brain MRI of a control individual at 5 years showing
corresponding Flair (c) and coronal Flair (d) weighted images.
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Supplementary Figure 4 | Analysis of telomere length in individuals with mutations in
GON?7 and YRDC and their parents. Using the telomere restriction fragment (TRF) assay, the
mean telomere lengths of whole blood cells from GON7 (a) and YRDC (b) affected individuals
and their healthy parents were estimated. This Southern blot shows a normal telomere length in
affected children, with as expected, a telomere length higher than that of their parents. Genomic
DNA was extracted from leukocytes.
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Supplementary Figure 5 | 1D 1H spectra and in vitro enzymatic activities of YRDC WT and
mutants proteins. (a) 1D 1H spectra. (b) In vitro enzymatic activities. Numbers above
histograms indicate mean values in mUA/min from triplicate measurements (+/- standard
deviation). Pre-mix: assay buffer containing all substrates and PPiase enzyme but without
YRDC.
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Supplementary Figure 6 | Characterization in solution of GON7 and GON7 complexes. (a)
Overlap of 2D N SOFAST-HMQC spectra' collected on 200 pM '5N-labeled GON7 alone (blue
spectrum) or 65 uM "N-labeled GON7-unlabeled LAGE3 (red spectrum) in a buffer composed of
20mM MES pH 6.5 200mM NaCl 5mM mercapto-ethanol in 90%/10% H20/D20. The NMR spectra
were recorded at 20 °C on a Bruker Avance Ill 800 MHz equipped with a TCI cryoprobe. The
expression of ®*N-labeled GON7 was achieved in the E. coli Gold strain in minimum media M68'°N at
37°C during 4 hours. The expression of LAGE3 was achieved in the E.coli Gold strain in rich medium
at 37°C during 3 hours. Cells were then harvested by centrifugation, suspended in 35 mL of buffer A.
GON7- N and LAGE3 were purify independently as previously cited. 232 mM of LAGE3 were
incubated with 156 mM of GON7-'3N on ice. The subunits or binary complex were purified by size
exclusion chromatography (Superdex 200 10-300). The purest fractions (analyzed by SDS PAGE)
were pooled and concentrated up to 200 uM and then analyzed by NMR. (b) Distance distribution (Pr)
curves for GON7 (orange) and for the GON7/LAGE3 (green) and GON7/LAGE3/OSGEP (red) sub-
complexes. The normalized distance distribution was calculated by BioXTAS RAW software that uses
the Bayesian method for determining the inverse Fourier transform (IFT) of a scattering profile2.(c)
Log/log plot of the SAXS data for GON7. (d) Guinier plot of GON7 (orange), GON7/LAGE3 (green)
and GON7/LAGE3/OSGEP (red).
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Supplementary Figure 7 | Structure based sequence alignment between human GON7 and
yeast Gon7. Secondary structure elements were extracted from the crystal structures of
GON7/LAGE3/OSGEP (top) and Gon7/Pcc1/Kae1 (bottom). Group 1 contains sequences from
metazoans (Homo sapiens, Sarcophilus harrisii and Ophiophagus hannah) while group 2 contains
sequences from fungi (Candida glabrata, Schizosaccharomyces pombe and Saccharomyces
cerevisiae). Residues in contact with LAGE3 are marked by blue stars below the sequence.
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Supplementary Figure 8 | GON7 interactions with KEOPS complex subunits in human podocytes
and with LAGE3 mutants. (a) Volcano plot representation of GON7-interacting proteins identified by
mass spectrometry (nanoRSLC-Q Exactive PLUS MS) in 3 independent HA-immunoprecipitation
experiments in a human podocyte cell line (empty HA-plasmid was used as control). X-axis reports the
difference of the average of the logarithm of Label Free Quantification (LQF) intensities between the IP
and its control; y-axis reports the negative logarithmic of t-test p value. Proteins showing a significant
interaction are depicted outside of the black lines according to significance analysis (FRD=0.01, S0=2).
Red dots indicate the four other human KEOPS subunits. (b) Lysates from HEK293T cells co-expressing
HA-tagged GON7 and V5-tagged wild-type (WT) or mutant forms of LAGE3 were immunoprecipitated
either with an anti-HA or anti-V5 antibody. Co-immunoprecipitated proteins were visualized by
immunoblot (IB) using HA and V5 antibodies. Mock corresponds to empty vectors. Actin was used as a
loading control.
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Supplementary Figure 9 | Cycloheximide chase experiments. HEK293T expressing
either 2HA-tagged GON7 (a) or V5-tagged LAGE3 (b) alone or co-expressing both
proteins (¢ and d) and subjected to treatment with cycloheximide to observe protein
degradation (100 pM for 30min, 1 hour, 2 rs, 4 hrs and 6 hrs) followed by western blotting
of the cell lysates for both proteins with anti-HA (a and c) and anti-V5 (b and d) antibodies
(experiments were performed 3 times).
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Supplementary i’igure 10 | KEOPS subunits protein and mRNA expression levels in cells from GON7
affected individuals. Quantification of protein expression levels in (a) and transcript levels in (b) of the 5
KEOPS complex subunits. Proteins and mRNA were extracted from cell samples used in Figure 6d (mean +
s.e.m of n=3 experiments, with each experiment performed in triplicate; one-way ANOVA, Dunnett's post-hoc

test).

205



Supplementary Figure 11 | Hydrophobic surfaces at the GON7/LAGE3 interface. (a)
Surface presentation of LAGE3, highlighting the hydrophobicity (increasing from white to red};
GON?7 presented in gold cartoon. (b) Surface presentation of GON7, highlighting the
hydrophobicity (increasing from white to red); LAGE3 presented in blue cartoon.
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Supplementary Figure 12 | Gel filtration analysis of GON7/LAGE3 complex. (a) Gel
filtration profile. (b) SDS-PAGE analysis of eluted fractions (black square: major peak
fractions eluted at 59 mL)
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Supplementary Figure 13 | Co-purification of OSGEP/LAGE3/GON7-His subcomplex.
(a) SDS-PAGE analysis of Ni2* chromatography fractions. T: Total whole cell extract; S:
soluble cell extract; FT: Flowthrough fraction; W: Wash fraction; 100, 200, and 400: elution
fraction with 100 mM, 200 mM and 400 mM imidazol, respectively. (b) Analytical S200 size-
exclusion chromatography of the 100 mM and 200 mM imidazole fractions obtained in (a).
Below chromatogram is the SDS-PAGE analysis of the 2 peaks eluted at 8.77 mL (B9) and
14,52 mL (fractions C2 to C7). Numbers: molecular weight markers in kDa. ( ° ): OSGEP,
(*): LAGE3 and (**): GON7-His.
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Supplementary Figure 14 | Calculated maps obtained from X-ray data. (a) A composite-omit
map calculated by omitting 5% at a time showed good agreement with the unrefined structure
indicating the phases were not dominated by model bias. (b) the 2mF,.-DF . (contoured at 10)
map covers protein residues 2-50 of GON7. (¢) mF,,,~DF_,. difference map contoured at +3.00
(green) and -3.00 (red) for the same protein region. (d) Prime and switch map. (e) 2Fo-Fc map of
a few residues at the LAGE3 (green sticks) - GON7 (blue sticks) interface contoured at 1 sigma
(stereo view).

The map (b) shows well-defined density around the vast majority of side chains and the difference
map (c) shows no large discrepancies between the observed data (F,) and the model (F,).
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Family Nucleotide | Aminoacid |Exon (Zygosity,| gnomAD | Gender |Ethnic origin | Parental |  Age of proteinuria Extrarenal Manifestations Biopsy | Therapyand | Comments
-Individual change change Segregation) | (AC/Hom/AN) Consan- (Age of ESRD) (atage) | response
quinity Age at Death
GON?7 (5 families, NM_032490.4)
[Family A
13 €.21C>A p.Tyr7* Exon 1 (Hom), | 1/0/249,098 | M Algeria Yes 2mon [Brain: y mi delay, FSGS SRNS One affected
(N1560) mihet), p(het) (6yrs) fencephalopathy. (5 yrs) sister died at 3
33yrs (Cranial imaging (12 yrs) moderate but progressive cerebellar atrophy, yrs of age. No
fcortical atrophy, ventricular dilation, thin corpus callosum. available DNA.
[Facies: dysmorphy: narrow forehead, large low-set ears, low nasal bridge,
lpinched nose, almond shaped eyes, hypotelorism, coarse hair.
iSkeletal: abnormal skull shape.
[Other: hiatal hernia with gastro-oesophageal reflux
14 c21C>A p.Tyr7* Exon 1 (Hom), | 10/249,098 F Algeria Yes 4mon [Brain y 2 delay. ND | NolS used
(N1561) mihet), p(het) (4yrs) (Cranial imaging: moderate cerebral and cerebellar atrophy, thin corpus
Alive with a functioning fcallosum.
graftat 23 yrs [Facies: narrow forehead, large low-set ears, low nasal bridge, pinched nose|
falmond shaped eyes, ism, coarse hair, hyp i
ISkeletal: abnormal skull shape mammary.
[Other: hiatal hernia with gastro-oesophageal reflux
16 c.21C>A p.Tyr7* Exon 1 (Hom), | 1/0/249,098 | M Algeria Yes 5mon [Brain: y 3 delay. ND | NolS used
(N1562) mihet), p(het) (6yrs) (Cranial imaging: moderate cerebral and cerebellar atrophy, myelination
Alive with a functioning |delay.
graftat 19 yrs [Facies: narrow forehead, large low-set ears, low nasal bridge, pinched nose,
falmond shaped eyes, hypotelorism.
[Other: hiatal hernia with gastro-oesophageal reflux
Family B
11 c.21C>A p.Tyr7* Exon 1 (Hom), | 1/0/249,098 | M Algeria | No but 21 mon [Brain: y mi delay. DMs SRNS
(N969) mihet), p(het) same (32 mon) (Cranial imaging (2 yrs): moderate cerebral and cerebellar atrophy, atrophic
region 15yrs feorpus callosum, myelination delay.
-3 c21C>A p.Tyr7* Exon 1 (Hom), | 10/249,098 F Algeria | No but 12 mon [Brain y delay. DMs SRNS
(N768) mihet), p(het) same (33 mon) (Cranial imaging (2 yrs): moderate cerebral and cerebellar atrophy, dilated Ciclo-resistant]
region 3yrs lateral ventricles, myelination delay. NS
14 ©.21C>A p.Tyr7* Exon 1 (Hom), | 10/249,098 F Algeria | Nobut 24 mon [Brain: y mi delay. DMS | Nols used
(N1552) mihet), p(het) same (30 mon) (Cranial imaging
region | Alive with a functioning : cerebral and cerebellar atrophy, myelination delay.
graftat 15 yrs - 5 yrs: stable cerebellar and cortical atrophy, ventricular dilation, thin
corpus callosum, abnormal myelination.
Eamily C
11 c.21C>A p.Tyr7* Exon 1 (Hom), | 1/0/249,098 | M Algeria yes 12 mon [Brain: y mi delay. ND | NolS used
(N3290) mihet), p(het) (NIA) (Cranial imaging (6 mon): moderate cerebral atrophy.
Alive with normal renal
function and heavy Pu
at9yrs
-2 c21C>A p.Tyr7* Exon 1 (Hom), | 10/249,098 F Algeria yes 12 mon y mi delay. FSGS SRNS
(N2516) mihet), p(het) (6 yrs) (Cranial imaging (6 yrs): severe cerebellar atrophy, cortical atrophy, (18 mon) [Ciclo-resistant|
Alive with a dilation, thin corpus callosum. and
graftat 15 yrs Other: sensorineural hearing loss mycophenolat
& mofetil-
resistant NS
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-3 c21C>A pTyr7* Exon 1 (Hom), | 1/0/249,008 F Algeria yes 8mon [Brain: Secondary microcephaly, developmental delay. ND | NolSused
(N3231) m(het), p(het) (NIA) (Cranial imaging: ND ACE inhibitors,
Alive with normal renal and ARBs
function and mild Pu
at 7.5 yrs
Eamily D
=] c.21C>A p.Tyr7* Exon 1 (Hom), | 1/0/249,098 m Algeria yes 5yrs [Brain: y delay no visual contact. ND | NolSused | Anaffected
(N3780) mihet), p(het) (NIA) (Cranial imaging: ND brother died
Alive with normal renal [when 5 years old,
function and heavy Pu at 3 mon after
75yrs SRNS diagnosis
and 2 mon after
dialysis start
Eamily E
13 cA9dup | p.Tyr7Leufs*16 | Exon 1(Hom); 0 m Arab yes 2yrs icrocephaly, neurodevelopmental delay FSGS SRNS health sibling 1
(DM) mihet), p(het); (3yrs) (Cranial imaging (16 mon): cerebellar hypoplasia, cortical atrophy, ventricular (het); health
Alive with a functioning [dilation, thin corpus callosum, myelination delay. sibling 2 (WT);
graftat6 yrs [Facies: facial dysmorphy
YRDC (2 families, NM_024640.3)
Family F
=] c251C>T | p.Alag4valS | Exon 1 (het)# 0 F European No 2mon [Brain: hypotonia (4 mon), secondary microcephaly DMS SRNS
(N4261) (11 mon) (6 mon), myoclonia, (11 mon)|Cicl tant]
15 mon (Cranial imaging:
- 5 mon: normal
©.721_724 del | p.Val241llefs*72| Exon 4 (Het) # (1/0/251,484 - 11 mon: progressive major cerebellar and cortical atrophy and very
marked myelination defects.
[Facies: facial dysmorphy.
[Other: congenital hypothyroidism
Family G
=] ©.794_796 del| p.Leu265del | Exon 4 (Hom), 0 ™ European | Yes 1mon [Brain: primary microcephaly. DMS and| NoIs used
(NG_010_02) m(het), p(het) (1.5 mon) (Cranial imaging: ND FPE
1.5mon ISkeletal: arachnodactyly. (1.5 mon)|
[Facies: facial dysmorphy.
[Other: congenital hypothyroidism.
-2
(NG_010_01) |c.794_796 del| p.Leu265del | Exon 4 (Hom), 0 F European | Yes Birth [Brain: primary microcephaly. ND | Nolsused
m(het), p(het) (3 mon) (Cranial imaging (1 mon) : frontal simplified gyral pattern, left thalamic
3mon finfarction, myelination delay.

[Facies: facial dysmorphy.
[Skeletal: arachnodactyly.
[Other: congenital hypothyroidism.

Supplementary Table 1. Mutations in GON7 and YRDC genes in 14 individuals of 7 families with Galloway-Mowat syndrome. .

RD, end-stage renal disease; FSGS, focal segmentalSlqmeruloscleroms;ADMS, diffuse mesangial sclerosis; FPE, foot process effacement; SRNS, steroid
resistant nephrotic syndrome; NS, ne{)hrohc syndrome; IS, immunosuppression; ACE, angiotensin converting enzyme; ARBs, Angiotensin receptor blockers,
Pu, proteinuria; yrs, years; mon, months; AC, allele count; AN, allele number; Hom, homoaygous; het, heterozygous; WT, wild-type; p, paternal; m, maternal;
N/A, not applicable; ND, not done. § PolyPhen2 (0.709), SIFT (0.03) and Mutation taster (disease causing: 1) scores. # Each mutation has been inherited from
a different parent. In addition, none of the variants described in our study was present in the homozygous or compound heterozygous state in our in-house
database (n>16,000 individuals both from European and Northern African ancestry).
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|  FamilyA | FamilyB [ Familyc |°

Variation Gene Min Pop Freq | Max Pop Freq | N1560
14_92920423_C_A (rs17783624) SLC24A4 AFR: 0.0444 AS10.26 i
14_92922681_A_G (rs7156906) SLC24A4 EAS: 0.26 AFR: 0.48
14_92922713_T_C (rs7158400) SLC24A4 AMR: 0.63 AFR: 0.89
14_92922900_G_A (rs77671856) SLC24A4 EAS: 0.0824 AMR: 0.28
14_92959216_G_A (rs11623883) SLC24A4 EAS: 0.28 FIN: 0.57
14_92960025_T_C (rs4904942) SLC24A4 OTH: 1.00 OTH: 1.00
14_92960172_G_A (rs12888354) SLC24A4 EAS: 0.30 FIN: 0.56
14_92980553_C_A (rs71430764) RIN3 EAS: 0.00000 NFE: 0.0577
14_93118669_G_A (rs3742716) RIN3 AFR: 0.0644 EAS: 0.44
14_93154538_TGGC_T (rs570458246) RIN3 AMR: 0.54 EAS: 0.79
14_93178191_A_G (rs1951708) LGMN AFR: 0.99 OTH: 1.00
14_93198972_A_T (rs12885208) LGMN EAS: 0.0300 FIN: 0.26
14_93199203_T_A (rs1613441) LGMN ASJ: 0.62 AFR: 0.93
14_93404555_A_G (rs4638507) ITPK1 ASJ: 0.93 EAS: 1.00
14_93407301_C_A (rs13316) ITPK1 AFR: 0.35 As): 0.47
14_93412609_A_G (rs1998054) ITPK1 ASJ:0.33 EAS: 0.78
14_93412743_G_A (rs2295394) ITPK1 ASJ: 0.0348 EAS: 0.22
14_93418155_T_C (rs2273392) ITPK1 ASJ: 0.0497 EAS: 0.22
14_93418156_G_C (rs2273391) ITPK1 ASJ: 0.0497 EAS: 0.22
14_93428802_T_A (rs2295393) ITPK1 AFR: 0.0462 EAS: 0.17
14_93649501_A_G (rs1046099) MOAP1 ASJ: 0.61 AFR: 0.75
14_93651992_T_C (rs1268371) TMEM251 EAS: 0.0728 AMR: 0.19
14_93673362_G_T GON7 OTH: 0.00000 NFE: 0.00001 H 0/69 H 0/52 H 0/36 H 0/73 H 0/51 H 0/50 H 0/44
14_93693422_C_T (rs2905) UBR7 AFR: 0.062 AS):0.34
14_93693604_T_G (rs10144530) UBR7 SAS: 0.31 FIN: 0.53
14_93712645_TAA_T (rs566777055) BTBD7 AMR: 0.26 AFR: 0.44
14_93720181_T_C (rs8012209) BTBD7 FIN: 0.31 AFR: 0.60
14_93762162_C_T (rs2273639) BTBD7 FIN: 0.29 AFR: 0.53
14_93799221_G_A (rs2273640) BTBD7 AFR:0.09 EAS: 0.35
14_93799285_ACCG_A (rs146686071) BTBD7 FIN: 0.47 AFR: 0.88
14_93943998_G_A (rs61992606) UNC79 AFR: 0.27 EAS: 0.65
14_93953908_A_AT (rs33942732) UNC79 AFR:0.72 EAS: 0.93
14_93954192_C_T (rs12884458) UNC79 AFR: 0.25 EAS: 0.64
14_93962691_G_A (rs8006093) UNC79 EAS: 0.93 AFR: 1.00
14_93998806_C_A (rs942068) UNC79 AFR:0.79 EAS: 0.93
14_94008753_A_G (rs12893237) UNC79 AFR: 0.81 EAS: 0.93
14_94391699_G_A (rs10141024) FAM181A AMR: 0.38 EAS: 0.62
14_94394039_G_GT (rs573718885) FAM181A EAS: 0.000 NFE: 0.012
14_94400431_T_C (rs11625548) ASB2 EAS: 0.28 ASJ): 0.69
14_94405871_G_C (rs10873442) ASB2 AMR: 0.62 ASJ): 0.92
14_94406096_A_C (rs7155320) ASB2 AMR: 0.69 ASJ: 0.93
14_94410447_T_C (rs10134105) ASB2 AMR: 0.70 As): 0.93
14_94417421_G_A (rs7147919) ASB2 AFR:0.37 EAS: 0.79
14_94417541_A_G (rs4277287) ASB2 AMR: 0.63 ASJ): 0.93
14_94417586_G_A (rs4483793) ASB2 AFR: 0.45 EAS: 0.79
14_94417675_A_C (rs4433745) ASB2 AFR: 0.40 EAS: 0.77
14_94419888_A_G (rs4243701) ASB2 AMR: 0.76 EAS: 1.00
14_94594768_T_G (rs958187) IF12712 EAS: 0.56 AFR:0.94
14_94700138_C_G (rs4905172) PPP4R4 FIN: 0.94 SAS: 1.00
14_94776401_T_C (rs11160168) SERPINA6 AS): 0.57 EAS: 0.99
14_94833033_T_C (rs1956172) SERPINA2P AFR:0.53 EAS: 0.98
14_94909630_C_T (rs3818257) SERPINA11 EAS: 0.61 FIN: 0.86
14_94914455_A_T (rs10129672) SERPINA11 EAS: 0.61 FIN: 0.82
14_94929541_G_A (rs2224418) SERPINA9 AFR: 0.44 SAS: 0.86
14_94931016_T_G (rs8020984) SERPINA9 EAS: 0.63 SAS: 0.86
14_94931105_A_G (rs11628722) SERPINA9 AFR: 0.44 SAS: 0.86 H /1. /7 h 86/86 )/418 | B ‘ H (

'y Table 2: Haplotype analysis in all index patients homozygous for GON7 p.Tyr7* mutation. Exome sequencing data were used to show the genotypes of 55
SNP spanning 2 Mb in the region flanking the GON7 locus. A common haplotype (in red) is present in the 7 patients tested : mimum size 1.58 Mb (rs3742716 to rs4905172),
maximum size : 1.79 Mb (rs71430764 to rs11160168). Variation : Chromosome_Genomic position on GRCh37_Nucleotide change (SNP Reference) ; Min Pop Freq :
Population with the lowest frequency in controls (Gnomad) ; Max Pop Freq : Population with the highest frequency in controls (Gnomad) ; AFR : African/African American, AMR
: Latino, ASJ : Ashkenazi Jewish, EAS : East Asian, FIN : Finnish, NFE : Non-Finnish European, SAS : South Asian, OTH : Other ; H : Homozygous, h : heterozygous. Ratio
number of wild type reads/number of of reads with the variant.
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plasmid name

>BC47_YRDC-WT

>BC48_YRDC-A84V

>BC49_YRDC-del165

sequence

CCATGGGTCATCACCATCACCATCACGAGAACCTGTACTTCCAGGGCCATATGCGCGCCGCGGTGGCGGCCAGCGTGGGCCTGAGCGAAGGTCCGGCCGGCAGCCGCAGCGGTCGCTTATTCCGCCCGCCGA

GCCCGGCCCCGGLGGLCCCGGGCGCCCGTCTGTTACGCCTGCCGGGTAGCGGCGCCGTGCAGGCCGCGAGCCCGGAACGCGCCGGCTGGACCGAGGCGCTGCGTGCCGCCGTGGCCGAACTGCGCGCCGGLG
CCGTGGTGGCCGTGCCGACCGATACGCTGTACGGCCTGGLCTGCGCGGCGAGCTGCTCGGCGGCCCTGCGCGCGGTGTACCGCCTGAAAGGTCGCAGCGAAGCCAAACCGCTGGCCGTTTGCTTAGGCCGCG
TGGCCGATGTCTACCGCTACTGCCGTGTGCGCGTGCCGGAGGGCTTACTGAAAGACTTACTGCCGGGTCCGGTGACCCTGGTGATGGAACGCAGCGAGGAACTGAACAAAGACCTGAACCCGTTTACGCCG
TTAGTGGGCATTCGTATTCCGGATCATGCCTTTATGCAAGACCTGGCGCAGATGTTTGAAGGTCCGTTAGCCCTGACCAGCGCCAACCTGAGCAGCCAGGCCAGCTCGCTGAATGTCGAAGAGTTCCAGGAT
CTGTGGCCGCAGTTAAGCCTGGTTATTGATGGTGGCCAGATTGGTGATGGCCAGAGCCCGGAATGTCGCCTGGGCAGCACCGTGGTTGATTTATCTGTGCCGGGTAAATTTGGCATCATTCGTCCGGGCTGC
GCCCTGGAAAGCACCACGGCCATCCTGCAACAGAAATACGGCCTGTTACCGAGCCATGCGAGCTATCTGTAAGGATCC

CCATGGGTCATCACCATCACCATCACGAGAACCTGTACTTCCAGGGCCATATGCGCGCCGCGGTGGCGGCCAGCGTGGGCCTGAGCGAAGGTCCGGCCGGCAGCCGCAGCGGTCGCTTATTCCGCCCGCCGA

GCCCGGCCCCGGCGGCCCCGGGCGCCCGTCTGTTACGCCTGCCGGGTAGCGGCGCCGTGCAGGCCGCGAGCCCGGAACGCGCCGGCTGGACCGAGGCGCTGCGTGCCGCCGTGGCCGAACTGCGCGCCGGCG
CCGTGGTGGTTGTGCCGACCGATACGCTGTACGGCCTGGCCTGCGCGGCGAGCTGCTCGGCGGCCCTGCGCGCGGTGTACCGCCTGAAAGGTCGCAGCGAAGCCAAACCGCTGGCCGTTTGCTTAGGCCGCG
TGGCCGATGTCTACCGCTACTGCCGTGTGCGCGTGCCGGAGGGCTTACTGAAAGACTTACTGCCGGGTCCGGTGACCCTGGTGATGGAACGCAGCGAGGAACTGAACAAAGACCTGAACCCGTTTACGCCG
TTAGTGGGCATTCGTATTCCGGATCATGCCTTTATGCAAGACCTGGCGCAGATGTTTGAAGGTCCGTTAGCCCTGACCAGCGCCAACCTGAGCAGCCAGGCCAGCTCGCTGAATGTCGAAGAGTTCCAGGAT
CTGTGGCCGCAGTTAAGCCTGGTTATTGATGGTGGCCAGATTGGTGATGGCCAGAGCCCGGAATGTCGCCTGGGCAGCACCGTGGTTGATTTATCTGTGCCGGGTAAATTTGGCATCATTCGTCCGGGCTGC
GCCCTGGAAAGCACCACGGCCATCCTGCAACAGAAATACGGCCTGTTACCGAGCCATGCGAGCTATCTGTAAGGATCC

CCATGGGTCATCACCATCACCATCACGAGAACCTGTACTTCCAGGGCCATATGCGCGCCGCGGTGGCGGCCAGCGTGGGCCTGAGCGAAGGTCCGGCCGGCAGCCGCAGCGGTCGCTTATTCCGCCCGCCGA

GCCCGGCCCCGGCGGCCCCGGGCGCCCGTCTGTTACGCCTGCCGGGTAGCGGCGCCGTGCAGGCCGCGAGCCCGGAACGCGCCGGCTGGACCGAGGCGCTGCGTGCCGCCGTGGCCGAACTGCGCGCCGGCG
CCGTGGTGGCCGTGCCGACCGATACGCTGTACGGCCTGGCCTGCGCGGCGAGCTGCTCGGCGGCCCTGCGCGCGGTGTACCGCCTGAAAGGTCGCAGCGAAGCCAAACCGCTGGCCGTTTGCTTAGGCCGCG
TGGCCGATGTCTACCGCTACTGCCGTGTGCGCGTGCCGGAGGGCTTACTGAAAGACTTACTGCCGGGTCCGGTGACCCTGGTGATGGAACGCAGCGAGGAACTGAACAAAGACCTGAACCCGTTTACGCCG

TTAGTGGGCATTCGTATTCCGGATCATGCCTTTATGCAAGACCTGGCGCAGATGTTTGAAGGTCCGTTAGCCCTGACCAGCGCCAACCTGAGCAGCCAGGCCAGCTCGCTGAATGTCGAAGAGTTCCAGGAT
CTGTGGCCGCAGTTAAGCCTGGTTATTGATGGTGGCCAGATTGGTGATGGCCAGAGCCCGGAATGTCGCCTGGGCAGCACCGTGGTTGATTTATCTGTGCCGGGTAAATTTGGCATCATTCGTCCGGGCTGC
GCCCTGGAAAGCACCACGGCCATCCAACAGAAATACGGCCTGTTACCGAGCCATGCGAGCTATCTGTAAGGATCC

Supplementary Table 3 | Sequences for expression of YRDC-WT and mutants for NMR-
1D spectra and enzymatic activity assays.
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GON7 GON7-LAGE3 ‘ GON?7-LAGE3-OSGEP

Data collection parameters

Instrument

SWING (SOLEIL)

Detector

CCD-based AVIEX

Beam geometry

0.8 mm x 0.15 mm

Wavelength [A]

1.0

g-range [A7]

0.007 < g <0.50

Absolute scaling

Comparison with scattering from pure H,O

Exposure time [s] 2
Temperature [K] 283
SEC-SAXS column Biosec 3 Agilent
Loading concentration [mg/mL] 6.7 0.7 1.48
4.2
Injection volume [pL] 65

Solvent ( solvent blanks taken
from SEC flowthrough prior to
elution of protein)

20 mM MES, 200 mM NaCl, 5 mM 2-mercaptoethanol

Flow rate [mL.min] 0.3
Extinction coefficient [A 2300.1% 0.238 0.344 0.563
(w/v)]
Partial specific volume [cm3.g]? 0.7085 0.7155 0.7321
Average Concentration [g.L'"] in ~1.50 ~0.10 ~0.35
combined data frames

Software used for SAXS data redu

ction and analysis

Foxtrot Swing in-house software
PRIMUS ATSAS 2.8 suite, Franke et al. J. Appl. Cryst. 2017
BUNCH Petoukhov & Svergun, D.l. Biophys J.2005

Structural parameters

1(0) Guinier [cm] 0.01988+0.00007 0.00483+0.00004 0.01625+0.00002
Rg Guinier [A] 31.8+0.4 35.6+0.5 30.6+0.1
qRg-range 0.30-0.79 0.54-1.26 0.31-1.29
1(0) p(r) [cm™] 0.01988+0.00005 0.00493+0.00006 0.01634+0.00003
Re p(r) [A] 32.4+0.2 38.1+0.8 31.4+0.1
g-range [A7] 0.0096 - 0.30 0.0152 - 0.40 0.01-0.40
Dwax [A] 125 155 115
Molecular mass determination
Mol . L -1MMiequence [kDa]® 12.59 29.05 62.88
MMo)c [kDa] 14.7 56.5 58.5
MMayesian [kDa] © 65.45 59.5
Credibility interval 63.1-75.3 57.5-64.5
BUNCH analysis
Bunch Model number 10
g-range [A1] 0.01-0.40
x* (Crysol) 0.3
SAS BDB ID SASDFK8 | SASDFM8 SASDFL8

a Calculated from the sequence using the program sednterp.

b The calculated masses were derived from the sequences.

¢ Molecular mass M obtained using the baxesian inference approach which combines four
concentration independent MM estimators”. This mass determination does not depend on the value
of the protein concentration ¢ and provides a useful complement to the derivation of M from the
I(0)/c value . Nevertheless this method is not suitable for strongly unstructured protein due to the
plateau of 1(q)g2 and the 1(0)/c method must be preferred in the case of GON7.

Supplementary Table 4 | SAXS results and data collection parameters.
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Data collection

Wavelength (A) 0.978570

Space group P4,

cell (A)°) a=105.12 b=105.12 c= 51.35
a=B=y=90

Resolution 46.14 - 1.95 (2.06 — 1.95)

R meas (%) 7.1(118.8)

CC % (%) 99.9 (58.5)

1/o(1) 15.97 (1.38)

Completeness (%)

99.93 (99.88)

Refinement statistics

Unique reflections

41188 (4071)

Rwork / Rfree

0.1809 / 0.2106

Total atoms: protein / solvent 3845 /223
Average B-factors (A2) 54.83
RMSD bonds (A)/ RMSD angles (°) 0.014/ 1.62
Ramachadran favored (%) 97.38
Ramachadran allowed (%) 2.62
Ramachadran disallowed (%) 0

Supplementary Table 5 | Crystallographic data collection and structure refinement

statistics. Xcwgu'lp"retgpvj gugu'ctg'hat'vjg" jki j guv/tguamkgpu j gml
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Gene Gene accession number shRNA target sequence

GON7 NM_032490.5 CAAAGATAGTAAAGGCTTAGA
LAGE3 NM_006014.4 CTTTCTTGACCAGCTTTCCCT
OSGEP NM_017807.3 GGATTAACCTCCCAGGATATC
YRDC NM 024640.4 CAAGACTTGGCTCAGATGTTT

Supplementary Table 6 | shRNA targets for gere silencing

Gene

Forward primer

Reverse primer

GON7 qPCR

5'-CAGACGAGGACTTGGACGGTG-3'

5"TTGGCCGTTTTGCAGATGGT-3'

LAGE3 qPCR

5-GGGTGGTTGGGAAGGATCTC-3'

5'-GATGACGGAAATTCGGAGCA-3'

OSGEP qPCR

5-GTGATTGCATACTCGGAACA-3'

5'-TGGACTTGGGTCGTTAGAAA-3'

YRDC qPCR

5-GGGCTCCTGAAAGACCTACT-3'

5'-GGAATCCGAATGCCTACAAG-3'

TP53RK qPCR

5'-CTGGAATATCTGCCCCAGTTG-3'

5'-CACTGAGCCTTCAATTTCTTCCAT-3'

TPRKB qPCR

5'-CATGGAAGGCACCATCGAT-3'

5'-CTGCCACAAGTATCTGAAATGGA-3'

YRDC Exon 1

5-GTCGTGGTCCCTTTAAGCTG-3'

5'-AAGCCTGTCACCGGAAAC-3'

YRDC Exon2 & 3

5-GATTCCTTTTCTACGTCTGCC-3'

5'-CATCCCAGTGTACTATCAATGC-3'

YRDC Exon4 & 5

5-GCCTTTGATGACTGCGT-3'

5'-ATAGTATCCAGCACCAGGTCTT-3'

GON7 Exon 1

5'-"AGTGCCAGGAACCAATGACA-3'

5-GGTCACTGCAGCACCGTCTC-3'

GON7 Exon 2

5-GCAGGTTTTATTAATCCCTA-3'

5-CTCTTTGACAAAATTGTCCC-3'

Supplementary Table 7 | sequence primers for qRT-PCR and genomic sequencing

(exons)
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Vector name

Sequence

pET21a-LAGE3_hisTEV_op
(cloned between Ndel and EcoRI)

CATATGCATCACCATCACCATCACGAAAACCTGTATTTTCAGGGCCGTGACGCGG
ACGCAGACGCAGGCGGTGGCGCTGACGGCGEGGACGECCGCGGTGGCCACAGCTG
CCGCGGGGGCGTGGACACCGCCGCAGCTCCGGCCGGTEECGCTCCGCCAGCGCAC
GCGCCGGGTCCGGGCCGTGACGCCGCGTCTGCGGCCCGCGGGTCACGTATGCGCC
CGCACATCTTCACCCTGAGCGTGCCATTCCCGACCCCATTGGAGGCGGAAATCGC
CCACGGTTCCCTGGCACCAGATGCCGAGCCGCACCAACGTGTGGT TGGGAAGGAT
CTGACCGTGAGTGGCCGTATCCTGGTCGTCCGCTGGARAGCTGAAGACTGTCGCC
TGTTGCGTATTTCCGTCATCAACTTTCTTGACCAGCTITCCCTGGTGGTGCGCAC
CATGCAGCGCTTTGGTCCGCCAGTTTCCCGCTAAGAATTC

pET24d-C14_hisTEV_op
(cloned between Ncol and Xhol)

CCATGGGGCATCACCATCACCATCACGAAAACCTGTATTTTCAGGGCGAGCTGCT
GGGTGAGTACGTCGGGCAGGAAGGGAAGCCGCAGAAGCTGCGTGTGTCCTGTGAG
GCGCCGGGTGACGGCGACCCATTCCAGGGCCTGTTGTCTGGCGTGGCCCAGATGA
AGGACATGGTAACGGAATTGTTCGACCCACTGGTACAGGGTGAAGTGCAGCACCG
CGTGGCGGCGGCTCCGGACGAGGACTTGGACGGTGATGATGAAGATGATGCAGAA
GATGAAAATAACATTGATAACCGTACTAACTTCGATGGTCCATCTGCAAAACGCC
CAAARACCCCGTCTTAAGCTCGAG

pET24a-BC25_hKEOPS_opt
(cloned between Ndel and Xhol)

CATATGCCGGCGGTGCTGGGTTTTGAAGGCAGCGCCAACAAAATTGGCGTGGGCG
TGGTGCGCGATGGCARAGTGCTGGCGAACCCGCGTCGCACCTATGTGACGCCGCC
GGGCACCGGCTTTCTGCCGGGTGATACCGCCCGCCATCACCGTGCGGTTATCCTG
GATCTGCTGCAGGAAGCACTGACGGRAAGCGGCTTARCCAGCCAGGATATCGACT
GCATTGCCTACACCARAGGCCCGGGCATGGGTGCCCCGCTGGTTAGCGTGGCGGT
TGTGGCCCGTACCGTGGCCCAGCTGTGGAATAAACCGCTGGTGGGTGTGAACCAC
TGTATTGGCCACATTGAAATGGGCCGCCTGATCACCGECGCCACCAGCCCGACCG
TGTTATATGTGAGCGGCGGTAACACGCAGGTGATTGCCTACAGCGAACATCGTTA
TCGTATCTTTGGTGARACCATCGATATTGCCGTGGGTAATTGCCTGGATCGTTTT
GCGCGTGTGCTGAAARTTTCGAACGATCCGAGCCCGGGCTACAACATTGAACAGA
TGGCCAAACGCGGCAAAAAATTAGTTGAACTGCCGTACACCGTGAAAGGTATGGA
TGTGAGCTTTTCGGGCATCCTGAGCTTCATTGAAGATGTTGCCCATCGCATGCTG
GCCACGGGCGAGTGTACCCCGGAAGATCTGTGTTTCAGCCTGCAGGARACCGTGT
TTGCCATGCTGGTGGAGATCACCGAACGCGCGATGGCACATTGTGGCTCCCAGGA
AGCCCTGATTGTGGGTGGCGTGGGTTGTAATGTGCGTCTGCAGGAAATGATGGCC
ACCATGTGCCAGGAACGTGGTGCCCGCCTGTTTGCGACCGATGAACGCTTCTGTA
TTGACAATGGTGCGATGATTGCCCAGGCCGGCTGGGARATGTTTCGTGCCGGTCA
CCGTACCCCGTTAAGTGATTCTGGCGTTACCCAGCGTTATCGCACGGATGAAGTG
GAGGTGACCTGGCGCGATTAACTCTAGGATCCTCTAGAAATTTTGTTTAACTTTA
AGAAGGAGATATAACCATGGCGGCGGCCCGCGCCACCACGCCGGCCGATGGCGAA
GAGCCGGCCCCGGAAGCCGAGGCGCTGGCCGCAGCCCETGAACGCAGCAGCCGCT
TCCTGAGCGGCCTGGAACTGGTGAARCAGGGTGCCGAGGCGCGCGTGTTCCGTGG
CCGCTTTCAGGGCCGCCCGGCGGTGATCAAACACCGCTTCCCGAAAGGCTACCGT
CACCCGGCGCTGGAAGCGCGCTTAGGCCGTCGCCGTACGGTGCAGGAAGCCCGCG
CGCTGTTACGCTGTCGCCGCGCGGGCATTAGCGCCCCGGTTGTGTTTTTTGTGGA
TTATGCCAGCAACTGCCTGTATATGGAAGAAATTGAAGGCTCGGTGACCGTTCGC
GATTATATTCAGAGCACGATGGAAACGGAAARAACGCCGCAGGGTCTGTCCAACT
TAGCCARAACCATTGGTCAGGTTTTAGCCCGCATGCACGATGAAGACCTGATTCA
TGGTGATCTGACCACCAGCAACATGCTGCTGARACCGCCGCTGGAACAGCTGAAC
ATTGTGTTAATTGACTTTGGTCTGAGCTTCATTTCGGCCCTGCCGGAAGATARAG
GCGTGGACTTATATGTTCTGGAAAAARGCCTTCCTGAGCACCCATCCGAACACCGA
AACGGTGTTTGAAGCCTTTCTGAAA TACAGCACCAGCTCGAAAAAAGCCCGT
CCGGTGCTGARRAAATTAGATGAAGTGCGCCTGCGCGGTCGTAAACGCAGCATGG
TTGGCTAACTAGAGAGCTCATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATARATATGC
AGCTGACCCATCAGCTGGACCTGTTTCCGGAATGCCGCGTGACCTTACTGTTATT
TAAAGATGTTAAAAATGCGGGCGATCTGCGTCGCAAAGCGATGGAAGGCACCATC
GATGGTAGCCTGATTAATCCGACCGTGATTGTTGATCCGTTTCAGATTCTGGTGG
CGGCCAACARAGCGGTTCACTTATACAAACTGGGTARAATGAAAACCCGCACGCT
GAGCACCGARATTATTTTCAACTTAARGCCCGAATAACAATATTAGCGAAGCCCTG
AAAAAATTTGGTATCAGCGCGAATGACACCAGCATTCTGATTGTTTACATTGAAG
AGGGTGAAAAARCAAATTAATCAGGAATACCTGATTAGCCAAGTGGAAGGTCATCA
GGTTTCTCTGARAAATCTGCCGGAAATCATGARCATTACGGAAGTGAARAAAATT
TAT. TTAAGCTCGCAGGAAG GTATTGGCACCCTGTTAGATGCGATCATTT
GTCGCATGAGCACCAAAGATGTGCTGTAACTCTAAGCTTAATAATTTTGTTTAAC
TTTAAGAAGGAGATATACCATGCGTGATGCGGATGCGGATGCAGGCGGTGGCGCC
GATGGCGGTGACGGCCGCGGTGGCCACAGCTGCCGCGECGGCGTGGATACCGCCG
CGGCCCCGGCCEETGGCECGCCGCCGGCGCACGCGCCEEGGTCCGGGCCGTGATGC
CGCGAGCGCG GCGGCAGCCGTATGCGCCCGCACATCTTCACCCTGAGCGTG
CCGTTCCCGACCCCGCTGGAAGCGGAAATCGCCCACGGTTCGCTGGCGCCGGATG
CCGARCCGCACCAGCGTGTGGTTGGTAAAGATCTGACCGTGTCGGGCCGTATCCT
GGTTGTGCGCTGGAAAGCCGAAGATTGTCGCCTGTTACGTATTTCGGTCATCAAC
TTTCTGGACCAGTTARGCCTGGTGGTGCGCACCATGCAGCGCTTTGGTCCGCCGG
TTAGCCGCTAATAACTGCGGCCGCCGCTAGCTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGAT
ATAGTTATGGAACTGCTGGGTGAATACGTTGGTCAGGAAGGCAAACCGCAGARAC
TGCGTGTGAGCTGTGAAGCGCCGGGTGATGGCGACCCGTTCCAGGGCCTGCTGAG
CGGCGTGGCCCAGATGAAAGATATGGTGACGGAATTATTCGATCCGCTGGTGCAG
GGTGAAGTGCAGCACCGCGTGGCGGCGGCCCCGGACGAAGATCTGGATGGTGATG
ATGAAGATGATGCGGAAGATGAAAATAACATTGATARCCGTACCAACTTCGATGG
TCCGAGCGCCAAACGCCCGAAAACCCCGTCGCACCATCACCATCACCATTAACTC
GAG

Supplementary Table 8 | Sequences for expression of LAGE3-his, GON7-his and
OSGEP/LAGE3/GONT7-his for NMR, SAXS and/or crystallogenesis experiments.
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. - # Unique
Accession Description Coverage Pepti des# PSMs|
QI9BXVY |[EKC/KEOPS complex subunit GON7 [GON7_HUMAN] 91,51 10 212
Probable tRNA N6-adenosine threonylcarbamoyltransferase

QINPF4 |O0S=Homo sapiens [OSGEP_HUMAN] 66,37 24 131
EKC/KEOPS complex subunit LAGE3 OS=Homo sapiens

Q14657 |[LAGE3_HUMAN] 74,13 11 54
EKC/KEOPS complex subunit TPRKB OS=Homo sapiens

Q9Y3C4 |[TPRKB_HUMAN] 21,03 3

Q96S44 [TP53-regulating kinase OS=Homo sapiens [PRPK_HUMAN] 17,36 1 2

Supplementary Table 9 | Identification of human KEOPS subunits by mass spectrometry in
size-exclusion chromatography C3 fraction (from Supplementary Figure 13b).

218



Supplementary Methods

Additional information for cell lines. Lymphoblastoid cell lines (LCLs) were obtained by Epstein-Barr virus
(EBV) transformation of B cells from peripheral blood (performed at the Necker Imagine DNA biobank, Paris,
France) and were cultured in suspension at 37°C with 7% CO,in RPMI-1640 supplemented with 10% FBS,
glutamine, ITS, and 50 IU/ml P/S (ThermoFisher Sientific).

Additional information for tRNA extraction from human primary fibroblasts. Briefly, small RNAs were
extracted from 10.10° fibroblasts using Macherey Nagel's Isolation of small and large RNA kit, mixed with
2ml of RO buffer and then loaded onto AXR-80 columns (Macherey Nagel's Genomic and total RNA
purification kit). After binding to the column, tRNAs were selectively eluted using KCI gradient starting with
1ml of 450mM KClI followed by 2ml of 500mM KCI. The tRNA enriched fractions were pooled and
precipitated with isopropanol. The pellet was washed two times with 70% Ethanol and resuspended in 50ul of
water.

Additional information for Mass spectrometry analysis of t°A.

tRNA hydrolysis. tRNA was unfolded at 95°C for 5 min and quickly incubated in a bath of water and ice for 5
min. Two units of nuclease P1 was mixed with the tRNA and incubated at 42°C for 2 hours. Then 0.01 unit of
phosphodiesterase from snake venom was added and incubated for 1 hour at 37°C. Finally, the mixture was
supplemented with 0.5 unit of alkaline phosphatase and incubated 1 hour at 37°C. To remove the enzymes,
nucleosides were filtered onto 10kDa centrifugal units (Microcon) and filtrates were lyophilized and stored at
-20°C.

LC-MS/MS analysis of RNA nucleosides. MS analysis was performed with a Hypersil Gold aQ column, 1.9
pm particle size, 2.1x100 mm (ThermoFisher Scientific) connected to an Acquity H-Class UPLC-XevoTQS
instrument (Waters). The most intense MRM transitions used for integration and quantification were m/z
413>281 for t°A at 3 min retention time, 267>136 for adenosine at 2 min, 284>152 for guanosine at 2.3 min,
243>110 for uridine at 1.3 min and 244>112 for cytidine at 1 min.

Additional information for Immunoprecipitation. Briefly, 48 hrs after transient transfection, HEK293T
cells were lysed in buffer composed of 50mM Tris-HCl, pH7, 500mM NaCl, 1% Triton. One mg of protein
was incubated either with anti-V5 antibody for 1 hr, followed by a 30-min incubation with magnetic beads-
coupled to Protein A/G or directly with magnetic beads coupled to a HA antibody for 30 minutes (Miltenyi
Biotec). Immunoprecipitated proteins were isolated using uMACS® Separation Columns in a magnetic
UMACS separator and subsequently eluted using 1X Laemmli buffer. Lysates and immunoprecipitated
samples were subjected to immunoblot.

Additional information for Cell-Proliferation Assay. Podocytes were seeded in triplicate 6 days after
lentiviral transduction into 96-well plates at a density of 6 000 cells per well and allowed to attach for 24 hrs.
Cell proliferation was assessed with the CellTiter 96 Aqueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay
(MTT) (Promega) according to the manufacturer’s protocol after 1, 2, 3, 4, and 7 days of culture.

Additional information for Apoptosis assay. Levels of apoptosis in KD podocytes were assessed using
Caspase 3/7 Green detection Reagent (C10423, ThermoFisher Scientific) according to the manufacturer’s
instructions. Cells were seeded in triplicates at a density of 12x10cells per well into 96-well plates (655-892,
SensoPlate 96 wells glass bottom microplates, Greiner Bio-One). After 48 hrs, cells were incubated with 2uM
of the reagent in 1x PBS, 3% FBS for between 1 and 6 hrs. The Caspase-3 or 7 activity in apoptotic cells was
measured with a spectrophotometer (Berthold) at an absorbance at 502nm and normalized to nuclear DAPI
fluorescence intensity.

Additional information for HPG Protein synthesis assay (I-homopropargylglycine based). Rates of
protein synthesis were assessed in KD podocytes using the Click-iT HPG Alexa Fluor 488 Protein Synthesis
Assays (C10428, Thermo Fisher) according to manufacturer’s instructions. Cells were seeded at a density of
15 x103 cells per well. After an incubation of 2 hrs with the reagent, intensity was measured with a microplate
reader (LB 941 TriStar Berthold Technologies) and normalized to nuclear DAPI fluorescence intensity.

Additional information for production and purification of human KEOPS subunits.
For NMR experiments. Expression of his-tagged LAGE3 was achieved in E. coli BL21 gold strain grown in
rich 2xYT medium. After reaching the logarithmic phase, 0.5 mM of IPTG was added for 3 hours at 37°C,
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then cells were harvested by centrifugation, resuspended in 35 mL of lysis buffer A (Tris-HCI 20 mM pH 7.5
+ 200 mM NaCl + 5 mM 2-mercaptoethanol) and stored at -20°C. Cells were lysed by sonication and
centrifuged at 20 000g for 30 minutes. As LAGE3 is mainly insoluble, the pellet was recovered and washed
with the same lysis buffer A supplemented with 0.5% Triton X100. After 30 minutes of centrifugation at
20 000 g, the pellet was resuspended in lysis buffer A + 8 M urea and centrifuged one more time at 20 000g.
Supernatant containing solubilized, unfolded LAGE3 was then loaded onto NiNTA (Qiagen) affinity
chromatography column and step-eluted in buffer A + 8 M urea containing increasing concentration of
imidazole.

Expression of "'N-GON7 was achieved in E. coli BL21 gold strain grown in M69 N minimum medium and
triggered by adding 0.5 mM of IPTG for 4 hours. Cells were collected by centrifugation and pellet was
resuspended in 35 mL of lysis buffer A and stored at -20°C. Cells were lysed by sonication and centrifuged at
20000 g for 30 minutes. The soluble supernatant containing N-GON7 was purified by affinity
chromatography on NiNTA. Purest fractions were pooled, concentrated and loaded on size exclusion
chromatography column (Superdex 75 16/30) equilibrated in MES buffer 20 mM, pH 6.5 + 200 mM NacCl +
5 mM 2-mercaptoethanol. 200 uM of pure '’N-his-GON7 was used for recording '"'N-HSQC spectrum at 20°C
on a Bruker Avance IIT 800 MHz.

Subcomplex LAGE3/"*N-GON7 was prepared by refolding 387 pL of 600 uM of denatured his-LAGE3 with
200 uL 784 uM of '’N-GON7 and loading the mixture on an analytical superdex S200 10/30 size exclusion
chromatography column equilibrated in MES buffer 20 mM, pH 6.5 + 200 mM NaCl + 5 mM 2-
mercaptoethanol. Fraction containing the binary complex were pooled and concentrated to 64 uM for recording
the "'N-HSQC spectrum at 20°C on a Bruker Avance III 800 MHz.

To probe the folding of YRDC protein and the effect of the p.Ala84Val and p.Leu265del mutations, we
collected 1D 'H spectra of 70uM (for wild-type and p.Ala84Val) and 40 uM (p.Leu265del) proteins
dissolved in 25mM Tris, pH 7.5, 200mM NaCl, 5mM beta-mercapto, and 95% H>O/ 5% D,O. Water
suppression was achieved by the excitation sculpting method and the 1D spectra were collected at 298K on a
950 MHz Bruker Avance III HD spectrometer equipped with a cryoprobe.

For SAXS or Crystallogenesis experiments. Unlabeled GON7 was prepared according to the above protocol
except that E. coli BL21 GOLD cells were grown in rich 2xYT medium. The subcomplex LAGE3/GON7 was
prepared by using two monocistronic vectors (pET21aLAGE3 and pET24d GON7. E. coli BL21 GOLD cells
were cotransformed by adding 50 ng of each plasmid. The transformed cells were grown in rich 2YT medium
during 3 hours at 37°C. Cells were then harvested by centrifugation, suspended in 40 mL of lysis buffer A (20
mM Tris buffer pH 7.5 + 200 mM NaCl + 5 mM 2-mercaptoethanol) and stored at -20°C or directly used for
purification. Cells were lysed on ice by three successive sonication cycles of 30 seconds using a Branson
Sonifier and centrifuged at 20000 g for 30 minutes. Supernatant (i.e. soluble cell extract) was loaded on NiIDA
silica resin (Macherey Nagel, Duren, Germany) and 40 mL of buffer A was applied as a washing step. Bound
proteins were eluted using 3 fractions of 2 mL of buffer A supplemented with 100, 200 and 400 mM imidazole,
respectively, with samples from each purification step being analyzed by SDSPAGE. We loaded the pooled
fractions onto an analytical S75 size exclusion chromatography column. LAGE3 and GON7 co-eluted as a
single peak at 59 mL. Eluted fractions were analyzed by SDS PAGE (Supplementary Fig.12). The
subcomplex OSGEP/LAGE3/GON7 was prepared by using a polycistronic vector (namely “pET24a-
BC25 hKEOPS opt”) designed to express the complete (i.e. 5 subunits) human KEOPS complex according
to a previously published strategy*. Briefly, human KEOPS genes were codon-optimized for bacterial
expression using EuGene software®, and subcloned into a pET24a vector between the Ndel and Xhol restriction
sites and ordered from Genscript (Piscataway, USA). Sequence of the polycistronic gene is shown in
Supplementary Table 8. The co-expression of the KEOPS subunits was achieved in the E. coli Rosetta pLysS
strain at 37°C for 3 hrs. Cells were then harvested by centrifugation, suspended in 40 mL of lysis buffer A (20
mM Tris buffer pH 7.5 + 200 mM NaCl + 5 mM 2-mercaptoethanol) and stored at -20°C or directly used for
purification. Cells were lysed on ice by three successive sonication cycles of 30 seconds using a Branson
Sonifier and centrifuged at 20000 g for 30 minutes. Supernatant (i.e. soluble cell extract) was loaded on NiIDA
silica resin (Macherey Nagel, Duren, Germany) and 40 mL of buffer A was applied as a washing step. Bound
proteins were eluted using 3 fractions of 2 mL of buffer A supplemented with 100, 200 and 400 mM imidazole,
respectively, with samples from each purification step being analyzed by SDS-PAGE. Interestingly, we could
only co-express and co-purify OSGEP, LAGE3 and GON7 on the NiIDA column. Indeed, SDS-PAGE analysis
of the eluted fractions (Supplementary Fig.13a) showed the presence of OSGEP, LAGE3 and GON7, with
barely detectable amounts of TPS3RK and TPRKB (which is probably due to their low soluble expression
levels in our polycistronic expression vector system). We loaded the pooled fractions onto an analytical S200
size exclusion chromatography column. As shown in Supplementary Fig.13b, OSGEP, LAGE3 and GON7
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co-eluted as a single peak at 14.5 mL suggesting they are forming a complex. The identity of the three proteins
in the eluted peak was confirmed by mass spectrometry (Supplementary Table 9).

Additional information on sequence analysis

Multiple sequence alignments with human YRDC, Sulfolobus tokadaii SuaS and Pyrococcus abysii Sua$,
Escherichia coli YrdC and GON7 family were realised using blosum62 matrix®. The 3D model was generated
using the protein fold recognition protocols of modeller software based on one — and three- dimensional
sequence profiles’. Structure-based alignment of a subset was performed using the ESPRIPT platform®. All
structural figures were generated with Pymol (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0
Schrodinger, LLC). The hydrophobic surface creation was performed by PyYMOL command to color protein
molecules according to the Eisenberg hydrophobicity scale’. Structural comparisons was performed with the
PDBeFold web server!’.

Additional information for production and purification of human WT YRDC and mutants

DNA sequences of human YRDC WT, A84V and del265 have been purchased at Genscript (Piscataway NIJ,
USA) and subcloned in the pET21d vector between Ncol and BamHI, giving expression plasmids
BC47_YRDC-WT, BC48_YRDC-A84V and BC49_YRDC-del165 respectively (see enclosed sequences in
Supplementary Table 3). Bacteria BL21 Gold have been transformed with 50 ng of plasmid and grown at
37°C in 800 mL of 2xYT rich medium supplemented with ampicillin. When bacteria started to reach
exponential phase growth (ODsoonm = 0.4), cultures have been shifted to 30°C for one hour and protein
expression was triggered by adding 0.5 mM of IPTG. Cultures have been incubated for 3 more hours at 30°C
and harvested by centrifugation at 6000 g for 20 minutes. Bacterial pellets were resuspended 35 mL of in Tris-
HC125 mM, pH 7.5 + 200 mM NaCl + 5 mM 2-mercaptoethanol.

Cell pellets have been lysed on ice by sonication using a Branson Sonifier (3 cycles of 30 seconds) and
centrifuged at 20000 g for 30 minutes. Supernatant has been loaded on NiNTA resin (Qiagen) and purified by
adding successive fraction of Tris-HCI 25 mM, pH 7.5 + 200 mM NaCl + 5 mM 2-mercaptoethanol
supplemented with 20 mM, 40 mM, 60 mM, 100 mM, 200 mM and 400 mM of imidazole. Protein fractions
eluted at 200 and 400 mM of imidazole were pooled and further purified on S75 (16/60) superdex column (GE
Healtcare) elquilibrated with Tris-HCI 25 mM, pH 7.5 + 200 mM NaCl + 5 mM 2-mercaptoethanol. Purity
was checked by SDS-PAGE and the purest fraction were pooled and concentrated by ultrafiltration. Finally,
YRDC-WT could be concentrated up to 5 mg/mlL, YRDC-A84V up to 3 mg/mL and YRDC-del265 up to 1
mg/mL.

Additional information for the activity assay of YRDC WT and mutants in vitro.

Activity of YRDC WT and mutants has been assayed in multi-well plate using the published malachite green
method!!. Pyrophosphatase (#11643 from Sigma) was used as the coupling enzyme. The following solutions
were prepared:

-Staining solution: 5 mL of Ammonium molybdate 4.2% (w/v) + 15 mL of malachite green 0.045 % (w/v)
were mixed at room temperature for 30 minutes and filtered through 0.22 um.

-Stop solution: NaAcetate 0.25 M pH4

-Pre-mix solution (for 4 reactions): 60 uL of ATP at 1.5 mM + 120 pL of MgCl; at 1.5 mM + 30 pL of
NaHCOs3, at 100 mM + 60 pL of L-threonine at 1.5 mM + 2 uL of 1U/uL Pyrophosphatase + 288 pL of Tris-
HCl 50 mM pH7.5. For the pre-mix solution, all of the mentioned stock solutions of substrates and
Pyrophosphatase have been prepared in Tris-HC1 50 mM pH7.5.

-50 uL of stop solution were dispensed in enough wells of a microtiter plate held on ice.

At t=0, 140 pL of pre-mix was incubated with 10 uL of 1.4 mg/mL of YRDC WT or mutants (or 10 pL of
Tris-HC1 50 mM pH?7.5 for the pre-mix solution) and 20 uL were immediately mixed in 50 uL of stop solution.
The remaining solution was incubated at 30°C and aliquots of 20 uL. were mixed with 50 pL of stop solution
at 10’, 20°, 30°, 60’ and 90°.

-60 pL of staining solution were added in each wells of the microtiter plate which was incubated at room
temperature. For standard curve determination, concentrations of inorganic phosphate (5 to 50 uM) were
assayed in parallel in the same microtiter plate

Absorbance at 620 nm was read after 15- and 30-minutes using a Tecan Infinite 200 PRO plate reader.
Absorbance values were plotted versus time and each kinetic was fitted by linear regression using Excel
software (Microsoft). Initial velocity (mAU/min) was calculated as the slope of each line. Each kinetic was
recorded in triplicate.
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I11.2. Conclusion de |'article.

Cette étude, alliant des approches de génétique humaine a des approches biochimiques et
structurales, a mis en évidence I'impact de mutations des genes codant les protéines YrdC et
GON?7 sur le taux de modification t°A des ARNt et in fine sur des dérégulations cellulaires
entrainant la pathologie GAMOS. Ainsi, nous avons montré que le défaut de la modification
t®A des ARNt altére globalement la synthése des protéines, conduisant a I’apoptose cellulaire.

Alors que le défaut de YrdC diminue significativement le taux d'ARNt modifié, ce qui a pour
conséquence un phénotype GAMOS séveres, le défaut de GON7 entraine des symptomes plus
légers chez les patients GAMOS.

En absence de GON7, LAGE3 dimérise et les sous-unités du complexe KEOPS s’agencent
en octamére de stoechiométrie 2:2:2:2 (Wan et al., 2017). En revanche, la présence de
GON?7, quiinteragit avec la surface hydrophobe de LAGE3, induit la formation d’un pentamere
de stoechiométrie 1:1:1:1:1 (Wan et al., 2017). Chez la levure, il a été suggéré que yGon7
stabilise le complexe pentamérique (Zhang et al., 2015). Cet agencement pentamérique
impacte positivement 'activité d’un facteur 4 a 5 de la modification t°A (Wan et al., 2017).
Cependant, en absence de GON7, le complexe KEOPS in vitro de stocechiométrie 2:2:2:2
assure tout de méme une activité t°A (Wan et al., 2017).

L’ensemble de ces données montre que GON7 contribue a la stabilisation de la forme
stoechiométrique 1:1:1:1 :1 du complexe KEOPS, qui est la forme la plus active d’un point de
vue catalytique. Toutefois son absence n’altére pas drastiquement la modification t°A,
expliquant le symptome « adoucit » des patients GAMOS qui présentent des mutations sur
GON7.

Nous avons évoqué en introduction générale, la disparité des phénotypes lors d’un
défaut de la modification t°A a travers les espéces (cf. § 4.9. page 78). Ainsi, la modification
t®A est essentielle a la survie de la majorité des bactéries. Quant aux champignons, I’altération
de la modification t°A est tolérée sous des conditions standards non stressantes et conduit
souvent a des erreurs de lecture des codons, altérant globalement la machinerie de la
traduction.

Enfin, le défaut de la modification t°A modifie le développement des organismes
pluricellulaires avec un impact d’intensité variable selon les organes. En effet, le défaut t°A

altere globalement les podocytes et les cellules neuronales chez 'Homme et le
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développement des disques imaginaux chez la Drosophila melanogaster (Rojas-Benitez et al.,
2017). LU'exacerbation du phénotype au sein de ces cellules peut s’expliquer par une forte
activité mitotique qui demande une machinerie de traduction des protéines hautement
performante, rendant ces organes vulnérables en cours de développement a chaque
perturbation.

Méme si des fonctions alternatives ont été attribuées au complexe KEOPS, tel que
I'hnoméostasie des télomeres, pouvant expliquer les phénotypes pléiotropes dans les
organismes (Downey et al., 2006; Kisseleva-Romanova et al., 2006; He et al., 2019; Liu et al.,
2018), notre étude montre que le syndrome GAMOS est relié au défaut de la modification t°A

causé par les mutations sur les genes YRDC et GON?7.
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[1.3. Résultats supplémentaires.

I11.3.1. Evolution des interfaces GON7/LAGE3 et Gon7/Pccl.

Les protéines GON7/yGon7 sont considérées comme des IDPs (Zhang et al., 2015; Wan et al.,
2017). Les IDPs sont des protéines qui évoluent trés rapidement et il est tres difficile de statuer
sur leur origine évolutive (Brown et al., 2011). De plus, les IDPs peuvent interagir avec des
partenaires différents dans divers contextes biologiques et par conséquent acquérir des
conformations différentes (Dyson et Wright, 2005). Méme si les séquences peuvent diverger
significativement pendant I’évolution, le « fold » des protéines est généralement plus
préservé (lllergard et al., 2009). Il est considéré que deux protéines qui possédent un pli
tridimensionnel similaire et plus de 30 % d’identité de séquence sont des homologues c’est-
a-dire qu’elles partagent un ancétre commun. Ici nous avons I'exemple des protéines GON7
et yGon7 qui présente une structure tridimensionnelle presque identique en interaction avec
LAGE3 et Pccl et ayant une fonction commune alors qu'elles possedent seulement 17 %
identité de séquence.

De fagon surprenante, au sein du laboratoire il a été observé que GON7 de 'Homme
ne complémente pas la souche Saccharomyces cerevisiae lors de I’extinction du géne yGON?7,
observé aussi par I'équipe de F. Sicheri (Wan et al., 2017), suggérant une spécificité des
interfaces GON7/LAGE3 et yGon7/Pccl.

Nous avons entrepris une analyse des séquences dans le but de comprendre cette
incapacité de complémentation. 18 séquences de GON7, dont 6 séquences de métazoaires et
12 séquences de champignons, ont été alignées avec MAFFT (Katoh et al., 2019). L’alignement
multiple des séquences a permis de révéler quelques acides aminés conservés et quelques
acides aminés similaires au sein des GON7 (surlignés en rouge et jaune respectivement sur la
figure 62). Nous avons aussi identifié les acides aminés impliqués dans l'interaction avec leur
partenaire LAGE3/Pccl respectif (surlignés en cyan sur I'alignement en figure 63).

Les séquences des protéines de la famille LAGE3 et Pccl ont été également alignées
avec MAFFT (Katoh et al., 2019). Nous avons ainsi identifié et localisé les acides aminés des
protéines LAGE3 et Pccl impliqués dans I'interaction avec leurs partenaires GON7 et yGon7
respectifs (figure 61). Les acides aminés stabilisant les interfaces sont localisés a des positions
équivalentes dans les deux structures GON7-LAGE3 et Gon7-Pccl (figure 61).

Les séquences Gon7 des champignons sont plus longues que celles des GON7 des

métazoaires. A titre d’exemple GON7 de ’'Homme possede 100 acides aminés alors que Gon7
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de levure en possede 123. Gon7 de Saccharomyces cerevisiae (code PDB 4WXA) se replie en 2
brins B antiparalleles (acides aminés 1 a 19), suivis d’une région désordonnée (acides aminés
20 a 64) puis enfin de deux hélices a consécutives. Il est important de noter que dans des
séquences Gon7 de différents champignons, les acides aminés de cette région désordonnée
sont conservés ou similaires chez les organismes (région encadrée en noir sur |'alignement en
figure 62).

Cette région n'est pas conservée dans les séquences de GON7 des métazoaires et les
deux hélices al de GON7 et yGon7 s'alignent. Au cours de I’évolution, les séquences des
métazoaires pourraient avoir perdu cette insertion ou bien les séquences des champignons
auraient pu acquérir cette insertion en interaction avec d’autres partenaires.

La leucine 33 de GON7 est conservée dans toutes les séquences et est localisée au
début des hélices al (surlignée en rouge sur l'alignement, figure 62 page 229). De méme, la
tyrosine 7 est conservée et localisée sur les brins B1, a 'exception de GON7 de Sarcophilus
harrisii qui possede une phénylalanine a cette position (localisée par une étoile verte sur
I'alignement en figure 62). L'encombrement stérique de ces deux résidus aromatiques est
similaire. Un glutamate ou un aspartate sont localisés au début des brins B, (E11 pour la
séquence GON7). Au bilan, il semblerait qu’au début de chaque élément de structure
secondaire, les acides aminés sont conservés ou présentent des propriétés physico-chimiques
similaires.

Aussi, nous avons étudié les acides aminés impliqués dans la stabilisation des
hétérodimeres. Par exemple, la Ks1 de GON7 interagit avec l'aspartate D15 de LAGE3. Ce
dernier acide aminé est conservé dans Pccl et interagit avec la Qs qui présente un
encombrement stérique similaire a la lysine. Ces acides aminés occupent des positions
équivalentes dans les structures (figure 61 A et B). Mais les acides aminés qui stabilisent ces
interfaces ne sont pas toujours conservés ou ne présentent pas toujours des propriétés

physico-chimiques similaires.
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Figure 61 Structure quaternaire des complexes (A) GON7-LAGE3 de I'Homme (en orange et bleu
respectivement) (code PDB 6GWIJ) et (B) Gon7-Pccl de Saccharomyces cerevisiae (en orange et bleu
respectivement) (code PDB 4WXA). Les acides aminés représentés en stick sont ceux qui sont impliqués dans
I'interaction et sont surlignés sur les alignements multiples des séquences Figures x et y, respectivement en
cyan et magenta pour GON7/Gon7 et LAGE3/Pccl.

Par exemple, la tyrosine 7 et la phénylalanine 48 de GON7 forment des liaisons
hydrogenes avec la cystéine 113 de LAGE3 (figure 61 A). La tyrosine 8 et I’arginine 88 de Gon7
de Saccharomyces cerevisiae forment des liaisons hydrogénes avec I'aspartate 63 de Pccl
(figure 61 B). Ces acides aminés sont localisés a des positions équivalentes sur les structures
(figure 61). Sur I'alignement de la famille de protéines LAGE3-Pccl, les acides aminés Ci13 et
De3 s'alignent (figure 63), présentant des encombrements stériques et des charges qui
different. Ils interagissent avec la phénylalanine Fss et I'arginine Rss respectivement qui
occupent des positions équivalentes dans GON7/Gon7 et qui ont également des propriétés
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polaires différentes. Aussi, la phénylalanine F3o de GON7 interagit avec la proline P7o de LAGE3,
alors qu'aux positions équivalentes dans la levure, la tyrosine Yes de Gon7 interagit avec le
glutamate Eyo de Pccl.

La nature de ces acides aminés differe par leur propriété physico-chimique mais
stabilisent I'interface a des positions équivalentes.

La co-évolution des protéines GON7, yGon7 et LAGE3, Pccl a donc permis de conserver
le méme mode d'interface d'un long feuillet de brins B anti-paralleles et de deux hélices a.
Néanmoins, la divergence des séquences entre GON7 et yGon7 permet d'expliquer que cette
interface reste spécifique dans chaque espéce et que la protéine GON7 de 'Homme ne
complémente pas la levure délétée de son gene codant yGon7.

Pour tester cette pression évolutive, il serait intéressant d'essayer de complémenter
par LAGE3-GON7 dans la levure délétée des genes PCC1-GON?7. Aussi, il serait intéressant de
muter |'aspartate 63 par une cystéine et le glutamate 20 par une proline dans les séquences

de Pccl de la levure et tester son interaction avec GON7 de I'Homme.
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Figure 62 Alignement des sous-unités GON7 des métazoaires (en marron) et Gon7 des champignons (en
orange). 18 séquences ont été alignées avec MAFFT (online version 7). La matrice utilisée est BLOSUM 40. Les
séquences proviennent de UNIPROT (HUMAN : Homo sapiens, BOVIN : Bos taurus, PIG : Sus scrofa, RAT :
Rattus norvegicus, MOUSE : Mus musculus, SARHA : Sarcophilus harrisii, CANGA : Candida albicans, YEAST :
Saccharomyces cerevisiae, TORDC: Torulaspora delbrueckii, KAZAF : Kazachstania africana, NAUDC :
Naumovozyma dairenensis, ASHGO: Ashbya gossypii, KLULA: Kluyveromyces lactis, WICCF :
Wickerhamomyces ciferrii, DEBHA : Debaryomyces hansenii, 9ASCO : Debaryomyces fabryi, SPAPN :
Spathaspora passalidarum, SCHPO : Schizosaccharomyces pombe.) L’alignement multiple de séquence a été
ensuite traité par ESPRIPT. Les acides aminés surlignés en jaune sont similaires et en rouge sont strictement
conservés. Les acides aminés surlignés en cyan sont impliqués dans l'interaction avec leurs partenaires
respectifs LAGE3 ou Pccl. La région des acides aminés 20 a 64 de yGon7, désordonnée, absente chez GON7,
est encadrée en noire. Les étoiles vertes indiquent les acides aminés discutés dans le texte.
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Figure 63 Alignement des sous-unités LAGE3 des métazoaires (en marron) et Pccl des levures (en orange).16
séquences ont été alignées avec MAFFT (version 7). La matrice utilisée est BLOSUMG68. Les séquences
proviennent de UNIPROT (HUMAN : Homo sapiens, BOVIN : Bos taurus, PIG: Sus scrofa, RAT : Rattus
norvegicus, MOUSE : Mus musculus, CANGA : Candida albicans, YEAST : Saccharomyces cerevisiae, KAZAF :
Kazachstania africana, NAUDC : Naumovozyma dairenensis, ASHGO : Ashbya gossypii, KLULA : Kluyveromyces
lactis, WICCF : Wickerhamomyces ciferrii, DEBHA : Debaryomyces hansenii, 9ASCO : Debaryomyces fabryi,
SPAPN : Spathaspora passalidarum, SCHPO : Schizosaccharomyces pombe). L’alignement multiple de
séquence a été ensuite traité par ESPRIPT. Les acides aminés surlignés en jaune sont similaires et en rouge
sont strictement conservés. Les acides aminés surlignés en magenta sont impliqués dans I'interaction avec
leurs partenaires respectifs GON7 ou Gon7. Ceux surlignés en rouges sont strictement conservés et ceux en
jaunes sont similaires. Les étoiles vertes indiquent les acides aminés discutés dans le texte.
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[11.3.2. Modélisation de la structure 3D du complexe entier KEOPS humain par

diffusion des rayons X aux petits angles.

[11.3.2.1. Matériels et Méthodes.

Production, expression et purification des protéines solubles.

Les génes codant les protéines GON7, LAGE3, OSGEP, TP53RK, TPRKB ont été sous clonés entre
les sites Ndel et Xhol dans un plasmide pET24a (nommé BC25) sous le controle du promoteur
T7. Les protéines TP53RK et TPRKB ne s'expriment pas (cf. article Ill, page 209), nous avons
donc construit des plasmides monocistroniques possédant les genes codant TP53RK et TPRKB
sous clonés respectivement dans des plasmides pET24d et pET21a (le détail des séquences est
en annexe 3).

100 ng du plasmide BC25 ont été incubés dans 100 L de souches chimio compétentes
BL21 gold DE3 (Novagen). 50 ng du plasmide pET24d-TP53RK et 50 ng du plasmide pET21a-
TPRKB ont été co-incubés dans 100 pL de souches chimio compétentes BL21 Rosetta
(Novagen). L’expression des protéines a été réalisée dans un milieu 2YT riche supplémenté en
antibiotiques appropriés et la production des protéines a été induite a I'lPTG (0,5 uM). Apres
I'induction a I'IPTG, une centrifugation (4000 g, 20 minutes, 8°C) a été réalisée. Les culots
bactériens sont resuspendus dans 35 mL de tampon 20 mM Tris-HCI pH 7,5, 200 mM NaCl, 5
mM B-mercaptoéthanol. 70 mL de suspension bactérienne exprimant OLG et 30 mL de
suspension bactérienne exprimant TP35RK et TPRKB sont mélangés puis conservés a -20°.
Aprés décongélation, la lyse des cellules est réalisée par sonication a 0°C (Branson sonifier
250, 3 cycles de 1 min, 30% de puissance). Les extraits cellulaires totaux sont centrifugés 30
minutes a 20000 g et le surnageant, composés de la fraction protéique soluble dont les
protéines recombinantes d’intérét, est récupéré pour la suite de la purification (Quevillon-
Cheruel et al., 2004). Le surnageant est incubé avec la résine de silice Ni>*NTA (Qiagen). Ainsi
les protéines du complexe KEOPS sont purifiées selon la méthode IMAC (Immobilized Metal
Affinity Chromatography) et éluées par des sauts de concentrations croissantes d’imidazole
(de 60 a 400 mM) qui rentrent en compétition avec I'affinité de I'étiquette 6 histidines avec
les ions Ni?*. Les fractions d’élution contenants les protéines d’intéréts sont réunies et
concentrées par ultra-filtration sur membrane de porosité (seuil de coupure de 30 kDa

(Centricon). Les protéines sont ensuite purifiées par chromatographie d’exclusion stérique
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utilisant des colonnes Superdex 200 16-600 (GE-Healthcare) préalablement équilibrées dans
un tampon 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 200 mM NacCl, 5 mM B-mercaptoéthanol. L’élution le long
de la colonne se fait avec un débit de 1 ml.minl. Des fractions de 1,5mL sont collectées en
sortie de colonne. Un détecteur d’UV mesure I"absorbance a 280 nm et 260 nm en sortie de
colonne, ce qui permet d’identifier les fractions ou les protéines sont présentes et s'il y a
présence de nucléotides. Enfin les fractions d’intérét sont analysées en sortie de colonne par
SDS-PAGE et celles contenant les protéines d’intéréts les plus pures sont réunies et
concentrées par ultra-filtration sur membrane de porosité (seuil de coupure de 30 kDa
(Centricon). La concentration des protéines est estimée par lecture de I'absorbance a 280 nm.
Pour cela, on utilise les valeurs théoriques du coefficient d’extinction molaire et du poids
moléculaire (en faisant I’hypothése que la DO a 280nm est uniquement due aux protéines
d’intérét). De plus, 'examen du spectre d’absorbance entre 240 et 340 nm permet de vérifier

I’'absence de contamination par des acides nucléiques.

SAXS : enregistrement, collection et traitement des données.

Les mesures de SAXS ont été réalisées sur la ligne SWING du synchrotron SOLEIL (Saint-Aubin).
L’énergie du faisceau incident est fixée a 12,6 keV, soit A = 1 A, pour les mesures réalisées sur
des protéines en solution. La distance entre I’échantillon et le détecteur (Eiger 4M Dectris)) est
fixée a 1,8 m. La gamme du vecteur de diffusion est ainsi de 0,0085 < g <0, 5 A-1, ou q=
4msinB/A\ et 206 étant I'angle de diffusion. L’échantillon est injecté dans une colonne de
chromatographie d’exclusion de taille (GF-HPLC), directement connectée a la cellule de
mesure, permettant ainsi de séparer les contributions provenant des différents objets
éventuellement présents dans la solution injectée, et en particulier de s’affranchir de la
contribution due aux agrégats. La cellule de mesure est un capillaire thermostaté a 15°C, de
diamétre 1,5 mm.

Le complexe KEOPS a donc été injecté sur une colonne de chromatographie d’exclusion
(SE- HPLC Bio Sec3, Agilent, 4.5x300 mm) équilibrée avec un tampon 20 mM Tris HCl pH 7,5,
200 mM NaCl, 5 mM B-mercaptoéthanol dans le but de séparer le complexe d’éventuels
agrégats ou des partenaires isolés. Le débit de I’élution était de 0,3 puL/min. Pendant I’élution,
les courbes de diffusion ont été enregistrées toutes les secondes avec un temps mort entre

les courbes de 0,01s. Pour chaque courbe, la concentration des protéines est estimée a partir
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de I'absorption a 280 nm par un spectrophotometre UV localisé juste avant la cellule de
mesure du SAXS. Les intensités diffusées sont mises en échelle absolue en normalisant par la
diffusion de I'eau.

Un grand nombre de courbes de diffusion ont été collectées et moyennées avant
I’élution du complexe étudié. Elles correspondent a la diffusion du tampon, qui est ainsi
soustraite des courbes de diffusion de la solution de protéine, afin d’obtenir le signal de la
protéine uniquement. La courbe finale représentative du complexe étudié est obtenue en
comparant les différentes courbes mesurées au maximum du pic d’élution, en sélectionnant
les courbes identiques et en les moyennant. Ces étapes ont été réalisées avec le programme
Foxtrot développé sur la ligne SWING, et le programme US-SOMO (Brookes et al., 2016). Le
logiciel Primus a été utilisé pour déduire de la courbe I(q) la masse moléculaire, le rayon de

giration, et la fonction de distribution des distances (Franke et al., 2017).

Un modele in silico du complexe KEOPS humain a été réalisé en utilisant le logiciel
MODELLER (Sali et al., 1995). Les positions des régions flexibles sont obtenues en ajustant la
courbe calculée du modéle a la courbe expérimentale des intensités I(q) en utilisant le logiciel
DADIMODO (Evrard et al., 2011). Un dernier ajustement de la courbe calculée a été faite avec

le programme CRYSOL de la suite ATSAS (Svergun et al., 1995).

[11.3.2.2. Résultats.

L’expression recombinante des protéines ainsi que leur purification puis la reconstitution du
complexe ont été réalisés comme décrit dans la partie Matériel et Méthodes. L’analyse
structurale du complexe en solution a été faite par SEC-SAXS sur la ligne Swing du synchrotron
SOLEIL (St Aubin) (cf. Matériel et Methodes).

Le complexe KEOPS humain a été purifié par chromatographie d'affinité sur ions
métalliques (Ni®*) immobilisés suivie d’'une chromatographie d’exclusion stérique utilisant une
colonne Superdex 200 16-600 (GE Healthcare). Le chromatogramme montre que des
protéines sont éluées a un volume d'élution de 78 mL. Le volume d'élution est compatible
avec la taille du complexe KEOPS de 112000 Da selon la calibration de la colonne
préalablement effectué. Un pic minoritaire est élué vers 50 mL correspondant au volume mort
de la colonne. L’absorbance a 260 nm montre que ce pic correspond probablement a I'élution

d’acides nucléiques (figure 64). Un autre pic minoritaire est élué a un volume d'élution de 90
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mL correspondant a des sous-complexes. Les fractions issues du pic majoritaire de la
chromatographie d’exclusion ont été analysées par SDS-PAGE (figure 64 B) confirmant la
présence des 5 sous-unités du complexe : GON7 (12 kDa), LAGE3 (17 kDa), OSGEP (35kDa),
TP53RK (30 kDa) et TPRKB (21 kDa).

KEOPS forme donc un complexe suffisamment stable pour étre élué par
chromatographie d’exclusion stérique. Dans le but de caractériser la conformation et de
confirmer I'état d’oligomérisation du complexe KEOPS (mesuré par MALLS Wan et al., 2017),

des expériences de SAXS couplées a une chromatographie d’exclusion ont été réalisées (SEC-

SAXS) avec cet échantillon.
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Figure 64 Purification du complexe hKEOPS. A. Le suivie de I’élution sur colonne S200 16-600 est représenté
sur le chromatogramme. L’absorbance de ’'UV a 260 et 280 nm est en bleu et rouge respectivement. B. Analyse
SDS-Page des protéines du complexe KEOPS en sortie de colonne Superdex 200 16-600 (GE Healthcare). Un
marqueur de taille a été chargé sur le gel, les bandes correspondent a 250 kDa, 150 kDa, 100 kDa, 75 kDa, 50
kDa, 37 kDa, 25 kDa, 20 kDa, 15 kDa, 10 kDa. L’étoile verte correspond a la faction du pic situé dans le volume

mort de la colonne.
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Résultats.
Les analyses des expériences de SEC-SAXS ont permis d’obtenir de nombreuses
informations structurales du complexe KEOPS humain a basse résolution en solution qui sont

résumées dans le tableau suivant (figure 65).

| hKEOPS
Data collection parameters
Instrument SWING (SOLEIL)
Detector CCD-based AVIEX
0.8 mm x 0.15 mm
Beam geometry 1.0
Wavelength [A] 0.007<q<0.50
g-range [A-l] Comparison with scattering from pure H,0
Absolute scaling 2
283
Exposure time [s]
Temperature [K]
SEC-SAXS column Biosec 3 Agilent
Loading concentration [mg/mL] 3,7
Injection volume [uL] 50
Flow rate [mL.min"] 0.3
Structural parameters
1(0) Guinier [cm™] 8.19 103
R, Guinier [A] 38,68
qRg-range 0,51-1,3
1(0) p(r) [cm] 8.20 10
R, p(r) [A] 38.77 % 0.043
g-range [A1] 0.0132-0.2120
Dyvex [A] 134
Molecular mass determination
Mol . L -IMM,.qence [kDa] ® 112,9
MMbayesian [kDa] e 109,075
Credibility interval 99,200-111,25

Figure 65 Parameétres d’acquisition des données SAXS et paramétres expérimentaux déduits de la courbe I(q)
du complexe KEOPS humain. ? La masse moléculaire est calculée a partir de la séquence en acide aminés. ® La
masse moléculaire expérimentale est obtenue en utilisant I'approche Bayesienne qui combine 4 méthodes
différentes d’obtention de la masse a partir de la courbe I(q).

Les courbes de diffusion correspondant au maximum du pic d’élution ont été
moyennées. La courbe de Guinier (Ig vs g2) linéaire montre que I'objet étudié en solution est
monodisperse (figure 66 A). L'application de la loi de Guinier a permis de déterminer un rayon
de giration de 38,7 A. La masse moléculaire de KEOPS, déduite de la courbe I(q), est de 109
kDa, en accord avec la masse calculée sur la séquence (112,9 kDa). Les protéines du complexe

KEOPS forment donc un complexe pentamérique de stoechiométrie 1 :1:1:1:1.
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seconde estimation du rayon de giration (38.8 A) et une estimation de la dimension maximale

de la particule (Dmax) de 134 A, ce qui en fait un objet plutét allongé (figure 66 B).
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Figure 66 Résultats de SEC-SAXS. A. Représentation de Guinier. B. Fonction de Distribution des distances (Pr)
du complexe KEOPS humain, conduisant 3 un rayon de giration de 38.8 A et une extension maximale de 134
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Figure 67 Ajustement du modele in silico du complexe humain. La courbe expérimentale de diffusion des
rayons X du complexe KEOPS humain est représentée en noire. La courbe bleue représente la courbe de
diffusion calculée sur le modele in silico du complexe KEOPS. La superposition des deux courbes s’ajuste
parfaitement avec un x?= 1,532. L’encart en haut a droite représente le complexe KEOPS in silico ajusté par

DADIMODO (en rouge ; OSGEP, en bleu ; LAGE3, en orange ; GON7, en rose ; TP53RK, en beige ; TPRKB).

Un modele in silico de la structure tridimensionnelle du complexe KEOPS humain a été réalisé

en utilisant Modeller (Sali et al., 1995), en se basant sur les structures des sous-complexes ou
des homologues connues (Bud32-Cgi121 (code PDB 4WW39), OSGEP-LAGE3-GON7 (code PDB
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6GW1J)). Dans ce modeéle, la région C-terminale de GON7 est manquante. Elle a été modélisée
a partir de la courbe de SAXS en utilisant le programme DADIMODO (Evrard et al., 2011) qui
détermine la position des régions manquantes en ajustant la courbe calculée sur le modele a
la courbe expérimentale. Le modeéle structural obtenu est en accord avec les résultats de SAXS
comme en témoigne la valeur de x?=1,532 (figure 67). Il suggére que le complexe KEOPS
humain est un complexe linéaire comme celui de la levure (Zhang et al., 2015), et que

I'extrémité C-terminale de GON7 est essentiellement désordonnée.

L’étude par SEC-SAXS nous a apporté de nombreuses informations structurales. Tout
d'abord, la forme du complexe en solution est étendue avec une extension maximale de 138
A. Aussi, I'ajustement du modéle in silico sur la courbe expérimentale I(q) confirme la
flexibilité de I'extrémité C-terminale de GON7, confirmant que seuls 50 % de la protéine
GON7possede des structures secondaires et tertiaires comme observées dans la structure
cristallographique du sous complexe OSGEP-LAGE-GON7 (code PDB 6GW)). Les 5 sous-unités
du complexe KEOPS forment un complexe stable de stoechiométrie 1:1:1:1:1 de la méme
facon que le complexe KEOPS de la levure. Wan et al., ont mis en évidence par SEC-MALLS
qgu'en absence de GON7, les autres sous-unités du complexe KEOPS forment un objet de
stoechiométrie 2 :2 :2 :2 en solution (Wan et al., 2017). Nos données montrent sans

ambiguité que la présence de GON7 réorganise le complexe KEOPS humain en pentamere.

[11.3.3. Etude structurale du complexe KEOPS humain avec son substrat:

|'ARNt”eAuu.

[11.3.3.1. Matériels et Méthodes.

Production et purification de ’ARNt"®ayu par transciption in vitro.

Les ARNt ont été transcrits in vitro en insérant en 3' la séquence du ribozyme HDV (annexe 4).
Les génes codant I'ARNt"ayy suivi du ribozyme (ces deux séquences sont séparées par un site
Ndel) ont été sous clonés entre les sites Bglll et Xhol dans un plasmide pUC18 (nommé
pUC18DNAARNt),

100 ng du plasmide pUC18DNA”RNt ont été incubés dans 100 pL de la souche XL1 blue
résistantes a la tétracycline (Novagen). Les bactéries transformées par choc thermique sont
amplifiées dans un milieu riche 2YT supplémenté des marqueurs de sélection adéquate

(ampicilline et tétracycline a 50 ug.mL?) pendant 1 nuit a 37°C sous agitation (200 rpm). L’ADN
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plasmidique est ensuite purifié a I'aide du kit commercial Endofree plasmid Maxi Kit (Qiagen).
Une derniere étape de purification de I’ADN plasmidique est réalisée par précipitation a
I'isopropanol 100% (Edelmann et al., 2014). L'ADN plasmidique pUC18DNAARNt est ensuite
linéarisé par 'enzyme de restriction Xhol formant la matrice linéaire pUC18DNAARNt, Cette
matrice (0,02 pg.uL?) est ensuite utilisée pour la réaction de transcription in vitro par la T7
polymérase (0,03 pg.uL?) dans un tampon 40 mM Tris HCl pH 8, 1 mM spermidine, 5 mM DTT,
0,01 % triton 100 X, 2 mM de chaque NTPS (Thermofischer), 10 mM MgCl, pendant 4 heures
a 37°C. Pour s’affranchir au maximum de la fraction de ribozyme HDV non clivé, la réaction est
supplémentée de 5 mM final de MgCl, qui sert de cofacteur pour la réaction d’auto-clivage du
ribozyme. La solution est incubée pendant 20 min a température ambiante puis 10 min a 65°C
et enfin 30 min a température ambiante. La solution est centrifugée pendant 10 min a 7000g
pour sédimenter le pyrophosphate PPi (un des produits de la réaction de transcription). Le
surnageant est concentré a l'aide d’'une membrane de 5 kDa (centricon). Un volume de
solution de réaction est mélangé a un volume d’urée a 7 M dans le but de dénaturer ’ARNt et
le ribozyme. La fraction d’ARNt est purifiée sur gel d'acrylamide 10% et 7M urée. La migration
est réalisée dans un tampon TBE 0,5x (44 mM Tris pH 8,3, 44 mM boric acid, 0.1 mM EDTA) a
300 V pendant 3 a 4h afin de séparer les bandes correspondantes a la fraction du ribozyme et
a la fraction d’ARNt. Apres découpage de la bande idoine, les ARNt purs sont récupérés par
électro élution (35 min, 100V) dans un tampon TBE 0,5X et précipités avec 2,5 volumes
d’éthanol 100 % froid supplémenté d’acétate de sodium (2.5 M pH 7,5) pendant une nuit a -
20°C. La solution précipitée est finalement centrifugée (1h, 20000g, 4°C) et selon la taille du
culot, les molécules d’ARNt sont supendues dans 100 a 200 pL de tampon (20 mM HEPES, pH
7,5, 20mM MgCl). La concentration finale d'ARNt est estimée par lecture de I'absorbance a

260 nm (Nanodrop).

Tests d’interaction préliminaires de I’ARNt"®auy avec le complexe KEOPS par technique de
retard sur gel.

La réaction d'interaction entre le complexe KEOPS et I'ARNt'"®yy a été réalisée dans un volume
final de 40 pL contenant 0,18 pmol (45 nM) d’oligonucléotide (ARNt'"®ayy) radiomarqué au 32P
et de protéine a différentes concentrations, dans un tampon contenant 25 mM HEPES pH 7.5,

50 mM NaCl, 20 mM MgCl, 5 mM B mercaptoéthanol. Apres incubation pendant 30 min a

238



4°C ou a température ambiante, 2 puL de tampon de dép6t 6x (10 mM Tris-HCl pH 7,5, 20%
glycerol, 1 mM EDTA, 0,1 mg/ml BSA, et 0,1% xyléne cyanol) ont été ajouté a la réaction, puis
le mélange a été déposé sur un gel de polyacrylamide (37 :5 :1) 6%, 0,5 x TBE, 0,5 mM EDTA
et les complexes nucléo-protéiques ont été séparés par électrophorese dans un tampon
TBE1X, sous une tension de 100 V (7.5 V/cm) a 4°C pendant 3 a 4 heures. Aprés migration, le
gel a été séché puis la radioactivité a été révélée par exposition sur un écran PhosphorScreen
(GE) et une lecture a 533 nm par un scanner Typhoon. L’intensité des bandes a été mesurée

par le logiciel Imal.

Purification du complexe KEOPS- ARNt'"®auy par chromatographie d’exclusion stérigue.

L'ARNt"ayu pur a été incubé avec le complexe KEOPS humain a un ratio 1 : 1 pendant 1 heure
a 4°C. La solution a été ensuite déposé sur chromatographie d’exclusion stérique (colonne
Superdex 200 10-300 analytique) préalablement équilibré dans un tampon 20 mM Tris HCIl pH
7,5, 200 mM NaCL, 20 mM MgCl,. La colonne analytique permet de charger des petits volumes

de 100 a 500 pL dans le but d’analyser la stabilité du complexe nucléoprotéique.

[11.3.3.2. Résultats.

Purification de I'ARNt.

Apres linéarisation du plasmide, 'ARNt est ensuite transcrit in vitro, et purifié selon un
protocole décrit en Matériels et Méthodes. La révélation par ombrage UV du gel acrylamide

<«—— ARNt + Ribozyme

<«—— Ribozyme

<«— ARNt

Figure 68 Analyse de la purification de 'ARNt"®,yy. Révélation par ombrage UV (A = 254 nm) du gel 10%
acrylamide 7M urée.

en condition dénaturante (Figure 68) permet d’observer deux bandes majoritaires
correspondantes au ribozyme et & ’ARNt", ainsi qu’une bande peu intense en haut du gel
correspondant a la fraction ARNt — ribozyme attestant une bonne efficacité de coupure du

ribozyme. La bande de I’ARNt a été ensuite découpée et les molécules d'ARNt ont été extraites
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par électro élution. Les molécules d’ARNt ont été précipitées a I’éthanol puis suspendues dans

100 pL de tampon adéquat. Les ARNt sont concentrés a 12 mg/mL soit 495 uM.

Essai de tests d'interaction entre le complexe KEOPS et de I'ARNt.

Nous avons également étudié les propriétés de fixation in vitro du complexe KEOPS
humain avec I'ARNt"®ayy par la technique de retard sur gel. La figure 69 montre que la
présence du complexe provoque un retard de migration des ARNt"®ayy radiomarqués sur gel
d’acrylamide en condition native, détectable dés 150 nM de protéine, et visible sous la forme

d’une bande discréte retardées correspondant au complexe nucléoprotéiques (figure 69).

______W

0 10 30 50 150 300 500nM

O

-

fraction d'ARNt retenue 0,04 0,33 0,66
fraction d'ARNt libre 1 1 0,97 0,97 0,83 0,46 0,36

Figure 69 Propriétés de fixation a ’ARNt par le complexe KEOPS humain par retard sur gel. Les concentrations
croissantes du complexe KEOPS sont écrites en haut du gel. Les fractions d’ARNt libre et retenue par le
complexe KEOPS calculées a partir de I'aire des bandes par ImaJ sont notées dans le tableau en bas du gel.

L'intensité des bandes mesurées par ImalJ met en évidence que a une concentration
500nM de complexe KEOPS, 66% de I’ARNt"®auy substrat sont retardés. Malheureusement la
gamme de concentration du complexe KEOPS ne permet pas d’observer un taux de 100% de

I’ARNt"®ayu substrat retardés. Nous pouvons tout de méme estimer un ordre de grandeur de

[su-[EL]
[ES]

enzyme et a concentration limitante en substrat, on peut approximer que [El] = [E}] — [ES]

la constante de dissociation approximatif. Comme Kp= , a concentration majoritaire en

ES-(ET—-ES)

et [SI] = [ES]. AinsiKp = 5

et donc Kp=[Er] — [ES] . A demi-saturation du substrat :

[E-]>> [Sl]et [E;]>> [ES], donc Ko = [E7]. Comme 66 % de I’ARNt substrat sont retardés a
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500 nM du complexe KEOPS, on peut approximer que dans ces conditions, le Kp est d'environ
380 nM ((500/0,66) x 0,5)), ce qui a été confirmé plus tard dans le laboratoire par Dr. Sylvie
Auxilien, qui a mesuré un Kp de 260 nM en absence de Mg?* par anisotropie de fluorescence
de I’ARNt possédant une sonde fluorescente (données non publiées).

La quantité d'ARNt purifié nous fait défaut et nous n'avons pas pu reconstituer le
complexe nucléoprotéique avec un taux d'occupation du complexe KEOPS a 100 % par I'ARNt.
Aprés une incubation de 1 heure a 4°C, le complexe KEOPS en présence de '’ARNt"®pyy a été
purifié par chromatographie d’exclusion stérique analytique Superdex 200 10/300 (GE
Healthcare) a pH neutre et en présence de Mg?* (voir Matériel et Méthode). Un échantillon
d’ARNt"®pyy a été également injecté seul dans les mémes conditions expérimentales, afin de
localiser son volume d’élution sur cette colonne. Les chromatogrammes d’élution et le gel

SDS-PAGE correspondant aux fractions d’élution du complexe sont illustrés a la figure 70.

2000 T

T C T T
UV,60nm ARNE'®
UV,500m ARNt''®
1500 - | "
| UVzg0nm HSKEOPS+ ARNt'®
‘ l UVs50nm HSKEOPS+ ARNt'
5 ’ |
T 1000 | |
i
5 k‘
500 | 4
B
A
0 ¢ 1 .
5 10 15 20 25 30

volume_mL

Figure 70 A gauche est représenté les 2 chromatogrammes d’élution superposés de I’ARNt" seul (le suivie de
I'absorbance 3 260 nm et 280 nm est représenté en vert et noir respectivement) et du complexe KEOPS-ARNt'®
(le suivie de I'absorbance a 260 nm et 280 nm est représenté en rouge et bleu respectivement). Les fractions
correspondantes au pic B et C sont analysées sur gel SDS Page en condition dénaturante (a droite).

Un seul pic d’élution est observé en sortie de colonne, grace au suivi de I'absorbance
a 260 et 280 nm, lors de la purification de I’/ARNt" (le pic A de la figure 70), alors que 2 pics
sont visibles lors de la purification du complexe nucléoprotéique (les pics B et C). Le pic B
présente une absorbance majoritaire a 280 nM et minoritaire a 260 nm, montrant que les
fractions ne contiennent pas d’acides nucléiques. Les fractions du pic B sont analysées sur gel
SDS-PAGE. Elles contiennent des protéines de taille correspondant a celles attendues pour les

protéines du complexe KEOPS. Les fractions du pic C ne contiennent pas de protéine,
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suggérant que I'absorbance mesurée provient de I’ARNt seul. Etant donné que les pics Aet C
sont élués approximativement au méme volume d’environ 15 mL, cela suggére que le
complexe nucléoprotéique n’est pas suffisamment stable pour étre purifié par
chromatographie d’exclusion stérique. En revanche les volumes de rétention des pics A et C
sont trop faibles pour pouvoir correspondre a un ARNt unique qui a une masse moléculaire
d’environ 28 kDa. Ceci suggére que I'objet élué présente une masse plus volumineuse qu’une
molécule d’ARNt monomérique. |l est possible que des interactions attractives entre les
molécules d’ARNt se soient produites. L’optimisation de la purification du complexe KEOPS

avec son substrat ARNt"® sera poursuivie dans le laboratoire.

Malgré l'incapacité de purifier un complexe nucléoprotéique par chromatographie
d’exclusion stérique, illustrant la faible interaction de I’ARNt avec le complexe protéique, nous
avons décidé d’étudier le complexe KEOPS-ARNt'"® par microscopie électronique en
transmission en mélangeant extemporanément le complexe KEOPS humain et I'ARNt"® avec

unratiol:1.
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[11.3.3.3. Etudes préliminaires du complexe KEOPS humain en présence de

I’ARNt"® par microscopie électronique en transmission.

Nous n’avons pas réussi a cristalliser le complexe KEOPS fixé a son substrat ARNt et nous avons
donc décidé d’entamer une étude structurale par cryo-microscopie électronique combinée a
I'analyse d’images de particules isolées. Le complexe nucléoprotéique présente une masse
moléculaire théorique de 140 kDa et, bien que petit, se préte a I'analyse en cryo-microscopie
électronique. Ces études ont été réalisées en collaboration avec Catherine Vénien-Bryan de
I''lPMC (Sorbonne Université). La cryo-microscopie électronique en transmission (MET) s’est
progressivement imposée comme une technique de choix pour la biologie structurale et la

détermination de structures a haute résolution (Frank, 1995).

Propriétés du microscope électronique en transmission pour l'analyse des échantillons

biologiques.

Le microscope électronique est constitué d'un canon a électrons (source des
électrons), un systéme pour accélérer les électrons (avec des tensions d'accélération allant de
60 a 300 keV), un systeme pour focaliser le faisceau d'électrons (lentilles électromagnétiques)

un porte-échantillon avec un systeme de

4:,” refroidissement a l'azote ainsi qu’un systéme

L d’enregistrement de l'image formée (figure 71).

La colonne dans laquelle se déplace les

diaphragme
du condenseur

électrons est sous un vide trés élevé afin que seule

porte-échantilion { “

I'interaction entre les électrons et |'échantillon se

. diaphragme de contraste

lentille de Iobjectif produise. Trois défauts optiques existent dans le

diaphragme [ | [
o
ntermédiaire

lentille de diffraction

microscope (Bendory et al., 2020)

lentille intermédiaire

projecteurs

des lentilles Le premier défaut observé est I'aberration

binoculaire ()~ £4

chromatique. Les électrons diffusent a différentes

écran fluorescent

L vitesses créant ainsi des faisceaux d'électrons a

|
| systéme d'enregistrement | |
|

] des images
|

différentes longueurs d'ondes. Le développement

technologique des microscopes permet de pallier
Figure 71 Représentation schématique d'un
microscope électronique a transmission (MET).
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ce défaut et de produire des faisceaux d'électrons homogenes.

Le second défaut est I'aberration de sphéricité di a des anomalies des lentilles. En effet
les rayons des électrons traversant au centre de la lentille sont moins déviés que ceux qui sont
éloignés et ainsi les électrons vont converger a des différentes distances focales. Pour corriger
ces aberrations, une correction sera appliquée lors du calcul de la fonction de transfert du
contraste (CTF) (Sigworth, 2016)

Enfin le troisieme défaut est I'astigmatisme de l'image créé par la déviation de la
convergence. Ce dernier peut se corriger par l'expérimentateur lors de la prise de vue mais
aussi lors de I'étape de la correction de la CTF.

L'image de I'échantillon se forme grace a l'interaction entre les électrons (chargés

négativement) et les atomes de I'échantillon (chargés

électron 2
incident

positivement) (Frank, 2006). Cette interaction onde-
particule est étudiée comme un ensemble d'ondes
planes ou corpuscules. Deux types d'interaction ont lieu
: la diffusion élastique ne montre pas de perte d’énergie
lors de leur déviation des électrons et la diffusion
inélastique (figure 72). Cette derniére se réalise lorsque

I'électron du faisceau communique son énergie a un

électron d'un atome de I'échantillon. Cette énergie peut

diffusion

inélastique éjecter I'électron de I'atome ou I'électron atteint un

niveau d'énergie supérieur libérant un photon qui
Figure 72 Représentation  des détruit I'échantillon. Cette perte de photon créé le bruit
phénomeénes de diffusion élastique et
inélastique d'un faisceau d'électron a

travers les différentes couches d'électrons  signal pour former I'image mais créé un décalage de
composant |I'atome.

de fond de l'image. La diffusion élastique produit le

phase appelé contraste de phase.

Les caméras numériques de dernieres générations permettent de détecter
directement les électrons contrairement aux caméras CCD sensibles aux photons et qui
nécessitaient la conversion des électrons en électrons, ce qui était une source du bruit formé

sur les images (Bai et al., 2015)
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Comme dit précédemment, le calcul de la fonction de transfert du contraste et la prise
en compte des corrections imputables aux différents défauts et aberrations du microscope
électronique sont indispensables pour former I'image de I'échantillon (Heimowitz et al., 2020).

La CTF est une méthode quantitative pour traduire la fonction d'onde de sortie et
former une image finale. Lorsqu'une fonction d'onde d'électrons passe a travers une lentille,
la fonction passe par une transformée de Fourier. La CTF est évaluée en déterminant la
fréquence spatiale pour laquelle la fonction est nulle. Plus la fréquence spatiale correspondant
a une CTF est élevée, plus I'image est de haute résolution.

Pour corriger les aberrations optiques du microscope, dont l'aberration sphérique et
I'astigmatisme et pour permettre un plus grand contraste de phase, la transformée de Fourier
a été multipliée par une CTF modélisée a plusieurs valeurs de défocalisation différentes (figure
73). Plusily ad’images (avec des valeurs de défocalisation différentes) plus I'espace de Fourier
est recouvert. Afin d’atteindre des données a haute résolution, une série de groupes d'images
a des valeurs de défocalisations différentes est donc enregistrée (Veldzquez-Muriel et al.,

2003).

Echantillon
CTF s CTF
Collectea
A plusieurs A
défocus
| différents v e

CTF

Image

Figure 73 Effet de la CTF sur la résolution et le contraste des images. Pour observer |'effet de la CTF sur I'image,
la transformée de Fourier a été multipliée par une CTF qui prend en compte deux valeurs de défocalisation
différentes.
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L'interaction onde — particule produit également de la chaleur et induit donc des
mouvements a I'échantillon biologique qui se trouve a la température de I'azote liquide (-
180°C). Les images collectées sont ainsi détériorées par ces mouvements qui introduisent
énormément de bruit dans les images. Pour corriger cette limitation, les détecteurs les plus
performants enregistrent plusieurs prises de vue dans le méme champ : c’est-a-dire que
chaque prise de vue enregistre une image "frame", il y a en a un certain nombre par seconde,
et l'alignement de toutes ces images forment un film. Afin d'obtenir un film le plus net
possible, les images sont sommées de la fagon suivante : les deux dernieres images sont
alignées puis le résultat sera aligné avec l'image précédente jusqu'a la fin des séries d'images
correspondant a cette prise de vue. L'alignement des images est un processus automatisé par
le logiciel MotionCorr (Scheres, 2012; Li et al.,, 2013) implémenté dans les suites de
programmes Relion 3.0.1 et Cryosparc (Scheres, 2015; Punjani et al., 2017). Lorsque les
détecteurs ne peuvent pas collecter les images en mode film, ces derniéeres sont enregistrées

en mode linéaire (Boutin et al., 2016).

Préparation des échantillons.

Pour 'observation, I'échantillon est déposé sur une grille (présentant un maillage fin) de 3mm
de diametre. Cette grille est généralement en Cuivre mais peut aussi étre en Or. Au-dessus de
cette grille, une fine couche de carbone est déposée. Cette couche peut étre continu (pour la
coloration négative) ou discontinu pour la cryo-MET, dans ce cas cette couche est formée de
trous de diametre variable et espacées régulierement. C'est sur cette fine pellicule de carbone
que I'échantillon se reposera ensuite pour pouvoir étre examiné au microscope. Le carbone
est généralement une substance hydrophobe. Pour rendre la surface hydrophile, les grilles
sont soumises a une décharge luminescente (plasma) formée par le passage d’un courant
électrique au travers d’un gaz a basse pression « glow-discharge » (Vénien-Bryan et al., 2017).

L'étude des objets biologiques nécessite des étapes de mises au point. Avant d'étudier
les spécimens en cryo-EM, l'analyse des échantillons par coloration négative permet de
rapidement observer les particules, de s'assurer de leurs homogénéités et de lea faisabilité de

I'étude en condition cryo.
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La méthode de coloration négative (Brenner et Horne, 1959) est utilisée pour obtenir
des images des macromolécules a tres fort contraste. L'échantillon biologique est entouré

Macromolécule d’une solution de sels de métaux lourds

/ tels que les sels d’'uranium sur une grille
I I / I
| T 5°"iti°” datomeslourds o cyjvre recouverte d’une couche de
)I C\S‘{.T", L / carbone (Harris, 1991). Les atomes
/’ : : ‘\ lourds sont utilisés parce qu'ils
4 v N\ interagissent fortement avec le faisceau

Figure 74 Présentation de la technique de coloration d'électrons et diffusent les électrons. Le
négative. Diffusion des faisceaux d'électrons a travers la
solution d'atomes lourds qui entoure I'objet biologique. degré de diffusion des faisceaux
d’électrons est  beaucoup  plus
important dans les régions d’atomes lourds que dans celles ou se trouve la protéine (figure
74). Les électrons hautement diffusés peuvent étre stoppés par I'objectif du MET alors que la
majorité des électrons traversant la protéine ou les zones ou il n'y a pas ou peu de colorant
sont récupérés sur le plan film. Ceci forme le contraste d’amplitude. Cette technique est
rapide a mettre en ceuvre mais induit des artefacts tels que parfois un aplatissement des
structures qui s'éléve a 10%, la résolution est limitée a 15-16 A (Adrian et al., 1984). De plus,
le colorant ne pénéetre pas a l'intérieur de I'échantillon, et ne recouvre que la surface de la
protéine, comme un "moule" (figure 74). Il est réparti de facon inégale autour de la protéine.
Le colorant étant tres hydrophile, il se fixera davantage sur les surfaces les plus hydrophiles
(Mannella et Frank, 1984), ainsi certaines régions peuvent présenter plus de contraste que
d'autres. Cette étape de coloration négative est souvent utilisée pour caractériser I’échantillon
biologique et permet de s’assurer de la qualité des particules, de la présence des protéines

ainsi que des ligands de grande taille.

La méthode de la cryo-microscopie électronique (cryo-EM) (Adrian et al., 1984;
Dubochet et al., 1988; Lepault et Dubochet, 1986) est plus délicate a mettre en ceuvre que la
méthode de coloration négative. En revanche, la cryo-EM préserve la structure native des
macromolécules car elle élimine les artéfacts dus a la coloration négative. Les informations
sur les images en cryo sont dominées par le contraste de phase contrairement a la coloration

négative. Les échantillons déposés sur les grilles sont plongés dans I’éthane liquide a -180°C a
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tres grande vitesse, ainsi le spécimen est maintenu dans un état hydraté congelé
biologiquement intéressant. La vitesse rapide de congélation empéche I'eau de former des
cristaux. Celle-ci se trouve sous forme solide amorphe, on dit que la glace est vitreuse et
n'arréte pas les électrons contrairement aux cristaux de glace qui interagissent fortement avec
les électrons et les arrétent. Les grilles sont finalement conservées dans de |'azote liquide (-

195°C) jusqu’a utilisation.

[11.3.3.3.1. Matériels et Méthodes.
Nous avons décidé d’étudier par cette technique le complexe KEOPS humain en interaction
avec "ARNt"®pyy. Les séquences du complexe KEOPS humain et de I’ARNt"® se trouvent en
annexe 3 et 4 (cf. page 327). Le complexe KEOPS a été purifié comme exposé au paragraphe
111.3.2.1. (¢f. page 233) et nous avons produit et purifié I’ARNt"® par transcription in vitro

comme exposé au paragraphe 11.3.3.1. (cf. pages 239).

Etude préliminaire du complexe KEOPS avec et sans I'ARNt en coloration négative.

Les différents complexes préparés ont été déposés sur des grilles préalablement
ionisées (a 25 mA pendant 60 secondes), et incubés pendant 15 a 60 secondes. Les
échantillons ont été ensuite colorés avec 2 % d'acétate d'uranyle. Les images ont été
collectées sur un MET JEOL 2100 a 200 kV a un grossissement nominal de x30 000 avec une
caméra CCD Gatan 2kx2k (correspondant a une taille de pixel de 3,57 A au niveau de
I'échantillon) par Catherine Vénien-Bryan a I'IlPMC. Les paramétres de collecte sont donnés

dans le tableau suivant (figure 75).

Parameétres hKEOPS — ARNt'"® hKEOPS
JEOL FEG Voltage (kV) 200 200
Détecteur Caméra CCD Caméra CCD
Magnification réelle 39000 39000
Apix (A/pix) 3.57 3.57
Cs (mm) 2 2
Défocus (um) 0,8-4 0,8-4
Nombre d’images collectés 50 50
Concentration uM 168 203

Figure 75 Paramétres de collecte pour I'analyse du complexe KEOPS et de son substrat ARNt"® par MET en
coloration négative.
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50 images ont été collectées pour chaque complexe. Nous avons analysé les images
avec la suite de programmes EMAN2 (Ludtke et al., 1999; Tang et al., 2007). 4000 et 6243
particules ont été sélectionnées ("picking") manuellement sur les images du complexe KEOPS
et du complexe KEOPS-ARNt"® respectivement. Les particules ont été regroupées en classes
2D selon leur orientation et leur conformation par Relion 3.0.1. (Scheres, 2019). Les meilleures
classes ont été sélectionnées dans le but de reconstruire un modele tridimensionnel initial

(classification 3D) (Scheres, 2012).

Etude préliminaire en cryo-EM de complexe KEOPS-ARNt"®, collecte sur un microscope Talos

Artica a 200 kV.

Grace au consortium d'INSTRUCT ERIC (programme INEXT), nous avons eu
l'opportunité de mettre au point les conditions de cryo-EM au Centre National de
Biotechnologie de Madrid (CNB). Avant I'étape de vitrification, nous avons déchargé les grilles
de type Cu R 0,6/1 (SPI supplies) pendant 60 secondes a 25 mA pour générer une surface
hydrophile. 3 pL du complexe KEOPS préalablement incubé avec I'ARNt a un ratio 1: 1 a
plusieurs concentrations 20, 10 et 5 uM ont été ensuite vitrifiés avec un Vitrobot
(Thermofischer) a 4°C pendant 3 secondes.

Les images ont été collectées sur un microscope Talos Artica a 200 kV de la plateforme
Cryo-EM du CNB (Madrid) a un grossissement nominal de x120 000 (correspondant a une taille
de de 0,855 A/pixel au niveau de I'échantillon) avec une caméra Falcon Il Les paramétres de

collecte sont récapitulés dans le tableau suivant (figure 76).

P hKEOPS — ARNt'le A cause d'un probleme technique sur le
Talos Artica Voltage (kV) 200 microscope, la collecte en mode
Détecteur Falcon Il . - . . -
"movie" n'était pas disponible. Ainsi la
Magnification 120000
Apix (Afpix) 0855 grille préparée avec le complexe KEOPS
Cs (mm) 2,7 - ARNt"® 3 5 uM a été sélectionnée pour
Défocus (um) EEh acquérir 400 images en mode linéaire.
Nombre d’images 400 ) i o
e e Le traitement des données a été réalisé
Nombre de frames par 0 avec les suites de programmes EMAN2
images
Figure 76 Paramétres de collecte sur le microscope et Relion 3.0.1 (Tang et al., 2007,

électronique Talos Artica pour I'analyse cryo-EM.
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Scheres, 2012). 1760 particules ont été rigoureusement sélectionnées manuellement et ont
été rangées dans 20 classes initiales différentes. Ces classes ont été ensuite utilisées pour
I'apprentissage du logiciel automatique de "picking ", nommé Cryolo (Wagner et Raunser,
2020). 41000 particules ont été ainsi sélectionnées et rangées dans 100 classes différentes. 35

classes ont été sélectionnées pour reconstruire un modele initial 3D.

Etude en cryo-EM du complexe KEOPS-ARNt"® : collecte sur un microscope Titan Krios 300 kV.

De nouvelles grilles pour I'observation en condition cryo ont été préparées sur la
plateforme de Cryo-microscopie électronique de Gif-sur-Yvette. Nous avons utilisé des grilles
Quantifoil Ru Cu 400 de maille 1,2/1,3 (SPI supplies). 3 uL du complexe KEOPS-ARNt a 3,15 uM
ont été déposés sur des grilles a I'aide du vitrobot (Thermofischer) avec les parametres
suivants utilisés : 60 secondes d’incubation et 8 secondes de "blotting" a 4°C.

Les données ont été collectées sur un microscope Titan Krios (Thermofischer) a 300 kV
de la plateforme Nanolmaging de I'institut Pasteur a un grossissement nominal de 130 000

avec une caméra Gatan K3

Parameétres hKEOPS — ARNt' . ] .
: : (correspondant a une taille de 0,68 A
Titan Krios Voltage (kV) 300
Détecteur Caméra K3 par pixel au niveau de |'échantillon).
Magnification 130000 Les parametres de collecte sont
Apix (A/pix) 0,68 récapitulés dans le tableau suivant
Cs (mm) 2,7 ) ) i
(figure 77). Le traitement des données
Défocus (um) -1a-3
Nombre d'images 6903 a été réalisé avec les suites de
collectées programmes Relion 3.0.1. et cryosparc
Nombre de frames par 40 L
images (Scheres, 2012; Punjani et al., 2017).
Dose électron e-/A? 78 6903 images dont chaque
Figure 77 Parametres de collecte sur le microscope image posséde 40 frames ont été

électronique Titan Krios.
collectées.
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Figure 78 Déroulement du traitement de données en cryo-EM. A. Alignement des 30 premiers frames. B.
Analyse de la CTF global pour chaque image et sélection des images possédant une résolution comprise entre
3.5 et 5 A. C. « Picking » manuel des particules sur 40 images. D. « Picking » automatique sur la totalité des
images. E. Classification des particules en 100 classes. F. Reconstruction de 4 modéles 3D a partir des 96 classes
sélectionnées.

Etant donné la forte dose utilisée (78 e/ A2), les 6903 séries d'images ont été alignées
avec les 30 premiers clichés, permettant de s’affranchir des 10 derniers pour lesquels
I'échantillon se trouvait dégradé par I'application de la forte dose en électrons par MotionCorr
implémenté dans Relion 3.0.1 (figure 78 A). En effet la dose accumulée sur ces derniers
"frames" peuvent détruire | ‘échantillon, et détériorer la résolution. Une analyse de la CTF
(fonction de transfert de contraste) par CTFfind4 a été réalisée et seules les images comprises
entre 3.5 et 5 A de résolution ont été gardées soit 6054 images (figure 78 B). 2033 particules
ont été sélectionnées manuellement sur 45 images différentes (la taille de la boite utilisée est
de 256 pixels et la taille de la boite utilisée pour I'extraction des particules est de 300 pixels).
20 classes 2D ont été définies a partir des 2033 particules et 12 classes satisfaisantes ont été
sélectionnées (figure 78 C) pour lI'apprentissage du logiciel automatique de « picking »,
nommé Topaz, implémenté dans la suite cryosparc (figure 78 D) (Bepler et al., 2019). 1 251
238 particules ont été isolées et rangées dans 100 classes 2D différentes (figure 78 E). 96

classes 2D ont été sélectionnées pour reconstruire 4 modeéles initiaux 3D (figure 78 F).
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Modélisation in silico de la structure tridimensionnelle de I’ARNt"®ayu.

Un modéle in silico de I’ARNt"®auu a été réalisé a partir de la structure tridimensionnelle de
I’ARNt"® de Oryctolagus cuniculus (code PDB 4UJE chaine A) par le serveur RNAcomposer
(Antczak et al., 2016). Ce modele 3D in silico est réalisé dans le but de vérifier la présence de
I’ARNt dans la structure de cryo-EM. De plus, si la présence de I’ARNt est confirmée ce modele
servira a affiner la structure de ’ARNt des données expérimentales de cryo-EM (Popenda et

al., 2012).

111.3.3.3.2. Résultats.

Coloration négative et construction d'un modele préliminaire.

L’analyse de 50 images du complexe KEOPS et 50 images du complexe KEOPS-ARNt'"®
collectées sur un microscope JEOL a 200 kV en coloration négative ont permis d’analyser les

objets a basse résolution et de calculer un modéle initial (figure 79). Les images collectées

L 2000m

£

Figure 79 Image collectée du complexe KEOPS avec I'ARNt" sur le microscope JEOL a 200 kV. La particule
semble homogeéne et est suffisamment séparée des particules voisines pour I'analyse.

montrent que le complexe KEOPS avec I'ARNt est suffisamment homogene. Nous n'observons
pas d'agrégats et les particules sont convenablement séparées ce qui est encourageant pour
I'analyse en particules isolées. 4000 et 6243 particules pour les complexes KEOPS et KEOPS-

ARNt'®, respectivement, ont été sélectionnées manuellement pour créer les classes 2D.
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Les classes 2D montrent un objet linéaire mais nous n’avons pas pu observer de
différences significatives entre le complexe KEOPS seul (figure 80 A) et en présence de I’ARNt"®
(figure 80 B). Cependant, nous pouvons observer sur les classes 2D du complexe KEOPS seul
(figure 80 A) que certaines orientations mettent en évidence un objet plus courbé comparé a

I'objet observé sur les classes 2D du complexe KEOPS-ARNt'"®. Cette différence suggére qu’en

Figure 80 Classes 2D des particules collectées par MET en coloration négative (A) du complexe KEOPS humain
et (B) du complexe KEOPS-ARNt',

présence de I’ARNt, un changement de conformation du complexe KEOPS s’est produit ou que
nous n’avons pas sélectionné des particules dans cette orientation. Aprés analyse des classes
2D seules les classes de meilleure qualité ont été choisies (celles annotées avec un carré de

couleur) pour reconstruire un modeéle 3D initial.

Une structure tridimensionnelle a 20 A de résolution a été obtenue pour les particules
du complexe KEOPS, permettant de mettre en lumiére plusieurs détails de la structure (figure
81 A). La reconstruction 3D révéle un objet linéaire compatible avec les modeéles in silico du
complexe KEOPS de ’'Homme (cf. § 111.3.3.2). L'objet s’étend sur 140 A et présente un volume
de I'ordre de 209000 A3 compatible avec I'extension maximale mesurée par SAXS qui est de
138 A (cf. § 111.3.2.2.). Concernant les particules du complexe KEOPS avec I’ARNt"®, une
structure 3D a 16 A de résolution a été obtenue (figure 81 B), qui montre un objet également
linéaire et un volume de 275500 A2 potentiellement compatible avec le complexe KEOPS et
I’ARNt"e. Ces valeurs sont approximatives car |'application du colorant en coloration négative

augmentent significativement la masse de I'objet observé.
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Figure 81 Reconstruction 3D des particules sélectionnées par classification 2D (A) de I'objet KEOPS humain a
20 A de résolution et (B) du complexe KEOPS-ARNt" 3 16 A de résolution. La reconstruction a été réalisée par
la méthode Bayesian implémentée dans Relion 3.0.1. Le modéle KEOPS humain et le modeéle de ’ARNt"® ont
été superposés dans la reconstruction 3D a 16 A de résolution a I’aide de I'outil de visualisation chimera.

De plus, les modéles du complexe KEOPS et de I'ARNt'® ont été superposés
manuellement au mieux sur le modéle 3D & 16 A de résolution. Nous avons orienté la boucle
anticodon de 'ARNt a proximité du site actif de la sous-unité catalytique OSGEP. Dans ce
modele 3D, le corps de I’ARNt s’oriente du coté des sous-unités LAGE3 et GON7 (figure 81 B).

Cette superposition met en évidence que le volume du modeéle 3D est compatible avec
le complexe KEOPS et une molécule d’ARNt"®. Cependant, nous arrivons a la limite résolutive
de la coloration négative qui est de 15-16 A du aux artefacts décrits (cf. Matériels et Méthodes
page 248) et au grain du colorant. Ces résultats sont encourageants et justifient de poursuivre
I'analyse structurale du complexe nucléoprotéique en cryo-microscopie électronique, afin
d’obtenir des données a haute résolution, ce qui nous permettra de confirmer la position de

I’ARNt dans ce modele.
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Optimisation des grilles pour la cryo-EM et construction d'un modéle initial du complexe

KEOPS-ARNt"® 3 basse résolution.

Figure 90 Images collectées sur le microscope Talos Artica a 200 kV des complexes KEOPS-ARNt'® a 20 (A), 10
(B) et 5 uM (C). Les particules sont en noirs et la répartition de I'objet est plus homogéne sur I'image C.

Nous avons préparé différentes grilles a 3 concentrations différentes 20, 10 et 5 uM du
complexe KEOPS - ARNt"®. Les images ont été analysées sur le microscope Talos Artica a 200
kV (CNB Madrid). Les différentes images du complexe a 20 uM et 10 uM montrent que les
particules sont trop concentrées et ne sont pas suffisamment séparés (figure S0 A et B), alors
gue l'image montre que le complexe a 5 uM (figure 90 C) se réparti de facon homogéne et que
les particules sont suffisamment séparées pour I'analyse en particule isolée. Cette répartition
homogene justifie la collecte de 400 images a cette concentration. Les images ont été traitées
au laboratoire avec les suites de programmes EMAN2 et Relion 3.0.1 (c¢f. Matériels et
Méthodes). A partir des particules sélectionnées avec le logiciel Cryolo, 100 classes 2D ont été
réalisées pour ranger les particules selon leurs orientations et leurs conformations sur les

images. Les 35 meilleures classes (figure 91) montrent un complexe linéaire.
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Figure 91 Classes 2D sélectionnées a partir de 19557 particules du complexe KEOPS -ARNt"® "pickées" sur les
images a l'aide du logiciel CRYOLO.

Nous observons beaucoup de bruit sur les classes car les images ont été collectées en
mode linéaire. Malgré le manque de détails, quelques classes montrent un objet en forme de
croix ; ce pattern est proche du modéle en coloration négative du complexe KEOPS - ARNt'.
Un modéle 3D initial a partir de ces 35 classes a été construit (figure 92) et montre que I'objet
est linéaire avec une densité électronique compatible a I'ARNt. Toutefois les classes 2D
présentent énormément de bruit et la résolution du modéle est de 12 A. Le modéle 3D initial
montre que la position de I'ARNt serait peut-étre différente de celle suggérée par le modele

initial en coloration négative.

Figure 92 Modéle initial 3D a 12 A de résolution du complexe KEOPS -ARNt"® par analyse cryo-EM.
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Ces résultats nous ont encouragé a poursuivre |'étude en cryo-EM du complexe KEOPS-

ARNt'® et de collecter les images en mode "movie" en utilisant un microscopeplus performant.

Apres avoir préparé les grilles avec le complexe KEOPS - ARNt sur la plateforme Gif-sur-
Yvette, les images ont été enregistrées sur un microscope Titan Krios , 300 kV sur la
plateforme de Nanolmaging de l'institut Pasteur. Les images ont été traitées au laboratoire
avec les suites de programmes Relion 3.0.1 et Cryosparc (cf. Matériels et Méthodes). A partir
des particules sélectionnées avec le logiciel Topaz implémenté dans Cryosparc, 100 classes 2D
ont été réalisées pour ranger les particules (environ un million) selon leurs orientations et
leurs conformations sur les images. Certaines classes montrent beaucoup de signal et de
détails alors que peu de bruit est observé. Selon certaines orientations on peut observer la
projection de la densité électronique supplémentaire pouvant correspondre a I'ARNt au 1/3
de I'objet (figure 93 B1, B8, C5, C6, C9, E8). Certaines classes montrent beaucoup de finesse
et sont de meilleures qualités que les classes 2D réalisées avec les jeux de données précédents.
Par exemple, les classes A3, A6, A7, B1, C5, C6, C9, E5, E8, G1, G3, G5, G10, HI9 et J4 montrent
beaucoup de détails et on peut deviner possiblement certains éléments de structure

secondaire (figure 93).
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Figure 93 Classification 2D selon I'orientation des particules sur les images sélectionnées par Topaz. Les lettres
et les chiffres sont ajoutés pour faciliter la discussion des classes 2D.

A partir de 96 classes 2D (1 251 238 particules) des étapes de reconstruction de 4
modeles initiaux en imposant une symétrie C1 ont été réalisées permettant de classer les
différents objets, de s’affranchir au mieux des mauvaises particules mais aussi de détecter
I’'hétérogénéité de I’échantillon étudié avant d’affiner le modele 3D (figure 94). Les 4 modéles
initiaux A, B, C et D ont été reconstruits a partir de 423 528 particules, 266 898 particules, 295
642 particules et 265170 particules respectivement et atteignent une résolution de seulement

9 A. Le modeéle A présente le plus grand nombre de particules et semble étre compatible avec

258



le complexe KEOPS-ARNt"®, Les modéles B, C et D, quant a eux, ne semblent pas compatibles
avec une molécule d’ARNt complexée au complexe KEOPS. Au bilan, plus de 65 % des
particules ne semblent pas complexées a ’ARNt, ce qui en fait une fraction importante et

compatible au Kd estimé entre I'ARNt et le complexe KEOPS.
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Figure 94 Reconstruction de 4 modeéles initiaux a ~ 9 A de résolution 3 partir des 96 classes 2D sélectionnées
dans Cryosparc.

Il est, également, possible que le complexe KEOPS présente de la flexibilité intrinseque
augmentant I'hétérogénéité de I'’échantillon. Malheureusement, pour le moment, nous ne
sommes pas parvenus a un modele initial a une résolution satisfaisante pour débuter les

étapes d’affinement.

La résolution obtenue & 10 A est décevante face a la qualité des classifications 2D. Méme
si nous travaillons sur un objet petit (140kDa) dépourvu de symétrie et peut-étre flexible, nous

avons identifié plusieurs pistes qui nous permettrons d'obtenir une meilleure résolution :

i) Nous aimerions retraiter les données cryo-EM en sélectionnant rigoureusement les
classes 2D.

ii) De nombreux parametres utilisés lors de la reconstruction 3D devront étre également
réévalués.

iii) Nous pourrions également utiliser les plus belles classes 2D pour resélectionner les
particules a I'aide du logiciel Topaz. Ce nouveau jeu de particules sélectionnées devra étre

retraité.
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Dans un second temps, si les données collectées ne suffisent pas a obtenir une structure
3D 3 une résolution satisfaisante, la préparation du complexe KEOPS-ARNt'"® devra étre
réévaluée. De nouvelles méthodes se développent ces dernieres années pour améliorer la
résolution des données en cryo-EM. Par exemple, des pontages chimiques peuvent étre
introduits pour stabiliser I'interaction entre les sous-unités des complexes oligomériques
et/ou l'interaction avec le substrat. Egalement des pontages chimiques sont souvent réalisés
entre les protéines de petite taille et un anticorps augmentant la taille de I'objet étudié et
facilitant ainsi le « picking » des particules (Pal et al., 2018). Ces différentes méthodes seront
envisagées si le traitement des données n’aboutit pas. Aussi les essais de cristallisation du
complexe KEOPS avec I'ARNt sont toujours en cours au laboratoire, et des tests de

cristallisation avec un ARNt tronqué sont également envisagés.
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Chapitre IV

V. Identification de la cinquieme sous-unité du complexe KEOPS chez les archées.

IV.1. Présentation de I’étude.

Nous avons vu dans le chapitre précédent (chapitre Ill) que l'identification de GON7 de
I'Homme a permis d’élargir la famille des protéines GON7 aux métazoaires et aux
champignons (Wan et al., 2017). Malgré le faible taux d’identité de séquence entre GON7 et
yGon7 (17 % d’identité de séquence), les deux protéines adoptent la méme structure
tridimensionnelle lorsqu’elles sont en complexe avec leurs partenaires (respectivement
LAGE3 et Pccl) (codes PDB 6GWJ et 4WXA). Chez I’'Homme, nous avons mis en évidence que
la présence de GON7 permet l'agencement du complexe KEOPS avec une stoechiométrie
1:1:1:1:1, comme chez la levure (Zhang et al., 2015), alors que son absence permet une
dimérisation du complexe KEOPS, avec une stcechiométrie 2 :2 :2 :2. Il a été vu que le taux de
la modification t°A est augmenté sur les ARNt substrats en présence de GON7, suggérant que
le complexe pentamérique est plus actif (Wan et al., 2017, Arrondel et al., 2019). A ce jour,
aucun homologue de séquence ou de structure de Gon7 n’a été identifié chez les archées. Le
complexe d’archée s’agence avec une stoechiométrie 2 :2 :2 :2. La surface hydrophobe de Pccl
forme comme chez ’'Homme ou la levure la plateforme de dimérisation, et I'octameére assure
la synthése de la modification t®A sur les ARNts substrats (Mao et al., 2008; Perrochia et al.,
2013). Auregard de la présence des protéines GON7 et yGon7 chez deux groupes d’eucaryotes
phylogénétiquement distants, de fortes présomptions quant a I'existence d’une cinquieme

sous-unité chez les archées sont émises.

Lors d’'une analyse du contexte génomique des genes de KEOPS de Pyrococcus abyssi
GES5, réalisée dans le but de construire des souches dont les genes codant les protéines du
complexe KEOPS seront étiquetées au locus, ce fut par hasard que Marie-Claire Daugeron et
Tamara Basta (de I'équipe Biologie Cellulaire des Archées 12BC) ont identifié deux génes
annotés PCC1 dans ce génome. Les deux genes sont localisés sur deux loci différents. Ce

deuxieme gene est renommé PCC2 pour des soucis de clarté.

Dans le phylum Thermococcales, le géne PCC1 est localisé dans un opéron encadré par

les genes codant une ribonucléoprotéine, impliquée dans la biogénése des ribosomes, et le
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facteur d’élongation de la traduction EF-2 (figure 95). Quant au gene PCC2, il est localisé dans
un autre opéron, encadré par les genes codant la protéine Recl like (probablement une
exonucléase) et une protéine ribosomale de la sous-unité 30S (figure 96). Dans le phylum
Thermococcales, la localisation des genes PCC1 et PCC2 est éloignée, suggérant un événement

ancien de la duplication.
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Figure 95 Contexte génomique de Pccl dans les génomes (1) Pyrococcus abyssi GE5, (2) Thermococci archaeon
strain B21_G6, (3) Pyrococcus sp. NCB100, (4) Pyrococcus sp. NA2, (5) Pyrococcus horikoshii OT3, (6) Pyrococcus
horikoshii strain UBA8834, (7) Pyrococcus sp. STO4. La synténie a été réalisée a I'aide d’une recherche du géne
PCC1 (en rouge) localisé aux positions 280821-281054 sur le génome de Pyrococcus abyssi GE5 et comparé a 6
autres génomes dans la banque de données PATRIC (https://www.patricbrc.org/).

262



SSU ribosomal protein
s13e (S15p) Rec)

1 = -— <
2 EEEsESSS————) <=
e ———— g ! —
3 = <— <=
7 4 - 2 3 5 3
- ) ) ) I <
4 =21 ==
7 - 5
— ) | 5 <= ——
5 I | P
=
==
6 = <—— =
) . ]
) > T
7 [ 2 = RNA-binding protein,
=> containing THUMP
[ domain
8 ——— . : - :
—— <=
. ]
9
—
=
10  E— = > @ D—<
[E— e —————
11 : e
—
1

Figure 96 Contexte génomique de PCC2 dans les génomes (1) Pyrococcus furiosis COM1, (2) Pyrococcus furiosis
DSM3638, (3) Pyrococcus horikoshii OT3, (4) Pyrococcus sp. ST04, (5) Pyrococcus sp. NA2, (6) Pyrococcus abyssi
GE5, (7) Thermococcus barophilus MP, (8) Pyrococcus yayanosii CH1, (9) Thermococcus sp. ES1, (10)
Thermococcus sp.4557, (11) Thermococcus celericrescens strain DSM 17994. La synténie a été réalisée a I'aide
d’une recherche du géne PCC2 (en rouge) localisé aux positions 1509435-1509686 sur le génome de Pyrococcus
furiosis COM1 et comparé a 10 autres génomes dans la banque de données PATRIC
(https://www.patricbrc.org/).

Pour mieux comprendre la relation évolutive qui existe entre ces deux genes, une
comparaison des séquences a été réalisée par I'équipe de Biologie cellulaire des Archées. La
majorité des génomes d’archées connus possedent ces deux versions du géne, renommés
PCC1 et PCC2, a I'exception des génomes réduits chez qui le ggéne PCC2 n’a pas été identifié

comme les nanoarchées du clade DPAN (figure 97).
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Figure 97 Distribution des génes PCC1 et PCC2 au sein des Archées. Chaque phylum est représenté par un
organisme référent dont le séquencage de son génome est entier.

L'arbre phylogénétique construit a partir d’'un alignement des séquences de Pccl et
Pcc2 présente deux groupes monophylétiques séparés par une longue branche. Une telle
topologie peut correspondre a un événement ancestral de duplication donnant lieux a deux
genes qui ont suivi une trajectoire évolutive distincte au sein des différentes lignées d’archées.
Cette topologie et la présence simultanée des deux génes dans la grande majorité des phylums
d’Archées indique que Pccl et Pcc2 sont des paralogues (figure 1 de |'article en cours page

277).

A titre d’exemple, Pccl et Pcc2 de Pyrococcus abyssi partagent 20 % d’identité de
séquence. Les séquences Pccl et Pcc2 connues chez les archées ont été alignées selon leur
composition en acides aminés par un profil HMMER (Potter et al., 2018), permettant de
dresser un logo de la séquence pour ces deux protéines (figure 98). Les deux versions sont

similaires selon 1 motif "signature" commun F/Y1a-x-S/N/D/E16-Xx-K/D/E15-A20-X-X-X-
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Y/F/A/L2a-x-A/S26-L/1/V27-x-P/1/V29-E/D30 sur les deux séquences logos. En revanche, elles
different selon un motif "signature" caractéristique de chacune, composé de deux aspartates
D70-D71 dans les séquences Pcc2 et d’une asparagine et d’une sérine Ng7-Ses-X-X-R/K71-W/L72
dans les séquences Pccl (figure 98). Le motif commun et les deux motifs caractéristiques de

Pccl et de Pcc2 sont localisés sur leurs structures secondaires respectives.
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Figure 98 Les séquences logos des protéines (A) Pccl et (B) Pcc2 sont des représentations graphiques des
séquences alignées des protéines de chaque famille. La taille relative de chaque lettre des acides aminés
illustre leur fréquence a chaque position et leur degré de conservation a travers les séquences alignées. Les
blocs de séquences signatures (partagé entre les deux versions pour celui localisé en N-terminal, et spécifique
de chacune pour celui localisé en C-terminal), sont encadrés. Le domaine C-terminal de Pcc2 et de Pccl differe
fortement. D’apres Schneider et Stephens, 1990.

Les prédictions structurales suggerent que Pcc2 pourrait étre un homologue de Pccl
et comme il est connu que Pccl se dimérise (code PDB 3ENO), I'hypothése que Pcc2 et Pccl
forment un hétérodimere a été émise. Afin de tester cette hypothéese des expériences
protéomiques et biochimiques ont été réalisées. De nombreuses questions ont également
émergées. Forment-elles un complexe in vivo avec les protéines Kael, Cgil21, Bud32 ? Quel
est 'effet de Pcc2 sur la biosynthése de la modification t°A in vitro et in vivo ? Quelle est la
structure tridimensionnelle de cette protéine Pcc2 ? Pcc2 joue-t-elle le role de GON7 chez les

archées ?
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Pour répondre a ces questions nous avons entrepris une étude structurale de Pcc2 en
complexe avec les autres sous-unités du complexe KEOPS de I’archée Pyrococcus abyssi (Pa).
Tout d’abord, différents complexes et sous-complexes ont été purifiés par chromatographie
d’affinité suivie d’'une chromatographie d’exclusion stérique. Le complexe composé des
protéines Kael, Bud32, Cgil121, Pccl et Pcc2 (KBCP1P>) a été purifié ainsi que le sous-complexe
KBCPi1. Malgré le faible degré d’identité de séquence Pccl a pu étre remplacé par Pcc2 pour
former un complexe stable avec KBC in vitro (KBCP;) (dont les protocoles de purification sont
décrits en annexe 5). Le sous-complexe Pcc2-Pccl a été également purifié. Enfin la protéine
Pcc2 seule a été purifiée de la méme maniére. Selon I'algorithme de prédiction de désordre
PONDR, la protéine Pcc2 est prédite comme une protéine ordonnée (figure 99), ce qui est

encourageant pour sa cristallisation (Obradovic et al., 2003).
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Figure 99 Prédiction de I'ordre et du désordre selon la séquence en acide aminé de Pcc2 de Pyrococcus abyssi.
L’algorithme de PONDR utilise des fenétres de 9 acides aminés qui coulissent le long de la séquence
L’algorithme mesure la charge nette et I’hydropathie des acides aminés reflétant I'ordre et le désordre de la
protéine. Un score compris entre 0 et 0,5 illustre une forte prédiction a acquérir des structures secondaires et
un score entre 0,5 et 1 illustre une forte prédiction a étre désordonné.

Nous avons obtenu des cristaux de PaPcc2 seule et en complexe avec PaPccl, qui ont
diffracté et qui ont permis de collecter des jeux de données dont I'analyse, décrite dans
I"article en cours de rédaction, a abouti a la résolution des structures 3D a 3,2 et 1,8 A de
résolution (cf. page 271). PaPcc2 est organisée en 3 brins B antiparalléles et 3 hélices a se
positionnent sur I'une des faces du feuillet. 3 sous-unités de PaPcc2 sont retrouvées dans
I"'unité asymétrique. 2 monomeres interagissent via leurs brins B1 et leurs hélices as, formant

un long feuillet de brins B antiparallele stabilisé par des liaisons hydrogenes et des forces de
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van der Waals (interface de type |) (figure 3 de |'article en cours page 279). La troisiéme sous-
unité interagit via des liaisons hydrogenes et des forces de van der Waals entre les acides
aminés des brins B2 et des hélices a (interface de type Il). Cette troisieme sous-unité interagit

avec une sous-unité de I'unité asymétrique voisine reproduisant I'interface de type | .
Y

PaPccl est également organisée en 3 brins B antiparalléles et 2 hélices a alors que
GON?7 est agencée en deux brins B et une hélice a. Ainsi, PaPcc2 présente une structure
tridimensionnelle trés similaire a celle de PaPccl (RMSD = 1.48 A, Z score = 7.2 sur 76 Ca)

confirmant 'orthologie structurale partagée entre ces deux protéines.

La structure cristallographique de I’hétérodimere PaPccl-Pcc2 nous a montré qu’elle
est similaire a ’'homodimére PfPccl (PDB code 3ENOQ). PaPccl et PaPcc2 interagissent via leurs
brins B1 respectifs et leurs hélices a; terminales. En revanche, la superposition d’'une sous-
unité de PaPcc2 de I'homodimere sur une sous-unité PaPccl de I'hétérodimere montre un
décalage de 10 A de la seconde sous-unité PaPcc2 le long du brin B1 ce qui conduit & une

interface légerement différente (figure 4 de I'article page 281).

Aucun cristal des complexes KBCP1P,, KBCP1 et KBCP, n’a pu étre obtenu. Par contre,
nous avons pu étudier ces complexes par diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS), ce
qui a donné des informations structurales en solution (forme de I'objet, rayon
hydrodynamique, stoechiométrie, masse moléculaire) (figure 100). Ces analyses sont
également décrites dans I'article en cours de rédaction. Les complexes KBCP1 et KBCP, ont une
masse moléculaire théorique de 91 et 92 kDa respectivement. La courbe des intensités I(q)
obtenue par SAXS a permis de déterminer les masses moléculaires de KBCP1 de I'ordre de 185
kDa et de KBCP; de I'ordre 180 kDa compatible avec une stoechiométrie 2 :2 :2 :2 en solution.
Comme observé dans les structures cristallographiques des homodimeres PfPccl (code PDB
3ENO) et PaPcc2 (la notre), il a été suggéré que Pccl et Pcc2 assurent la dimérisation des

complexes KBCP1 et KBCP2 respectivement.
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Rg Guinier(A) | RgPr(A) | D, Pr(A) | Mw théorique Mw Oligomérisation
(kDa) expérimentale
(kDa)
KBCP1P2 36,9 38,87 £0,23 125 101,457 94,2 1:1:1:1:1
KBCP1 52,5+0,9 54,42 +0,88 188 91,1 185,8 2:2:2:2:2
KBCP2 52,4%0,19 54,89 +0,22 205 90,871 180,5 2:2:2:2:2

Figure 100 Tableau récapitulatif des données structurales des différents complexes archées.

En revanche, le complexe KBCP1P; présente une masse moléculaire expérimentale de
95 kDa proche du poids moléculaire théorique de 101 kDa. KBCP1P, est donc compatible avec
une stoechiométrie 1:1:1:1:1 suggérant que Pccl et Pcc2, ensemble, empéche la
dimérisation du complexe. La fonction de distribution des distances montre que le complexe
KBCP1P, posséde une extension de 125 A alors que les complexes KBCP; et KBCP, ont une
extension maximale de 188 et 205 A, respectivement, confirmant I'agencement linéaire du
pentamere et des octameres. Des modeles in silico ont été réalisés a partir des structures
cristallographiques connues (BC de la levure (code PDB 4WW9), KP; (code PDB 3ENC), et les
structures présentées dans cette étude (P1P; et Pcc2 seule). Les courbes calculées Ig des
modeles in silico ont été comparées aux courbes expérimentales et la position des sous-unités
a été ajustée a l'aide du logiciel DADIMODO, confirmant I'agencement linéaire et leurs

stoechiométries.
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Introduction

tRNAs were discovered in 1958 and recognised as adaptor molecules allowing the genetic
code to be translated into proteins (Hoagland et al., 1958; Crick, 1958). Subsequent sequence
analysis of these molecules revealed that they carried numerous post transcriptionally
modified nucleosides (Holley et al., 1965). Presently more than 100 different modified
nucleosides are found in tRNA (Marck and Grosjean, 2002; Machnicka et al., 2013; Boccaletto
et al., 2018). Much research effort went into the understanding of the mechanistic and
functional aspects of these chemical modifications. Alterations in the chemistry of the
nucleotides contained in the main body of the tRNA, are believed to have impact on the
tertiary structure and hence the stability or to affect the interactions with their partners. Most
of the more complex modifications are found at the level of the anticodon stem-loop of the
tRNA molecules and often play critical functional roles such as the expanding or restricting the
decoding properties of tRNA and maintaining translational fidelity (Jackman and Alfonzo,
2013; Agris et al.,, 2007, 2017). The N°-threonylcarbamoyl adenosine (t6A) modification at
position 37 of tRNAs decoding ANN codons, is one of the few universal modifications of tRNA
(Chheda et al., 1969; Schweizer et al., 1969; Takemura et al., 1969). The t°A modification
facilitates correct anticodon—codon pairing by enhanced base stacking and by preventing
intraloop base pairing of U33-A37, thereby helping the formation of the canonical U-turn
structure and thus enhancing the translation fidelity (Grosjean et al., 1995; Sundaram et al.,
2000; Murphy et al., 2004; Vendeix et al., 2012). A deficit of t6A formation leads to pleiotropic

phenotypes. Absence of t6A is non-viable in bacteria, reduces severely fitness in yeast and
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archaea, leads to developmental impairments in model multicellular organisms and to GAMOS
in humans (Naor et al., 2012; Thiaville et al., 2014, Lin et al., 2015; Kisseleva-Romanova et
al., 2006; Braun et al., 2017; Arrondel et al., 2019). Despite heterogeneous effects,
phenotypes are globally caused by mis-regulation of translation causing reading errors and
frameshifts (Thiaville et al., 2014; de Crécy-Lagard and Jaroch, 2020; Ogura, 2020; Pollo-
Oliveira et al., 2020).

The formation of t°A in all organisms occurs through two distinct ATP-dependent
reactions. First, the ubiquitous YrdC/Sua5 enzymes form an unstable intermediate threonyl-
carbamoyl adenosine (TC-AMP) using L-threonine, bicarbonate and ATP (Lauhon, 2012).
Subsequently, the universal Kae1/TsaD/Qri7 enzyme transfers the threonyl-carbamoyl moiety
from TC-AMP onto As7 of substrate tRNAs (Srinivasan et al., 2011; El Yacoubi et al., 2009,
2011; Perrochia et al., 2013a). While Sua5/YrdC family members function independently,
Kael/TsaD/Qri7 always act within multi-subunit protein complexes whose composition varies
among species. In mitochondria, Qri7 functions as a homodimer. In bacteria, TsaD forms a
trimeric complex with two other proteins, TsaB and TsaE (Zhang et al., 2015a; Luthra et al,,
2018; Missoury et al., 2018; Luthra et al., 2019). In eukaryotes and archaea, Kael is a part of
an ancient macromolecular assembly named KEOPS (Kinase Endopeptidase and Others
Proteins of Small size), further composed of Bud32, Cgi121, Pccl. A fifth core subunit, named
Gon7, was identified in fungi (Costessi et al., 2012; Downey et al., 2006; Kisseleva-Romanova
et al., 2006; Lopreiato et al., 2004; Wan et al., 2016; Zhang et al., 2015b; Wan et al., 2017).
Bud32 is related to the small atypical RIO2 kinase proteins (Knlppel et al., 2018). Its presence
is required for t6A formation and deletion mutants are hardly viable in yeast, but its function
is not yet understood (Perrochia et al., 2013a). Cgi121 has no structural homologues and it is
dispensable for t6A synthesis in vitro. It binds tightly to Bud32 and stimulates its
autophosphorylation activity as well as t6A formation in vitro, suggesting an effector function
(Mao et al., 2008; Perrochia et al., 2013). The two other subunits Pccl and Gon7 are small B-
sheet proteins that are functionally important and necessary for in vivo t6A activity in yeast.
Pccl consists of a three stranded anti-parallel B sheet packed into two a helices on one face,
and solvent exposed on the other. Pccl has a large hydrophobic surface that is covered either
through homodimer formation (archaea) or through heterodimerization with Gon7 in yeast

(Zhang et al., 2015). Despite the low sequence similarity, human GON7 (hGON7) exhibits
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similar biochemical characteristics to yGon7. Indeed, as yGon7, hGON7 is a small 11 kDa
protein that, although is an intrinsically disordered protein alone in solution, adopts a well-
defined structure for about 50% of its polypeptide chain upon interaction with LAGE3 (the
human Pccl ortholog). yGon7 and hGON7 form an anti-parallel B sheet packed against 2 a
helices (Zhang et al., 2015b; Arrondel et al., 2019). Upon complex formation, Pcc1/yGON7
and LAGE3/GON7 form a continuous six stranded B-sheet, completed by packing of helices
such that the interaction mode is conserved. In presence of yGon7, the eukaryotic KEOPS
complex has a 1:1:1:1:1 stoichiometry. In absence of hGON7, KEOPS dimerizes resulting in a
hetero-octamer with 2:2:2:2 stoichiometry (Zhang et al., 2015b; Wan et al., 2017). It has been
shown that the presence of hGON7 or yGon7 improves the amount of t6A modification in vitro
and increases the cellular stability of the KEOPS complex in vivo (Wan et al., 2017; Arrondel

etal., 2019).

Sequence similarity search for yGon7 orthologs outside Fungi was unfruitful. However,
the recent discovery of hGON7 ortholog in Metazoans (Wan et al., 2017) raised the possibility

that a fifth KEOPS subunit could exist in other eukaryotic groups and in archaea.

We here present the identification of a putative core fifth subunit of archaeal KEOPS,
that we named Pcc2. We show that Pcc2 protein of Pyrococcus abyssi forms a stable
pentameric complex with the other four subunits in vitro or an octamer in absence of Pccl.
Furthermore, we determined the crystal structure of the Pcc2 and of the Pccl-Pcc2
subcomplex, showing that Pcc2 is a structural homolog of Pccl. Although Pcc2 has a different
fold from yGon7 and hGON?7, it associates in a very similar way with Pccl indicating that this
association is functionally important requirement that has been conserved from Archaea to

Eukaryotes.

Materials and Methods

Cloning procedures

The genes encoding PaKEOPS subunits PAB_RS09585 (Kael), PAB_RS08575 (Bud32),
PAB_RS06930 (Cgi121) and PAB_RS01470 (Pccl1) were amplified by polymerase chain reaction
(PCR) using as DNA template, pKEOPS500 plasmid (Perrochia et al., 2013a). The gene
PAB_RS00380 encoding Pcc2 was amplified by polymerase chain reaction (PCR) using genomic

DNA of P. abyssi GE5 strain as template. Different combinations of bicistronic or polycistronic
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sequences were cloned into Pet26b (Novagen) Ndel-Xhol either using T4 ligase (NEB) or by
Gibson assembly (NEB) following the protocol supplied by the manufacturer. The sequences
of used oligonucleotides are listed in supplementary information section.

pKP1His6 and pKP2His6 contain each a bicistronic sequence with Kael plus Pccl or Kael plus
Pcc2 encoding genes, respectively. The genes encoding Pccl and Pcc2 are fused at their 3’ end
to a sequence encoding a hexa-histidine tag indicated as His6.

pKP2strep-P1his6 contains a bicistronic sequence with Kael, Pcc2 and Pccl encoding genes.
The gene encoding Pcc2 is fused at its 3’ end to a sequence encoding a Strep-tag indicated as
strep whereas the gene encoding Pccl is fused at 3’ end to a sequence encoding a hexa-
histidine tag.

pKBC and pKB contain Kael, Bud32 and Cgil21 encoding genes or Bud32 and Cgil21 encoding

genes respectively. These genes are not fused to an epitope tag encoding sequence.

Heterologous expression and purification of recombinant proteins

Recombinant proteins were expressed in Rosetta2 (DE3) pLysS E. coli strain (Novagen). The
cells were transformed either with pKBC, pBC, pKP1-His6, pKP2-His6 or with pKP2strep-P1 his6
plasmids and were grown at 37°C in complete LB medium with kanamycin and
chloramphenicol until the optical density (600 nm) reached of 0.6-0.7. Gene expression was
induced by addition of IPTG (1mM), and incubation was continued at 37°C for 2h. Cells were
collected by centrifugation (5000 g, 15 min) and resuspended in cold Lysis buffer (20 mM Tris-
Hcl (pH 8), 300 mM Nacl, 5mM Bmercaptoethanol, 10 % Glycerol) supplemented with
complete EDTA free protease inhibitors cocktail (Roche). Cells were lysed at 4°C with a one-
shot cell disruptor (Branson sonifier 250, 3 x 1 min) and the lysate was clarified by
centrifugation at 30 000 g for 30 min at 18°C. The clarified lysate was incubated 10 to 15 min
at 65°C to precipitate Escherichia coli proteins. The precipitates were removed by
centrifugation at 30 000g for 20 min at 18°C. The soluble fraction was adjusted to 10 mM
imidazole and His-tagged proteins were purified by gravity flow affinity chromatography on
an NiNTA resin column (Quiagen) at room temperature. Equilibration, washes and elution
steps were done with lysis buffer containing respectively 10, 40 and 400 mM imidazole.
Fractions of interest were pooled and loaded on HiTRAP Heparin affinity column (GE

Healthcare) pre-equilibrated in lysis buffer. Elution was done with a linear NaCl gradient (from
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150 mM to 1M). Fractions of interest were pooled, concentrated at 18°C and submitted to
size exclusion chromatography on a HiLoadR 16/600 SuperdexR 200pg or a HiLoadR 16/600
SuperdexR 75pg (GE Healthcare).

To purify different complexes, cell pellets obtained with cells transformed with different
plasmids were mixed in defined ratio and lysed together.

P1P2 and P2 sub-complexes used for SAXS analysis and crystallization were purified from pKBC
transformed cells mixed with pK1-P2 transformed cells (ratio 2:1) and from pKBC transformed
cells mixed with pK2 transformed cells (ratio 2:1), respectively. In these conditions, a
significant excess of P1P2 and P2 complexes over the complete KEOPS complexes is obtained.
The CBKP1P2, CBKP1 and CBKP2 complexes used for SAXS analysis and enzymatic assays were
purified from pKBC transformed cells mixed with pBC transformed cells and either pKP1His6
transformed cells (2:1:1 ratio) or pKP2His6 transformed cells (2:1:1 ratio) or pKP2strep-P1His6
transformed cells (2:1:1 ratio). In these conditions, four or five subunit KEOPS complexes can

be purified.

Phylogenetic analysis

For the phylogenetic analysis, we chose 27 couples of Pcc2 and Pccl paralogs from one
representative of each phylum of Archaea. Protein alignment was done with MAFFT V7 with
the amino acid matrix Blosum 30 and iterative refinement methods L-INS-I or G-INS-I (Katoh
et al., 2019). The Triming was performed with BMGE with a BLOSUM30 matrix and the -b 1
parameter (Criscuolo and Gribaldo, 2010). The Maximum likelihood trees were performed
using IQ-TREE v1.7 software (http://www.igtree.org/) (Nguyen et al., 2015) with the best
substitution model as suggested by the ModelFinder option -MFP. The branch robustness was
estimated by the SH-alLRT approximate likelihood ratio test (Guindon et al., 2010), the
ultrafast bootstrap approximation (Hoang et al., 2018) (10000 replicates for each), and with

the transfer bootstrap expectation approaches (Lemoine et al., 2018) based on 500 bootrees.

Crystallization of the PaPcc1-Pcc2 heterodimer
Fractions from purification by size exclusion chromatography containing the heterodimeric
PaPcc1-Pcc2 complex were then pooled and concentrated to 7.9 mg.mL? for crystallization

trials. Crystals were obtained by mixing 100 nL of the protein solution with 100 nL of 15% PEG
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6K and 5% glycerol using the sitting-drop vapor diffusion method. Crystals appeared after
about 21 days of incubation at 18°C. The crystallization drop was equilibrated against a 70 uL
reservoir solution of 15% PEG6K and 5% glycerol. Crystals were cryo-protected by quick-

soaking in 20% PEG6K and 20% glycerol prior to flash freezing in liquid nitrogen.

Crystallization of the PaPcc2 monomer

Fractions containing pure monomeric PaPcc2 were concentrated to 22 mg.mL?! for
crystallization trials. Crystals of Pa Pcc2 were obtained by mixing 100 nL of the protein solution
with 100 nL of 30% PEG 3K 0.2 M lithium sulfate and 0.1 M Tris HCI pH 8.5 using the sitting
drop vapor diffusion (crystals appeared after 17 days of incubation at 18°C). The crystallization
drop was equilibrated against a 70 uL reservoir solution of same the precipitant. Crystals were
cryo-protected by quick-soaking in 50% paraffin and 50% paratone prior to flash freezing in

liquid nitrogen.

SAXS analysis

SAXS experiments were carried out at the SOLEIL synchrotron SWING beamline (Saint-Aubin,
France). The sample to detector (Eiger 4M Dectris) distance was set to 1500 mm, allowing
reliable data collection over the momentum transfer range 0.005 A-1 < q < 0.5 A-1 with q =
4msin B/A, where 20 is the scattering angle and A is the wavelength of the X-rays (A = 1.0 A).
To collect data on homogenous protein samples, SAXS data were collected at the exit of a size
exclusion high-performance liquid chromatography (SEC HPLC Bio-SEC3 Agilent) column
directly connected to the SAXS measuring cell. Sixty-five microliters of
Kael/Bud32/Cgi121/Pcc1/Pcc2 (KBCP1P2), KBCP1, and KBCP; samples concentrated at 2.55,
0.72 and 3 mg/ml, respectively, were injected into the column preequilibrated with a buffer
composed of 20 mM Tris pH 8.5, 300 mM NaCl, and 5 mM 2-mercaptoethanol and 5% glycerol.
Flow rate was set at 300 pl/min, frame duration was 1.0 s, and the dead time between frames
was 0.01 s. The protein concentration was estimated by UV absorption measurement at 280
and 295 nm using a spectrometer located immediately upstream of the SAXS measuring cell.
A large number of frames were collected before the void volume and averaged to account for
buffer scattering. SAXS data were normalized to the intensity of the incident beam and
background (i.e. the elution buffer) subtracted using the program FoxTrot50, the Swing in-

house software. The scattered intensities were displayed on an absolute scale using the
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scattering by water. Identical frames under the main elution peak were selected and averaged
for further analysis. Radii of gyration, maximum particle dimensions, and molecular masses

were determined using PrimusQT (Franke et al., 2017).

Modelling of the complete KEOPS complex

A composite KEOPS complex was modelled using a combination of structures of archaea
KEOPS subcomplexes and of the present PaPcc1-Pcc2 structure by the Modeller software (Sali
et al., 1995). The Dadimodo and FoxsDock program (Evrard et al., 2016) were then used to
adjust/complete the models of KBCP1P2, KBCP1 and KBCP2 respectively as to optimally fit the
experimental curve I(q). An ultimate adjustment was performed using the program CRYSOL

(Svergun et al., 1995).

Comparative sequence and structure analysis

Multiple sequence alignment of the archaea Pcc2 family members was realized using the
blosum62 matrix6 with MAFFT (online version 7) (Katoh et al., 2019). Structure-based
alignment of a subset of these members was performed using the ESPRIPT web-server (Robert
and Gouet, 2014). All figures of structures were generated with Pymol (The PyMOL Molecular
Graphics System, Version 2.0 Schrédinger, LLC). Structure comparisons was performed with

the PDBeFold web server.
Results

Identification of a Pccl paralog in archaea

The recent discovery of the fifth core subunit of KEOPS in metazoa raised the possibility that
a corresponding subunit could exist also in other eukaryotes and in archaea. In search for such
a subunit we noticed in the archaea Thermococcales the existence of two genes annotated as
Pcc1 and encoded on two distinct loci on the chromosome (supplementary figure 1). These
genes encode two proteins of similar size (82 amino acids for Pcc1, 85 amino acids for Pccl-
like) and exhibit modest but significant pairwise sequence identity (22 % identity, 55 %
similarity for Thermococcus kodakarensis orthologs). Using HMM-based sequence similarity
searches, we detected Pccl-like proteins in 11% of DPANN, 38% of Asgard, 83% of TACK and

88% of Euryarchaeaota analysed genomes. Except for several DPANN phyla, all the analyzed
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archaeal genomes contained both Pccl and Pccl-like encoding genes (figure 1 a. and b.). The
alignment of representative Pccl and Pccl-like sequences from 27 archaeal phyla allowed the
identification of conserved motifs (supplementary figure 2). Of note, the motif Ne7S/Tes in Pccl
sequences is replaced by D/E7D/E71 in Pccl-like sequences (T. kodakarensis numbering)
indicating that this might be a distinguishing feature between the two proteins. The
phylogenetic tree constructed from this alignement showed bipartite topology with one
monophyletic clade corresponding to Pccl orthologs and the other to Pccl-like orthologs
(figure 1 c.). Collectively, these data indicated that Pccl-like and Pccl proteins are paralogs
present in the vast majority of Archaea. To underscore the evolutionary connection with Pccl

we named its paralog Pcc2.
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Figure 1: Identification of Pccl paralogs among archaea domain. a. prevalence of Pccl and Pcc2 paralogs
among archaeal phyla Number of found Pccl or Pcc2 paralogs is indicated in the corresponding columns. Full
black circle corresponds to 100 % and white circle to 0% of genomes containing both Pccl and Pcc2 encoding
genes. n.d. means not determined. b. distribution of Pccl (red circles) and Pcc2 (blue circles) mapped onto
archaeal phylogenetic tree. The position of the four superphyla is indicated. c. maximum likelihood
phylogenetic tree made from alignment of 27 Pcc1 or Pcc2 sequences representative of the archaeal diversity.
The statistical support for the branch separating Pccl and Pcc2 clades was evaluated from 500 boot trees using
transfer bootstrap expectation. This means that the branch separating the two clades occurred in 455
bootstrap trees out of 500.

PaPcc2 protein co-purifies with archaeal KEOPS subunits

To investigate if Pcc2 could interact with KEOPS subunits we expressed the four known
subunits of KEOPS from Pyrococcus abyssi (PaKEOPS) among which Pccl carried hexahistidine
tag together with Pyrococcus abyssi Pcc2 ortholog (PaPcc2) and performed Ni-NTA affinity

chromatography followed by heparin and size exclusion chromatography. With this procedure
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we purified a complex containing Kael, Bud32, Cgil21, Pccl and a fifth band with apparent
molecular mass corresponding to that of Pcc2 (Figure 2). The apparent stoichiometry of the
purified complex was 1:1:1:1:1 as judged from SDS-PAGE analysis. We also purified an excess
of Pcc1-Pcc2 complex which was used for crystallization trials (see below).

We next tested whether Pcc2 can replace Pccl in a four-subunit complex. Similar purification
scheme was employed with Pcc2 being the sole His-tagged protein. The purified complex
contained four bands corresponding to Kael, Bud32, Cgil21l and Pcc2 with apparent
stoichiometry of 1:1:1:1. An excess of Pcc2 was also purified and used for crystallization trials
(see below) (Figure 2).

These experiments demonstrated that in vitro Pcc2 can associate with KEOPS subunits either

as a fifth subunit or by replacing Pccl to form four membered complex.
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Figure 2: Purification of five and four subunit Pcc2-containing KEOPS complexes. The size exclusion
chromatography analysis of five (a.) or four (b.) subunit KEOPS complex. The corresponding SDS-PAGE analysis
of the two boxed peaks is shown below each chromatogram. | corresponds to the protein sample injected on
the column. The fractions analyzed are indicated above each gel. K stands for Kael, B for Bud32, C for Cgil21,
P1 for Pccl and P2 for Pcc2.

The Pcc2 crystal structure
The structure of PaPcc2 was solved by molecular replacement at a resolution of 1.84 A and
contains three PaPcc2 copies in the asymmetric unit. The structures of the 3 copies in the

asymmetric unit is nearly identical (RMSD around 1.3 A). Two copies form a tight dimer
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whereas the third copy is more loosely associated with the two others. An identical dimer is
created by the third copy through crystal symmetry contacts (Figure 3.a). PaPcc2 forms a three
stranded anti-parallel B-sheet with three a helices packed against one face of the sheet
(Baa’BBa topology) (figure 3.a). PaPcc2 and Pccl share the same fold and superpose very well

with a RMSD of 1.48 A (Z score of 7.2 for 76 Ca positions) (figure 3.b).

Figure 3: a. Structure and packing of the three copies of PaPcc2 in the asymmetric unit. The dimer that
resembles the PaPccl-Pcc2 heterodimer is represented by the subunits in green and orange, the third subunit
is in grey. b. Superimposition of the PaPcc2 homodimer (pink and orange) with one subunit of the PfPccl
homodimer (each subunit is colored in black and grey). c. Packing of PaPcc2 homodimer into the asymmetric
unit. Interface type I sticks residues are involved into the packing stabilization.

The main structural difference between Pccl and Pcc2 resides in the connection
between strands B 1 and B2 that consists of a single a helix for Pccl and 2 perpendicularly
oriented a helices for PaPcc2. The Pcc2 dimer is very similar to that of the Pccl homodimer
and also to the PaPccl-Pcc2 heterodimer, described below. The two B1 strands associate to
form a continuous six stranded anti-parallel B-sheet. This Pcc2 homodimer is stabilized by 9
hydrogen bonds between B1 strand (interface area 815.6 A2 interface type 1) (figure 3.c). The
second dimer interface in the asymmetric unit is formed by packing of the a1 and ay helices

against the B-sheet (interface type Il). This last subunit contacting the Bl-strand as the
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interface type | of a neighboring Pcc2 heterotrimer in the crystal (not shown) suggesting that
this interface is probably purely crystallographic. The superimposition of PaPcc2 (type |) with
the PfPccl homodimer highlights a transverse sliding of second subunit along its B1 strand

axis (figure 3.b).

These data revealed that PaPcc2 structurally closely resembles PaPccl despite the low
level of sequence identity suggesting, after the gene duplication event, the existence of strong

positive selection to conserve the overall structure.

Structure of the Pcc1-Pcc2 heterodimer

The structure PaPcc1-Pcc2 was solved at 3.18 A resolution. The asymmetric unit of the crystal
contains one copy of the PaPccl-Pcc2 heterodimer (figure 4.a). The B1-strands of PaPccl and
PaPcc2 align to create a six stranded anti-parallel B-sheet. The packing of the two C-terminal
helices of Pccl and Pcc2 provides the main hydrophobic interface of the heterodimer
(interface area of 1154.5 A2 (figure 4.b). PaPcc2 provides a similar fold that PaPccl, but PaPcc2
has an helix insertion (figure 4 c. and d.). Morever the PaPccl-Pcc2 dimer structure is very
similar to that of the Pcc1 homodimer (figure 4.b) (PDB ID 3ENC) but is somewhat different
from the Pcc2 homodimer (RMSD = 2.4 A, Z-score = 7.37, 144 positions of Ca aligned) (figure
6.b). However, the structure of one subunit PaPcc2 as present in its homodimer and in the
PaPcc2-Pccl heterodimer are nearly the same (RMSD 0.98 A) suggesting that binding of Pcc2
to Pccl does not induce a significant conformational change in Pcc2 structure (supplementary

figure 3).
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Figure 4: Structure of PaPcc1-Pcc2 heterodimer. a. Cartoon presentation of PaPcc1-Pcc2 (in blue and orange
respectively). b. Packing of PaPcc1Pcc2 heterodimer into the asymmetric unit. sticks residues are involved into
the packing stabilization c. Superimposition of PaPcc2 (in orange) onto PaPccl (in blue). d. Topology diagrams
of PaPccl and PaPcc2 respectively.

Analysis of KEOPS complexes in solution.

To learn more about the oligomeric status of the Pccl and Pcc2 complexes in solution, we
performed SAXS experiments. Three complexes were analyzed: KBCP1P,, KBCP1 and KBCP-.
Samples of these were loaded onto a Bio-SEC3 Agilent size exclusion chromatography
mounted before the SAXS cell. Guinier plot shows a linear curve testifying of monodispersy of
the complexes (supplementary figure 7 a.). Our SAXS data established that the KBCP1P;
complex has a Mw of 90 kDa approximatively in agreement with the theoretical Mw of 101
kDa and most compatible with a heteropentamer of 1:1:1:1 :1 stoichiometry in accordance
with size exclusion chromatography data (Table 2). Based on a combination of crystal
structures (KP1 (PDB code 3ENC), BC (PDB code 4WW$9) and the present P1P;), we constructed
a 3D-model of the KBCP1P, pentamer using the software MODELLER. The calculated scattering
curve of this pentamer model fits very well the experimental SAXS curve, yielding a x? value of
0.619 (supplementary figure 4). The Patterson function allowed us to calculate the maximal

extension of the object, that is around 125 A (supplementary figure 7 b.). Next, we showed
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by SAXS that KBCP2 complex is stable and has a Mw of approximatively 180 kDa, not
compatible with the theoretical Mw of 91 kDa. This strongly suggests that KBCP, forms an
octamer in solution with (Table 2) 2:2:2:2 stoichiometry. We created a model for this
complex, using a combination of previous BKP1and the present Pcc2 homodimer structures.
We replaced P; by the closely related P, in the KBP1 complex and imposed P, homodimer (PDB
code 7A66) as the central dimerization unit to construct the octamer. This model fitted the

experimental SAXS curve satisfactorily with a x? value of 1.64 (supplementary figure 5).

Archaeal KEOPS complex was previously shown to form octamers via Pccl dimerization (Mao
et al., 2008; Perrochia, Guetta, et al., 2013). To get structural information about this octamer
we collected SAXS data and established that the KBCP1 complex has a Mw of approximately
186 kDa, confirming KBCP1 has 2 :2 :2 :2 stoichiometry in solution (Table 2). We then made a
model of octameric KBCP1, using the structure of the Pccl as the dimerization unit (PDB ID
3ENC). The initial model created a few steric clashes (Wan et al., 2016) which could be
released using the FoxsDock software. The adjusted KBCP1 octamer model fitted very well to
the experimental SAXS curve with a x? value of 1.39 (supplementary figure 6). The KBCP1
octamer adopts a linear shape, in line with a maximal extension around 188 A. The KP;
interface in the octamer is slightly twisted compared to that in the KP; structure (PDB code
3ENO) but we modelled it as the interface of OSGEP-LAGE3 (PDB code 6GW)) (supplementary
figure 8). The proximity of the Kael subunits in the octamer raises the question about the
existence of possible steric hindrance for tRNA binding. However, it has been shown that there
is no difference in the in vitro t6A activities of the tetrameric and octameric KEOPS complexes

(Wan et al.,, 2016).

Together, the SAXS data indicated that PaPcc2 when associated to four-subunit PaKEOPS

complex prevents its dimerization like the action of GON7 within the human KEOPS complex.
Discussion

The t°A modification pathway is present in virtually all living cells. In eukaryotic organisms the
threonyl-carbamoyl transferase activity is executed by the universal Kae1l/TsaD enzyme within
the KEOPS protein complex composed of five subunits. The sequences of four subunits (Kael,
Bud32, Cgil21, Pccl) , are very well conserved among organisms, while that of the fifth

subunit Gon7 diverges considerably between fungi and metazoans (Wan et al., 2017). Apart
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for Kael, the functional role and associated mechanism of the other four units is still not
understood. Deletion of Gon7, Bud32 and Pccl abolishes t°A activity and is lethal for
prokaryotic cells while it results in growth and developmental retardation in single and
multicellular eukaryotes (Thiaville et al., 2016). Recently, mutations in the five KEOPS subunits
in human were linked to a very debilitating genetic disease with low life expectancy (Braun et

al., 2017; Arrondel et al., 2019).

In this study we have identified a paralog of KEOPS subunit Pcc1 which we named Pcc2.
Both paralogs are widely conserved in Archaea suggesting that the gene duplication resulting
in Pccl and Pcc2 is an ancient event that occurred before the diversification of Archaea. The
high prevalence of both paralogs in Archaea indicate that Pccl and Pcc2 have important and

distinct functions in Archaea.

We solved crystal structures of Pccl-Pcc2 heterodimer and Pcc2-Pcc2 homodimer.
Pccl has structural similarities with the well documented KH domain (RMSD 1.95 A on 71 Ca
between PaPccl and KH1 domain of poly C binding protein PDB ID 2AXY), which functions as
a versatile RNA, ssDNA, RNA hairpin binder (Grishin, 2001; Valverde et al., 2008; Nicastro et
al., 2015) in line with its capacity to bind tRNA (Perrochia et al., 2013b). Pcc2 is also related
to the KH domain family, but the typical GxxG motif is absent between al and al’ helices. The
closest structural homolog of Pcc2 is the KH3 domain of hnRNP K (RMSD 2.764 A on 64 Ca,
PDB code 1J5K). Structure of hnRNP K - ssDNA complex shows that ssDNA contacts the protein
in a narrow hydrophobic groove formed by four positively charged residues (K-K/R-K-R) and
capped by hydrophobic residues (Braddock et al., 2002). PaPcc2 has three positively charged
residues located in a1’ helice (K3, K3s, K39) surrounded by hydrophobic residues (S32 and Sao).
We were unable to model the side chain of Ksg, suggesting that this residue is flexible in
contact with solvent or in absence of a ligand. In analogy to hnRNP K, Pcc2 could therefore
harbor the capacity to bind nucleic acids. These speculative observations should be tested by

isothermal titration calorimetry.

The superposition of the Pccl-Pcc2 heterodimer with Pcc2-Pcc2 or Pccl-Pccl
homodimers revealed that the contact with Pcc1 does not induce a significant conformational
change in Pcc2 (supplementary figure 8). However, we observed a significant shift alongside
the heterodimer contact interface (about 10 A) as compared with homodimers (figure 3 b.)
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impacting the maximum dimension of KBCP2 octamer (supplementary figure 7 b.). It is
tempting to speculate that this shift explains, at least in part why, unlike KBCP1 or KBCP2, the
KBCP1P2 does not form a hetero-octamer in vitro. The SAXS data collected for different KEOPS
complexes and their corresponding models may provide an additional explanation
(supplementary figure SAXS data). Indeed, the interface between the Kael and Pccl (PDB code
3ENO) is stabilised by a four-helix bundle created between al and a2 helices of Pccl and a2
and al helices of Kael. In the model of the equivalent interface in the KBCP2 hetero-octamer
the a2 helix of PaPcc2 is perpendicular to the a2 helix of Pccl (supplementary figure 8). Such
conformation results, in our model structure, in smaller contact surface with Kael and
consequently, less stable interaction with Kael. Coincidentally, the major difference between
Pccl and Pcc2 orthologs resides in the sequence of a2 helices (supplementary figure sequence
alignment and logo) which contains several conserved residues specific either for Pccl or for
Pcc2. The conserved Asng; of Pccl interacts with Pcc2-specific Asp/Gluzo in the Pccl-Pcc2
heterodimer interface while the conserved Thr/Sers; contributes together with conserved
Argz1Trp72 to the stabilization of the Kael-Pccl interface. The corresponding Pcc2 residue is
Asp/Gluz71 which cannot establish an equivalent interaction. Based on these data we propose
that the arrangement Kael-Pcc1-Pcc2 is the most stable conformation for the archaeal KEOPS

complex.

In spite of absence of sequence or structural similarity between Pcc2 and Gon7 the
interface PaPcc1-PaPcc2 and hGon7-LAGE3 is remarkably similar (figure 5). The superposition
of these crystallographic structures (RMSD = 1.64 A, Z-score = 8, 106 positions of Ca aligned)
revealed that both heterodimers are stabilised through a 6-strand B or 5-strand 3 antiparallel
sheets and two helices. This suggest that this interface with the KEOPS fifth subunit is

conserved from archaea to eukaryotes.
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Figure 5: Structural comparison of Pccl-Pcc2 and hLAGE3-hGon7 heterodimers. Superimposition of the
crystallographic PaPcc1-PaPcc2 structures (in blue and orange, respectively) on hLAGE3-hGON?7 (in green and
grey, respectively) is shown on the left. The top right insert is a zoom on the 6-strand B and 5-strand
antiparallel sheets stabilising the two interfaces, respectively. The bottom right insert is a zoom on the helices
that also contribute to the building of the interfaces.

Archaeal KEOPS complex catalyses the formation of t°A in vitro in absence of the fifth
subunit (Perrochia et al. 2013). What is the oligomeric state and composition of archaeal
KEOPS in vivo and the function of Pcc2 in the t°A synthesis remains to be investigated. In
analogy to Gon7 proteins we can speculate that Pcc2 may have a regulatory role rather than

direct function in the t°A synthesis.

The HMM sequence searches for Pcc2 orthologs in public databases did not retrieve
any significant hits outside Archaea indicating that if Pcc2 related proteins exist in eukaryotes
they are highly divergent. This would not be surprising given that the yGon7 and hGon7, both
found in opisthokonts, are highly divergent. Nevertheless, our study provides evidence that
the interface between Pccl orthologs and the archaeal or eukaryotic fifth subunits is highly

conserved even across the long evolutionary distances. We can therefore predict that fifth
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KEOPS subunits different from Gon7 will be found in eukaryotes outside of Fungi and

Metazoans.
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PaPcc2 PaPcc1Pcc2
PDB code 7A66 7A67
Number of molecules in 3 2
asymmetric unit

cl21 P3221
Space group

. 76.80 81.31 66.48 69.898 69.898 92.751

Cell parameters (A, °)

90.00 121.59 90.00 90.00 90.00 120.00
Resolution (A) 50-1.84 50.00-3.18

(1.96-1.84) (3.36-3.18)
X-ray wavelength 0.983988 0.980066

205991 87363
No. of total reflections

(32315) (11857)

29812 4659
No. of unique reflections

(4675) (678)

99.5 98.4
Completeness (%)

(96.9) (91)

18.24 10.54
/o

(1.08) (1.54)
CCi/2 99.9 99.7

(65.5) (85.9)
Reryst 0.204 () 0.185
Riree 0.229 (03270) 0.250
RMSD bond lengths (A) 0.010 0.010
RMDS bond angles (°) 1.12 1.25
Average B (A2) 45.0 60.0
Clashscore? 2.07 10.5
MolProbity score? 0.98 3.09
Ramachandran plot (%)
Favored 98.37 89.38
Allowed 1.63 9.37
Outliers 0.00 1.25

Table 1: Data collection and refinement statistics. Values for the highest resolution shell are in parentheses.
CCy/2 = percentage of correlation between intensities from random half-dataset. ? Calculated with MolProbity
(MolProbity score combines the clashscore, rotamer, and Ramachandran evaluations into a single score,
normalized to be on the same scale as X-ray resolution).
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l

KBCP1P2 KBCP1

KBCP2

Data collection parameters

Instrument

Detector

Beam geometry

Wavelength [A]

SWING (SOLEIL)
CCD-based AVIEX
0.8mm x0.15 mm
1.0
0.007 < g <0.50

g-range [A1]

Absolute scaling

Exposure time [s]

Temperature [K]

Comparison with scattering from pure H,0

2
283

SEC-SAXS column

Biosec 3 Agilent

Loading concentration [mg/mL]

2.55

0.72

Injection volume [pL]

50

Flow rate [mL.min]

0.3

Structural parameters

1(0) Guinier [cm] 8.7510 7.46 103 +8.44 10° 4.77 102+ 1.1310*
Rg Guinier [.f\] 36.9 52.5+0.873 52.4+0.19
gRg-range 0.45-1.3 0.479-1.29 0.47-1.27
1(0) p(r) [cm™] 8.90 10 7.5410-3 £0.90-4 4.83102+1.2210°
R, p(r) [A] 38.87 £0.23 54.42+0.88 54.89+0.22
g-range [A7] 0.0091-0.2639 0.091-0.197 0.0078 - 0.1856
Dyx [A] 125 188 205
Molecular mass determination
Mol . L -IMMquence [kDa] ® 101.457 91.146 90.871
MMy exian [kDa] © ~94.225 ~185.775 ~180.5
Credibility interval 85.6-100.3 162.65-194.95 151.45-194.95
Oligomerization pentamer Octamer Octamer
Stoichiometry 1:1:1:1:1 2:2:2:2 2:2:2:2

Table 2: SAXS results and data collection parameters.
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Supplementary figure 1: a. Genomic context of PCC1 into (1) Pyrococcus abyssi GE5, (2) Thermococci archaeon
strain B21_G6, (3) Pyrococcus sp. NCB100, (4) Pyrococcus sp. NA2, (5) Pyrococcus horikoshii OT3, (6)
Pyrococcus horikoshii strain UBA8834, (7) Pyrococcus sp. STO4. Synténie was perform from research of PCC1
(in red) localised from 280821 to 281054 on Pyrococcus abyssi GE5 genome and compared to other genomes
into database PATRIC (https://www.patricbrc.org/). b. Genomic context of PCC2 into (1) Pyrococcus furiosis
COM1, (2) Pyrococcus furiosis DSM3638, (3) Pyrococcus horikoshii OT3, (4) Pyrococcus sp. ST04, (5) Pyrococcus
sp. NA2, (6) Pyrococcus abyssi GE5, (7) Thermococcus barophilus MP, (8) Pyrococcus yayanosii CH1, (9)
Thermococcus sp. ES1, (10) Thermococcus sp.4557, (11) Thermococcus celericrescens strain DSM 17994.
Syntenie was performed as PCC1.
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Supplementary figure 2: Alignment of Pccl and Pccl-like sequences. a. alignment of Pccl (top) and Pccl-like
(below) sequences. The alignment was done using MAFFT v7. MView program was used to visualize the
alignment. The residues conserved in 70 % of sequences or more are highlighted and the residues with similar
physico-chemical properties are indicated in the same color. The percent of pairwise identity with respect to
the top sequence is indicated next to the sequence name. b. sequence logo obtained from the alignment using
WeblLogo 3 (see materials and methods). The position in the sequence is indicated on the X-axes, the
conservation level for each position is indicated in bits on the Y axes. The size of each letter is proportional to
the frequency of their occurrence in the alignment. The motifs Ne;S/Tess and D/E7oD/EzT specific for Pccl or
Pccl-like sequences, respectively, are boxed.
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Supplementary figure 3: Superimposition of Pcc2 alone (in orange) and Pcc2 in complex with Pccl (in grey).
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Supplementary figure 4: a. Saxs data (black dots) of the KBCP1P2 complex. The red curve represents a
theoretical scattering curve of a model of the pentameric KBCP1P2 complex, represented in (b). Cgil321
(Peach), Bud32 (Rose), Kael (red), Pccl (blue) and Pcc2 (orange).
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Supplementary figure 5: a. Saxs data (black dots) of the KBCP2 complex. The orange curve represents a

theoretical scattering curve of a model of an octameric KBCP2 complex, represented in (b). Cgil32 (Peach),
Bud32 (Rose), Kael (red) and Pcc2 (orange). Pcc2 forms the dimerization unit of the octamer.
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Supplementary figure 6: a. Experimental saxs data (black dots) of the KBCP1 complex. The blue curve

represents a theoretical scattering curve of a model of an octameric KBCP1P2 complex, represented in (b).
Cgil32 (Peach), Bud32 (Rose), Kael (red) and Pccl (blue). Pccl forms the dimerization unit of the octamer.
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Supplementary figure 7: a. Guinier plot of KBCP2 in orange, KBCP1P2 in red and KBCP1 in blue b. Distance
distribution (Pr) curves for KBCP2 (orange) and for the KBCP1 (blue) and KBCP1P2 (red) complexes. The
normalized distance distribution was calculated by PrimusQT implemented in Atsas software.
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Supplementary figure 8: Comparison of interaction mode between Kael and Pccl or Pcc2.
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IV.2. Conclusion.

L’identification de PaPcc2 et la résolution de sa structure tridimensionnelle a mis en évidence

et confirmé plusieurs points :

Malgré seulement 20 % d’identité de séquence, PaPccl et PaPcc2 possedent des
structures 3D tres similaires confirmant que PaPcc2 est le paralogue de PaPccl.

In vitro, le complexe KBCP1 se dimérise via la sous-unité PaPccl et forme un octamere
de stoechiométrie 2 :2 :2 :2. La structure 3D de I’'homodimeére PfPccl (code PDB 3ENO)
montre que I'oligomérisation permet d’enfouir et de stabiliser la surface hydrophobe
de chaque monomere PfPccl.

In vitro, la présence de Pcc2 empéche la dimérisation du complexe KBCP1 permettant
un agencement de stoechiométrie 1:1:1:1:1. La courbe de diffusion des intensités
SAXS de KBCP1P> mesure sans ambiguité que ce complexe est un pentamere.

De fagon surprenante, in vitro, le complexe KBCP, se dimérise aussi et forme un
octamere de stcechiométrie 2:2:2:2. Comme la structure cristallographique de
PaPcc2 montre un homodimere dans I'unité asymétrique semblable a celui de PfPccl,
I’hypothese que PaPcc2 forme la plateforme de dimérisation a été émise et un modele
3D in silico de KBCP; dimérique a été réalisé. Ce modele s’ajuste de facon satisfaisante

a la courbe des intensités expérimentales de SAXS confirmant cet agencement.

Perrochia et al., a mis en évidence que le complexe KBCP; interagit in vitro avec un ARNt

substrat (Kd ~ 100 a 500 nM) et catalyse la modification t°A (Perrochia et al., 2013). Cependant

aucune donnée, ex vivo, n'est disponible et permettrait de trancher quant a I'activité t°A

supportée par une stcechiométrie 2:2:2:20oul:1:1:1.

In vitro, Pcc2 réorganise I'oligomere en empéchant la dimérisation du complexe KEOPS et

en stabilisant le complexe en pentameére. Des expériences biochimiques quant a I'effet de

Pcc2 sur l'activité de la modification t°A sur les ARNt substrats sont prévues et permettront

d’affiner le réle de Pcc2 au sein du complexe KEOPS.

L'effet de Pcc2 sur I'organisation et la stoechiométrie du complexe est identique a celui de

GON7/Gon7 sur le complexe KEOPS dans les champignons et les métazoaires. De plus,

I'interface des hétérodimeres PaPcclPcc2 et LAGE3-GON7 (code PDB 6GWIJ) sont proches
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(RMSD = 1,64 A, Z score = 8 sur 106 positions Ca alignées) (figure 5 de I'article en cours page
285). Ces similitudes montrent une conservation du mode d'interaction des différents
hétérodimeres. Il serait intéressant de faire des essais de complémentation de PaPccl1-Pcc2
dans la levure chez qui les génes PCC1 et yGON7 ont été invalidés préalablement. Egalement,
des tests ex vivo ou in cellulo pourraient étre envisagés pour tester quant a I'existence du

pentamere chez les archées.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES.

Rappels sur la modification t°A.

L’absence de la modification t°A est reliée a des phénotypes pléiotropes au sein des
organismes, allant de la non-viabilité des bactéries a des défauts de développement de
certains organes chez les métazoaires, dont le GAMOS observé chez 'Homme (Braun et al.,
2017; Linetal., 2010; Lin et al., 2018; Thiaville et al., 2014; Thiaville et al., 2015). Chez la levure,
le défaut t°A conduit a une croissance trés altérée des clones mais une croissance minimale
est toutefois observée en condition permissive. Ces phénotypes different selon les organismes
et sont souvent la conséquence d’'une mauvaise homéostasie de la synthése des protéines,

conduisant a leur agrégation ou a leur mauvais repliement (Thiaville et al., 2016).

La famille d’enzyme ubiquitaire Kael/OSGEP/TsaD/Qri7 nécessite des partenaires
divers selon les espéces, formant des complexes oligomériques différents. Les fonctions des
partenaires ne sont pas toujours bien comprises, ce qui nécessite leurs caractérisations afin
de mieux comprendre leurs implications dans la modification t®A. Selon leurs contributions,
un défaut de ces sous-unités pourrait expliquer aussi les variations des phénotypes dans les

organismes.

Les travaux conduits pendant ma thése sont majoritairement des études structurales

des différents complexes oligomériques au sein des trois domaines du vivant.
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Les t°A synthases au sein des procaryotes.

Réarrangements structuraux de TsaD par TsaE chez les procaryotes.

Alasuite des travaux de W. Zhang dans I’équipe, qui avait résolu la structure du sous complexe
TsaBD d’Escherichia coli et avait remarqué que TsaE était essentielle pour I'activité t°A (Zhang
et al., 2015), nous avons poursuivi la caractérisation du complexe ternaire TsaBDE de
Thermotoga maritima. La structure cristallographique du complexe de TsaBDE a permis de

clarifier de nombreuses informations biochimiques (figure 101).

Figure 101 Structure quaternaire de TsaBDE de Thermotoga maritima. TsaE est en orange, TsaD en rouge et
TsaB en bleu. Les deux nucléotides ATPyS sont représentés en sticks verts.

TsaE interagit avec TsaBD mais majoritairement avec TsaD (figure 101). La présence de
I'ATP est nécessaire pour l'interaction entre TsaE et TsaBD (Zhang et al., 2015). La structure de
TsaBDE a effectivement montré qu'un analogue de I'ATP (ATPyS) est présent a l'interface de
TsaD et TsaE (figure 102). En plus de son réle de stabilisateur, le site de fixation du nucléotide
partagé entre TsaD et Tsak explique I'augmentation de I'activité ATPase de TsaE observée en
présence de TsaBD (Zhang et al., 2015). Les acides aminés de TsaD impliqués dans la fixation
du nucléotide sont trés conservés dans les protéines TsaD (figure 102), en effet la lysine 166
est conservée dans les trois domaines du vivant alors que la lysine 213 est conservée
uniguement chez les procaryotes. Ainsi, les protéines TsaD dans les procaryotes semblent
avoir évoluées pour assurer la fixation du nucléotide avec TsaE et participer a I’hydrolyse de

I’ATP.
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Figure 102 Site de fixation de I’ATPyS a l'interface de TsaD et TsaE. L’ATPyS est représenté en stick vert et est
stabilisé par les acides aminés de TsaE et TsaD. Un ion Mg** (ajouté dans la solution de cristallisation) est
localisé a proximité et est coordonné par les chaines latérales des acides aminés de TsaE et TsaD et également
par les phosphates B et y du nucléotide.

Il a été mis en évidence par I'équipe de M. Swarjo que le complexe ternaire TsaBDE est
incompatible avec la fixation d’'un ARNt (Luthra et al, 2018). Notre structure quaternaire
TmTsaBDE confirme pourquoi la fixation d’'une molécule d’ARNt est incompatible avec la
présence de TsaE (figure 101), car celle-ci occupe la surface de TsaBD majoritairement

électropositive et I'entrée du site actif de TsaD.
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H113

Figure 103 Site de fixation de ’ATPyS dans le site actif de TsaD. L’ATPyS est représenté en stick vert et est
stabilisé par les acides aminés du domaine C-terminal de TsaD. La phénylalanine 64 de TsaE en orange se
positionne a proximité de la boucle S;:3:GGH;3; de TsaD qui participe a la stabilisation du nucléotide.

L'interaction avec TsaE induit aussi des changements drastiques de conformation de la
sous-unité catalytique TsaD. D’abord, les domaines N et C-terminaux s’écartent I'un de l'autre
provoquant une ouverture du site actif de TsaD. Malgré cette ouverture du site actif, TsaD est
toujours capable de fixer une molécule d'ATPyS (figure 103) en maintenant les interactions de
I’adénosine et du ribose avec les chaines latérales des acides aminés du domaine C-terminal
de TsaD, les mémes qui sont observées dans des complexes TsaBD-nucléotides en absence de
TsaE. Par contre les interactions de I'ATPyS avec les acides aminés du domaine N-terminal de
TsaD ont été rompues par la présence de TsaE. En effet, les acides aminés Higs et H111 de TsaD
sont désordonnés et ne fixent plus de métal. Ces résultats sont différents de ceux obtenus par
I’équipe de M. Swarjo. Dans leur structure de TmTsaBDE, un métal est toujours présent malgré
I'ouverture du site actif de TsaD (Luthra et al., 2019), mais il n’est ni coordonné par les mémes
histidines ni par le phosphate y du nucléotide comme dans EcTsaBD (code PDB 4YDU) (Zhang
et al., 2015). On peut donc se poser la question de savoir si on est en présence de structures

qui représenteraient deux étapes différentes le long du chemin réactionnel.

La présence du nucléotide ATPyS dans la conformation ouverte de TsaD suggere que
I'intermédiaire TC-AMP pourrait se fixer sur le complexe TsaBDE avant que I’ARNt substrat
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n'arrive dans le site actif de TsaD. L'étude menée en collaboration avec Charles Lauhon
(Université du Wisconsin) a permis d’observer le mode de fixation d’un analogue non
hydrolysable de I'intermédiaire TC-AMP (la molécule BK951). Dans ce complexe, TsaD est en
conformation fermée et un ion Zn?* est coordonné par les histidines 109, 111 et I'aspartate
300 mais également par le groupement carboxylate du groupement thréonine de la molécule
BK951. Il en a été conclu que ce métal jouerait un role dans la fixation de I'intermédiaire plutot

que dans la catalyse.

Des données cristallographiques ont montré qu’un second métal (Mg?*) se fixe dans le
site actif de EcTsaD en conformation fermée (code PDB 4YDU) (Zhang et al., 2015). Il est
coordonné, d’une part, par les phosphates a et B du nucléotide et d’autre part, par le
glutamate 12 (E12), totalement conservé chez les procaryotes mais pas dans les orthologues
eucaryotes ou d’archaea. Le mutant E12A ne présente plus aucune activité t°A, montrant qu'il
est indispensable pour la catalyse (Zhang et al., 2015). En revanche, nous n’avons pas observé
d’ion Mg?* dans notre structure de EcTsaBD (co-cristallisé avec la molécule BK951) (code PDB
65S84). L'une des explications possibles de I'absence de ce métal est la rotation du groupement
phosphate a causée, probablement, par la substitution d’un oxygene en carbone dans la
molécule BK951. Le rble du glutamate et la participation d’un éventuel second métal dans le

mécanisme réactionnel n’ont donc pas été bien établis.

L'étude de mutagénése dirigée, réalisée par I'équipe de C. Lauhon (Chapitre I), a
permis en plus du glutamate 12 et des histidines 109 et 111, d’identifier des acides aminés
supplémentaires qui sont indispensables pour la catalyse de la modification t®A. La sérine 9 et
la cystéine 10 qui contactent la partie thréonyle de la molécule BK951, sont des acides aminés
conservés chez les procaryotes et localisés sur la méme boucle que le E1;. Leur mutagenese

affecte également la catalyse, montrant que cette boucle joue un réle important.
L’activité ATPase de TsaE est nécessaire pour la catalyse de la modification t°A.

Il a été montré in vitro, dans le laboratoire, que TsaE était nécessaire pour la modification t°A
(Zhanget al., 2015). En revanche, notre structure montre que l'interaction de TsaE avec TsaBD
empéche la fixation de ’ARNt. Ces deux résultats qui semblent contradictoires dans un
premier temps ont été partiellement conciliés par des expériences biochimiques menées dans

I’équipe de M. Swarjo. L'ensemble de ces données montre que TsaBD seul n’est capable
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d'effecteur qu'un seul cycle de catalyse. En revanche, l'interaction avec TsaE, couplée a
I’hydrolyse de I’ATP, maintient la machine catalytique de TsaD (Luthra et al., 2018). Ceci a été
montré grace a I'étude du mutant E10sA de TsaE, (E1os interagit avec le nucléotide ATPyS) qui
ne présente plus d’activité ATPase et n’interagit plus avec TsaBD (Zhang et al.,, 2015). En
présence de TsaBD, ce mutant ne permet qu’une seule modification t°A ("single turnover"),
alors qu’en présence de la protéine sauvage, TsaBD effectue plusieurs cycles de modification

t®A ("multiple turnover") (Luthra et al., 2018).

Nos observations et celles de I'équipe Swarjo permettent de dresser un schéma théorique
de la modification t°A (figure 104). La fixation de TsaE provoque une ouverture et une
perturbation partielle du site actif de TsaD. Cette conformation semble capable de fixer le
substrat TC-AMP. L’hydrolyse de I’ATP a l'interface de TsaD et TsaE conduirait a la dissociation

de TsaE. L’ARNt devrait alors interagir avec TsaBD et occuper un site de fixation, similaire a

@0

-t

Conformation
fermée

Conformation
ouverte

Figure 104 Schéma réactionnel hypothétique de la modification t°A chez les procaryotes.

celui de TsaE, pour subir la modification t®A. Ces derniers points sont encore trés spéculatifs
et leur confirmation nécessitera d’avoir des informations sur la structure du complexe TsaBD
avec I’ARNt. Il se pourrait aussi que la conformation de TsaD soit inactive aprés dissociation

de Tsak mais que la fixation de I’ARNt induise une forme fermée et active.

Stabiliser la forme inactive de TsaD pendant une partie du cycle réactionnel pourrait se

justifier afin d'éviter I’hydrolyse de I'intermédiaire TC-AMP qui a été déja montré comme étant
306



extrémement labile et qu’il ne peut se maintenir qu’en se fixant dans un site actif, comme cela
a été montré dans le cas de TsaC (Lauhon, 2012). La conformation ouverte de TsaD permettrait
peut-étre de fixer et de stabiliser le TC-AMP avant que I’ARNt n’arrive dans le site actif. Ce
mécanisme putatif n’est certainement pas la seule possibilité du cycle réactionnel puisque

d’autres homologues (QRI7, Kael, OSGEP) n’ont pas besoin de TsaE.
Inhibition de TsaE : cible thérapeutique potentielle ?

Lors de la modification t°A, la majorité des procaryotes nécessitent TsaE qui, en induisant des
changements conformationnels, promeut le renouvellement de la sous-unité catalytique
TsaD. Il a été montré que TsaE est présente dans la majorité des génomes des bactéries, a
I’exception de certains organismes tels que des Mollicutes qui possédent des génomes réduits
(Deutsch et al., 2012). De plus il n'a pas été identifié, a ce jour, d’homologues chez les
eucaryotes. Ainsi, le développement de molécules inhibitrices qui ciblent la fonction de TsaE
pourrait potentiellement empécher la modification t°A sur les ARNt, conduisant a la mort des

bactéries.

Le site de fixation de I'ATP qui stabilise l'interaction TsaD et TsaE est atypique et
pourrait présenter une cavité intéressante pour le développement d'inhibiteurs. Un inhibiteur
qui empécherait I'interaction entre TsaD et TsaE pourrait diminuer le niveau de modification

t®A ce qui aurait pour conséquence la mort cellulaire.

Au contraire, un composé qui renforcerait I'interaction entre TsaD et TsaE et qui
empécherait la dissociation de TsaE, pourrait aussi empécher la fixation de 'ARNt. Des
molécules qui préviennent ou renforcent l'interaction entre TsaD et TsaE pourraient ainsi

avoir un potentiel d’antibiotique.

Bien que la molécule BK951 soit déja un bon inhibiteur, il serait difficile de le faire
évoluer vers une molécule thérapeutique. En effet, les structures d’OSGEP humain et de TsaD
sont tres proches et il est probable que la molécule BK951 inhibe également I'homologue
humain (des expériences sont prévues au laboratoire). Son utilisation causerait donc sans
doute des problemes d’effets secondaires. De plus, le BK951 est hydrophile et aura sans doute

des difficultés pour traverser la membrane bactérienne.
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L’activité protéine kinase de TsaE.

Il a été montré que TsaE posséde également une activité kinase (cf. § 4.5.1.2) et pourrait
phosphoryler TsaD (Nguyen et al., 2017). Dans notre structure, la sérine 60 coordonne le Mg?*
et la thréonine 62 est localisée proche du phosphate y de I’ATP (du motif SPT) (figure 103 page
304). La conservation de ce motif classe TsaE dans la famille des kinases du type Ser/Thr Hanks
(Nguyen et al., 2017). Ces kinases s’organisent en deux lobes formant la poche du site actif
(Janczarek et al., 2018). Le domaine N-terminal est impliqué dans la liaison et dans
I'orientation d'une molécule d'ATP, alors que le domaine C-terminal est responsable de la
liaison au substrat protéique et du transfert du groupement phosphate (Endicott et al., 2012).
Le domaine N-terminal des kinases contient la boucle P, la boucle de fixation du Mg?* et la
boucle catalytique est retrouvée entre les domaines N et C-terminaux (Janczarek et al., 2018).
Dans toutes les kinases, le substrat est orienté afin que I'hydroxyle soit dirigé vers |’aspartate
catalytique (ici le D1igs). Dans les Ser/Thr kinases, une lysine située deux résidus apres (Kies)
interagit avec le phosphate y en stabilisant la charge négative portée par l'oxygéene du

phosphate y (figure 105) (Endicott et al., 2012).
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Figure 105 Diagramme schématique du mécanisme catalytique de le protéine kinase A (PKA). La molécule
d’ATP est en rouge. La sérine substrat qui est phosphorylée est en vert. Les acides aminés catalytiques D1¢6 et
Kies sont indiqués par un cercle rouge. D’apres Endicott et al., 2012.

TsaE est une ATPase qui présente une faible activité ATPase seule et ne présente pas
de domaine C-terminal. La poly-L-lysine (PLL) a déja démontré qu'elle stimulait fortement
I'activité de plusieurs protéines kinases (Absalon et al., 2009). Nguyen a montré que I’activité
d’autophosphorylation de TsaE est augmentée par la PLL (Nguyen et al., 2017). Les hélices du
domaine C-terminal de TsaD qui participent a la fixation du nucléotide engagent les chaines

latérales des lysines Kigs et K213 pour former des liaisons hydrogénes avec les phosphates B /y
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et un aspartate Disg est localisé tres proche des hydroxyles de la sérine 60 et de la thréonine

62 du motif SPT (figure 102 page 303). Cette proximité rappelle le site actif des kinases.

Il faudrait tout d'abord tester I'activité de phosphorylation de TsaE dans le contexte de
la modification t°A. Le développement des peptides inhibiteurs des kinases est un champ
d’investigation en essor. Il serait donc intéressant de tester |’activité inhibitrice de ces
peptides sur TsaE si celle-ci possede une activité kinase dans le contexte de la modification

toA.
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Les t°A synthases au sein des eucaryotes et des archées.

Contribution de GON7 chez I’'Homme : formation d’un complexe a 5 sous-unités.

yGon7 constitue la cinquieme sous-unité du complexe KEOPS de Saccharomyces cerevisiae.
Cette petite protéine de 123 acides aminés (code UNIPROT P46984) est intrinsequement
déstructurée seule en solution et seulement 60% de sa séquence se structure lorsqu’elle entre
en interaction avec Pccl (Zhang et al., 2015). Avec les autres sous-unités du complexe KEOPS,

yGON7 forme un complexe pentamérique en solution (Zhang et al., 2015).

Avant le début de ma thése, I'homologue de yGon7 chez I'Homme, C14, avait été
identifiée et ensuite renommé GON7 (Wan et al., 2017). Tout comme chez la levure, GON7
semble former avec les autres partenaires du complexe KEOPS un complexe a 5 sous unités
(figure 106) et sa présence augmente de 70% l'activité t°A du complexe (Wan et al., 2017).
Cependant, GON7 et yGon7 ne présentent que 17 % d'identité de séquence et aucune donnée
structurale n’étant disponible, il n’était ni possible de statuer quant a I'orthologie de ces deux

protéines, ni quant a la fagon dont GON7 interagit avec les partenaires du complexe KEOPS.

Nos études structurales, présentées dans le chapitre Ill, ont permis de mettre en
évidence que GON7 interagit avec LAGE3 et que malgré une faible similitude de séquence
entre GON7 et yGon7, ces deux sous-unités, désordonnées seules en solution, se structurent
en un feuillet de 2 brins B antiparalleles et en une longue hélice a en interaction avec leurs
partenaires respectifs LAGE3 et Pccl. Leurs interfaces forment un feuillet de 5 brins B
antiparalleles et les hélices a de GON7 et yGon7 interagissent avec I'hélice C-terminale de
LAGE3 et Pccl. Malgré des structures identiques, GON7 ne peut pas complémenter la levure
délétée de yGon7, ce qui suggere une évolution des interfaces au sien des organismes. Pour
confirmer ces observations, il serait intéressant d'essayer de complémenter la levure, délétée

de Pccl et yGon7, par LAGE3 et GON7.

Des mutations sur GON7 et YRDC conduisant au syndrome GAMOS chez I'Homme ont
été étudiées en collaboration avec I'équipe de Corine Antignac (article du chapitre Ill). Les
données obtenues ex vivo et in vitro ont permis de mettre en évidence que GON7 stabilise le

complexe KEOPS et améliore la catalyse de la modification t°A par rapport au complexe a 4
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sous unités, mais son absence est moins délétere que les mutations de la sous-unité

catalytique YrdC.

Nous avons également montré que les 5 sous-unités forment un pentamere en
solution et que GON7 empéche la formation d'un octamere (figure 106). La signification
fonctionnelle de ce changement drastique de la structure quaternaire du complexe KEOPS
n'est pas tres claire mais I'ensemble des données montre que le complexe a 4 sous unités peut
assurer une modification t®A minimale pour la survie des organismes eucaryotes. En revanche,

la présence de GON7 implique une modification t°A optimale pour le bon fonctionnement de

I'organisme.

Figure 106 Schématisation de I'effet de GON7 sur I'agencement du complexe KEOPS chez les métazoaires.

Identification d’une cinquiéme sous unité du complexe KEOPS archée.

Apres l'identification de la cinquiéme sous unité GON7/Gon7 du complexe KEOPS dans les
métazoaires et les champignons, de fortes présomptions concernant l'existence d'une
cinquieme sous unité chez les archées ont émergé. Utilisant des techniques d’analyse des
génomes, Tamara Basta et Marie-Claire Daugeron de I'équipe Biologie cellulaire des Archées
(I12BC, Gif sur Yvette) ont identifié un géne dans Pyrococcus abyssi codant une protéine PaPcc2
qui présente 20 % d'identité de séquence avec PaPccl. Ce gene de fonction inconnue est
conservé dans la majorité des génomes connus a I'exception des génomes réduits tels que les
organismes du clade DPAN. Deux hypothéses concernant la fonction de ce gene ont été
proposées : soit Pcc2 est un paralogue de Pccl et les deux protéines peuvent s’échanger selon
les conditions cellulaires, soit Pcc2 est la cinquiéme sous-unité de KEOPS chez les archées. La

structure de PaPcc2 est similaire a celle de PaPccl mais différente des protéines GON7/Gon7.
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Il a été clairement montré in vitro que Pcc2 seule dimérise et forme des hétérodimeres en

présence de Pccl.

Selon nos données de SAXS, en solution le complexe KBCP1P; forme un pentameére et
KBCP;1 dimérise et forme un octameére. De facon surprenante le complexe KBCP, a pu étre
purifié, montrant que PaPcc2 peut remplacer PaPccl. L'analyse de ce complexe a montré que

tout comme KBCP1, KBCP, dimérise et forme un octameére en solution (figure 107).

| R
3

0\“\9

Figure 107 Représentation schématique de I'effet de Pcc2 sur 'agencement des complexes Kael-Bud32-
Cgil21-Pccl et Kael-Bud32-Cgil21 dans Pyrococcus abyssi.

Il a été montré que PaKael interagit faiblement avec I'ARNt substrat (Kp apparent ~1 M),
mais que l'affinité augmente pour le sous-complexe PaKael-Pccl, suggérant que Pccl
contribue a la fixation de I'ARNt (Kp apparent ~ 100 -500 nM) (Perrochia et al., 2013). La structure
de Pccl est similaire a celles des protéines possédant des domaines KH. Ce motif structural
est connu pour interagir avec les acides nucléiques (Valverde et al., 2008). En revanche, Pccl
ne possede pas le motif GxxG caractéristique a cette famille de protéine. La boucle AC de
I'ARNt interagit probablement avec la surface électropositive de Kael tout en présentant
I'adénosine 37 dans son site actif et Pccl pourrait interagir avec le corps de I'ARNt. Pcc2
pourrait également contribuer a une meilleure fixation de I'ARNt. La recherche d'homologues
structuraux a mis en évidence une analogie avec la protéine hnRNP K (RMSD 2.764 A sur 64

Ca superposés, PDB code 1J5K). La structure du complexe hnRNP K—ADN simple brin (ADNsb)
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montre que cet ADN interagit avec la protéine dans une poche constituée de 4 acides aminés
basiques (K-K/R-K-R), encadrée par des acides aminés hydrophobes (Braddock et al., 2002).
PaPcc2 posséde trois acides aminés basiques localisés sur I'hélice a1’ (Kss, K3s, K39) encadrés par
des acides aminés hydrophobes (S3; and Sao). Ce site de PaPcc2 pourrait participer a la fixation

de I'ARNt.

Il faudrait cependant confirmer que le complexe KBCP1P, existe in vivo. Dans un
premier temps, il faudra vérifier si on peut isoler le complexe a 5 sous-unités a partir de
cultures de cellules. Dans un deuxieme temps on pourrait tester si le gene Pcc2 est essentiel
ou si l'invalidation du gene PCC2 a un impact sur la physiologie des cellules d’archées et mettre
ces résultats en perspective avec des observations sur les cellules délétées pour Pccl. Il sera

aussi important de mesurer 'effet de Pcc2 sur les activités t°A in vitro.

L'hétérodimeére PaPccl-Pcc2 montre des ressemblances avec les hétérodimeéres
Pccl/Gon7 et LAGE3/GON?7. |l serait donc intéressant de tester la complémentation de la

levure, délétée de Pccl et Gon7, par Pccl et Pcc2.

En conclusion nous avons observé que tout comme les sous-unités GON7/Gon7,
PaPcc2 présente un role de régulateur de I'état oligomérique de KEOPS in vitro. De facon
surprenante, son analogie structurale avec PaPccl lui permet d’interagir avec Kael en absence
de Pccl, assurant la dimérisation du complexe KEOPS et reconstituant I'octamere, ce qui

suggere un réle compensatoire.

Il avait été montré chez Haloferax volcanii que I'absence de Pccl ne provoquait pas de
diminution de la modification t°A in vivo, suggérant un réle accessoire de cette protéine (Naor
et al., 2012). Il est trés probable que I'absence de phénotype dans la souche délétée du géne
PCC1 est imputable a la présence de Pcc2. En absence de Pccl, Pcc2 pourrait prendre le relais

et avoir une fonction redondante, mais la fonction de KBCP2 n’est pas encore bien comprise.

Il est possible que I'interaction de Pccl avec Kael soit plus forte que celle de Pcc2 avec
Kael. Ainsi Pccl et Pcc2 sont en compétition et Kael semble privilégier Pccl pour former un
motif "4 helix bundle" plus stable. Ces observations sont basées sur les modeles ab initio et
devront étre testées par des expériences de calorimétrie par exemple, si I'on arrive a purifier

les sous-unités séparément. Egalement des expériences de thermo-stabilité des sous-
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complexes KP1 et KP2 peuvent étre envisagées. Et enfin la structure du sous-complexe KP2

serait intéressante pour vérifier si l'interface est similaire a celle de KP1.

Adaptation des enzymes t°A synthases selon les régnes du vivant.

Bien que la famille d’enzyme Kael/OSGEP/TsaD/Qri7 soit universelle, différents
partenaires ont été recrutés au cours de I'évolution pour assurer la seconde étape de la
modification t°A (figure 108) (El Yacoubi et al., 2012). Ainsi, nos études structurales ont permis
d’affiner les structures quaternaires des différents complexes des trois domaines du vivant.

Dans les mitochondries, seule la sous-unité catalytique Qri7 assure la
thréonylcarbamoylation des ARNt. Il a été mis en évidence qu'elle se dimérise via ses
domaines N-terminaux.

Dans les procaryotes, TsaBD interagit avec la protéine TsaE, et cette interaction est
stabilisée par I'ATP entre les hélices du domaine C-terminale de TsaD et la boucle P de TsaE.
Cependant, ce mode d’interaction est totalement différent de celui réalisé par Kael et OSGEP
avec Bud32 et TP53RK, respectivement, dont ces derniéres sont uniques chez les archées et
les eucaryotes. Leurs plis tridimensionnels sont reliés a celui des kinases RIO et une activité
ATPase in vitro a été observée chez Bud32 de Pyrococcus abyssi (Perrochia et al., 2013). Des
mutations dans le site actif de Bud32 de Saccharomyces cerevisiae présentent des effets
déléteres pour la survie de la cellule, similaires a ceux observés par la délétion du gene BUD32,
ce qui montre que la fonction de Bud32 pourrait étre reliée a son activité ATPasique.
Cependant, la fonction de Bud32 reste pour le moment incomprise. De plus, les sous-unités
Bud32 et Cgil21 ne semblent pas améliorer la fixation de I'ARNt (Perrochia et al.,, 2013). La
structure du complexe KEOPS entier avec I’ARNt est indispensable pour répondre a ces

questions.

314



Carbonate
+ TC-AMP AMP
L-thréonine
ATP PPl
Procaryotes
Carbonate
+ TC-AMP
L-thréonine
ATP PPI
T
, /“I Sy
Archées _ eya 2
Carbonate ;
+ TC-AMP E &5 AMP
L-thréonine N @
s
ATP PPI g
Métazoaires y L
( o0
Champignons . "\;z
Carbonate
+ TC-AMP AMP
L-thréonine
ATP PPI
La
2R
L2

Mitochondries

Figure 108 Représentation schématique des différentes machineries de synthése de la modification t°A dans
les 3 domaines du vivant et dans les mitochondries de Saccharomyces cerevisiae. La catalyse est assurée par
les familles d’enzymes ubiquitaires YrdC/Sua5 (TsaCi/TsaC;) et Kael/OSGEP/TsaD/Qri7. Ces derniéres
nécessitent des partenaires différents selon les espéeces.
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Les enzymes Kael/OSGEP/TsaD/Qri7 interagissent tous via leurs domaines N-
terminaux avec des partenaires différents. Les structures Kael/Pccl ou OSGEP/LAGE3 ont
déja montré que leurs interfaces étaient semblables a celle de TsaD/TsaB et Qri7/Qri7. |l
semblerait que les sous-unités catalytiques ont sélectionnées au cours de I’évolution un mode
d’interaction "4 helix bundle" malgré des partenaires divers.

Enfin I'étude structurale de Pcc2 chez les archées et de GON7 chez 'Homme montre
gue tout, comme dans la levure, ces cinquiémes sous-unités changent drastiquement la
structure quaternaire du complexe KEOPS, le stabilisant en pentamere. Malgré un impact
identique sur |'état d'oligomérisation des complexes, Pcc2 ne présente pas de structure
identique a la famille GON7/Gon7. Il n'est pas impossible que ces sous-unités interagissent
avec d'autres partenaires au sein des cellules.

La diversité des partenaires conduisant probablement a des mécanismes de la
modification t°A différents pourrait décrire des fonctions alternatives du complexe KEOPS
chez les eucaryotes.

Il a été mis en évidence que le complexe KEOPS présente une fonction dans la
réparation de I'ADN chez Saccharomyces cerevisiae. En effet dans un premier temps Cgil21
et Bud32 ont été identifiés comme des régulateurs de cdc13-1, un allele des télomeres
(Downey et al., 2006). Leurs délétions ainsi que les autres sous-unités du complexe KEOPS de
la levure conduisent au raccourcissement des télomeres et a l'inhibition de la recombinaison
télomérique. De fagon similaire, la délétion de la protéines Sua5 chez Saccharomyces
cerevisiae conduit également a un défaut des télomeres (Meng et al., 2010). Ce phénotype
commun du complexe KEOPS et de la protéine Sua5 est un argument supplémentaire pour
suggérer leur implication dans I'homéostasie des télomeres. Récemment, il a été montré
gu’en absence du complexe KEOPS, la surexpression de la sous-unité Qri7, délétée de sa
séquence d'adressage aux mitochondries, restitue la modification t°A et un phénotype
sauvage de la levure. En revanche, Qri7 ne restitue pas la longueur optimale des télomeres,
confirmant I'implication du complexe KEOPS dans la régulation de I'ADN (He et al., 2019).
Cette fonction alternative pourrait expliquer la diversité observée de la cinquieme sous-unité
GON7/Gon7 chez les métazoaires et les champignons et de Pcc2 des archées, dont ces

organismes ne présentent pas de télomeres.
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Il a été également mis en évidence que le complexe KEOPS joue un role dans les
mécanismes de transcription des genes essentiels dans la levure (Kisseleva-Romanova et al.,
2006).

Chez 'Homme, I'étude de I'interactome de KEOPS ou de ses sous-complexes a révélé
prés de 152 partenaires spécifiques (Costessi et al., 2012; Wan et al., 2017). Notamment,
GON7 et LAGE3 chez I'Homme pourraient interagir avec des protéines chaperonnes et
pourraient ainsi réguler le repliement des protéines. Il a été suggéré que LAGE3 et GON7
pourraient participer a la stabilisation de OSGEP dans le contexte du complexe KEOPS (Wan
etal., 2017).

Ces résultats semblent indiquer que les sous-unités du KEOPS aient des roles
supplémentaires pour la cellule pouvant expliquer les nombreux phénotypes observés lorsque

les organismes sont faces a un défaut de ces sous-unités.
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ANNEXES

Annexe 1 : Expression, production et purification du complexe TsaBD d'Escherichia coli.

Matériels et Méthodes.

100 ng du plasmide pET28adtsaD et 100 ng du plasmide pET9dtsaB ont été inoculés dans 100
uL de souches chimio compétentes BL21 gold DE3 (Novagen) respectivement. L’expression
des protéines a été réalisée dans un milieu 2YT riche, sélectionnée en présence de marqueurs :
antibiotiques appropriés (50 pg.mL?) et la production simultanée des protéines a été induite
a I'lPTG (0,5 uM) sous le controle du promoteur T7. Aprés l'induction a I'IPTG, une
centrifugation (4000 g, 20 minutes, 8°C) a été réalisée. Les culots bactériens sont suspendus
dans 35 mL de tampon 20 mM Hepes pH 7,5, 200 mM NaCl, 5 mM B-mercaptoéthanol puis
conservés a -20°. Apres décongélation, la lyse des cellules est réalisée par sonication (Branson
sonifier 250, 3 cycles de 1 min, 30% de puissance). Les extraits cellulaires totaux sont
centrifugés 30 minutes a 20000 g et le surnageant, composé de la fraction protéique soluble
dont les protéines recombinantes d’intérét, est récupéré pour la suite de la purification
(Quevillon-Cheruel et al., 2004). Les surnageants sont incubés avec la résine de silice NiZ*NTA
(NiNTA-Agarose Qiagen). Ainsi les protéines TsaB et TsaD sont purifiées selon la méthode
IMAC séparément (Immobilized Metal Affinity Chromatography) et éluées par des sauts de
concentrations croissantes d’imidazole (de 20 a 400 mM) qui rentrent en compétition avec
I"affinité de I'étiquette 6 histidines avec les ions Ni?*. Les fractions d’élution contenants les
protéines d’intéréts sont réunies et concentrées par centrifugation sur membrane de porosité
limitée a des objets de 10 kDa (cut-off) (Centricon). Les protéines sont ensuite purifiées par
chromatographie d’exclusion stérique utilisant des colonnes Superdex 200 16-600 de fagon
séparées (GE Healthcare) préalablement équilibrées dans un tampon 20 mM Hépes pH 7,5,
200 mM NacCl, 5 mM B-mercaptoéthanol. L’élution le long de la colonne se fait avec un débit
de 1 ml.minL. Des fractions de 1,5mL sont collectées en sortie de colonne. Enfin les fractions
d’intérét sont analysées en sortie de colonne par gel SDS-PAGE. Et les fractions contenant les
protéines d’intéréts les plus pures sont réunies et concentrées par centrifugation sur
membrane de 10 kDa (Centricon). Puis le complexe TsaBD est reconstitué extemporanément

aunratio1:1 en molarité et est purifié par chromatographie d'exclusion stérique utilisant une
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colonne superdex S200 16-600 (Ge Healthcare) préalablement équilibrées dans un tampon 20
mM Hépes pH 7,5, 200 mM NaCl, 5 mM B-mercaptoéthanol. Les fractions d'élution sont
analysées par gel SDS-PAGE et celles contenant le complexe TsaBD sont réunies et

concentrées par centrifugation a I'aide d'une membrane de porosité 30 kDa (Centricon).
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Figure 109 Purification du complexe TsaBD d'Escherichia coli. A. Le suivie de I’élution sur colonne S200 16-600
est représenté sur le chromatogramme. B.B' Analyse SDS-Page des protéines TsaB et TsaD en sortie de
purification par chromatographie d'affinité sur ions Ni**. C. C'. Analyse SDS-Page des protéines TsaB et TsaD
en sortie de colonne Superdex 200 16-600 (GE Healthcare). D. Analyse SDS-Page du complexe TsaBD en sortie
de colonne Superdex 200 16-600 (GE Healthcare).
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Les protéines TsaB et TsaD ont été purifiées par chromatographie d'affinité sur ions
métalliques (Ni%*) immobilisés suivie d’'une chromatographie d’exclusion stérique utilisant une

colonne Superdex 200 16-600 (GE Healthcare) séparément.

L'analyse des fractions d'élution de la chromatographie d'affinité sur ions Ni2+ montre
que TsaB est éluée a une concentration de 20 mM d'imidazole. Les fractions les plus pures
contenant TsaB sont celles correspondant a 80 mM d'imidazole jusqu'a 400 mM (figure 109
B). Le chromatogramme de TsaB montre que des protéines sont éluées a un volume d'élution
de 87,2 mL (figure 109 A). Le volume d'élution n'est pas compatible avec le poids moléculaire
de TsaB monomérique (M = 25,180 kDa) mais avec la taille d'un homodimeére. Les fractions les
plus pures, encadrées en rouge (figure 109 C) sont réunies et concentrées par centrifugation

sur membrane.

L'analyse des fractions d'élution de la chromatographie d'affinité sur ions Ni2+ montre
que TsaD est élué a une concentration de 20 mM d'imidazole. Les fractions les plus pures
contenant TsaB sont celles correspondant a 200 mM d'imidazole jusqu'a 400 mM (figure 109
B'). Le chromatogramme de TsaD montre que des protéines sont éluées a un volume d'élution
de 82,18 mL (figure 109 A). Le volume d'élution n'est pas compatible avec le poids moléculaire
de TsaB monomérique (M = 36 kDa) mais avec la taille d'un homodimere. Les fractions les plus
pures, encadrées en noir (figure 109 C') sont réunies et concentrées par centrifugation sur

membrane.

Le complexe TsaBD est reconstitué extemporanément avec un ratio 1 :1 et est purifié
sur chromatographie d'exclusion stérique. Le chromatogramme (figure 109 A) montre que les
protéines sont éluées a un volume de 82,98 mL, le volume d'élution est compatible avec le
poids moléculaire de I'hétérodimere (M = 61,171 kDa). L'analyse des fractions correspondant
au pic sur gel SDS PAGE confirme la présence des deux protéines TsaBD (figure 109 C)
montrant que le complexe est suffisamment stable pour étre co-élue sur chromatographie

d'exclusion stérique.

Les protéines les plus pures (cadre gris sur la figure 109 C) sont réunies et concentrées
par centrifugation sur membrane de porosité de 30 kDa. Les protéines pures ont été ensuite
utilisées pour la cristallogenése du complexe TsaBD avec la molécule BK951 (cf. chapitre Il

pages 121).
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Annexe 2 : Comparaison des séquences de la sous-unité catalytique.

Alignement multiple de séquences de la sous-unité catalytique Kae1l/OSGEP/TsaD/Qri7 chez
les eucaryotes, archées, bactéries et mitochondries. L'alignement a été réalisé par MAFFT en
utilisant la matrice BLOSUM 60 (Katoh et al., 2019). La région 10 a 15 est indiquée par une
barre grise. La sérine 10 est conservée ou substituée par une thréonine chez les archées. Les
acides aminés suivants forment une triade d'acides aminés "ANK" conservée chez les
eucaryotes, "AHT" ou "AWA" chez les archées et "CDD" ou "CDE" chez les procaryotes et dans
les mitochondries. Les acides aminés qui stabilisent la fixation du métal dans le site actif sont
indiquées par une étoile violette. Seuls les acides aminés la tyrosine 130 et I'histidine 139 sont

spécifiques aux eucaryotes/archées et aux bactéries/mitochondries respectivement.
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16 OSGP2_HUMAN LGV|GILIS[F S LIQ A .V
17 QRI7_YEAST LiS|G|G|LID[F A £[G] 3l vie ’ . .
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>
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Annexe 3 : Séquences des génes codant les protéines du complexe KEOPS humain.

Génes/ Plasmides/ Séquences nucléotidiques
Sites de clonage

TPRKB p ET24b CATATGCATCACCACCACCACCACGAGAACCTGTACTTCCAGGGTCAACTGACCCACCAGCTGGACCTGTTCCCGGAATGCCGTGTGACCCTGCTGCTGTTTAAGGACGTTAAAAACGCGGGCGA
TCTGCGTCGTAAGGCGATGGAGGGTACCATCGACGGCAGCCTGATTAACCCGACCGTGATCGTTGATCCGTTTCAAATTCTGGTGGCGGCGAACAAGGCGGTTCACCTGTATAAACTGGGCAAG
Ndel-BamH] ATGAAAACCCGTACCCTGAGCACCGAGATCA CAACCTGAGCCCGAACAACAACATTAGCGAAGCGCTGAAGAAATTTGGCATCAGCGCGAACGATACCAGCATCCTGATTGTGTACATCGA

GGAAGGTGAAAAGCAGATTAACCAAGAATATCTGATCAGCCAGGTGGAAGGCCACCAAGTTAGCCTGAAGAACCTGCCGGAGATCATGAACATCACCGAAGTGAAGAAAATTTACAAGCTGAG
CAGCCAGGAAGAGAGCATCGGTACCCTGCTGGACGCGATCATTTGCCGTATGAGCACCAAAGATGTTCTGTAAGGATCC

TP53RK p ET21a CATATGCATCACCACCACCACCACGAGAACCTGTACTTCCAAGGCGCGGCGGCGCGTGCGACCACCCCGGCGGACGGCGAGGAACCGGCGCCGGAGGCGGAAGCGCTGGCGGLGG
CGCGTGAACGTAGCAGCCGTTTCCTGAGCGGTCTGGAGCTGGTGAAGCAGGGTGCGGAAGCGCGTG CCGTGGTCG CAAGGCCGTGCGGCGGTGATCAAGCACCG C
Ndel-BamHI CGAAGGGTTACCGTCATCCGGCGCTGGAGGCGCGTCTGGGTCGTCGTCGTACCGTGCAAGAAGCGCGTGCGCTGCTGCGTTGCCGTCGTGCGGGTATTAGCGCGCCGGTGG CcT

TTGTTGACTACGCGAGCAACTGCCTGTATATGGAGGAAATCGAGGGCAGCGTGACCGTTCGTGATTATATTCAGAGCACCATGGAGACCGAAAAGACCCCGCAAGGTCTGAGCAACC
TGGCGAAAACCATCGGCCAGGTGCTGGCGCGTATGCACGACGAGGATCTGATTCACGGTGACCTGACCACCAGCAACATGCTGCTGAAACCGCCGCTGGAACAACTGAACATCGTTC
TGATTGATTTCGGTCTGAGCTTTATTAGCGCGCTGCCGGAGGACAAGGGCGTGGATCTGTACGTTCTGGAAAAAGCGTTTCTGAGCACCCACCCGAACACCGAGACCGTGTTCGAAGC
GTTTCTGAAGAGCTATAGCACCAGCAGCAAGAAAGCGCGTCCGGTGCTGAAGAAACTGGATGAGTTCGTCTGCGTGGTCGTAAACGTAGCATGGTTGGCTAAGGATCC

hKEOPS p ET24d CATATGCCGGCGGTGCTGGG GAAGGCAGCGCCAACAAAATTGGCGTGGGCGTGGTGCGCGATGGCAAAGTGCTGGCGAACCCGCGTCGCACCTATGTGACGCCGCCGGGCACCGGCTTT
CTGCCGGGTGATACCGCCCGCCATCACCGTGCGGTTATCCTGGATCTGCTGCAGGAAGCACTGACGGAAAGCGGCTTAACCAGCCAGGATATCGACTGCATTGCCTACACCAAAGGCCCGGGCA
Ndel-Xhol TGGGTGCCCCGCTGGTTAGCGTGGCGGTTGTGGCCCGTACCGTGGCCCAGCTGTGGAATAAACCGCTGGTGGGTGTGAACCACTGTATTGGCCACATTGAAATGGGCCGCCTGATCACCGGCGL

CACCAGCCCGACCGTGTTATATGTGAGCGGCGGTAACACGCAGGTGATTGCCTACAGCGAACATCGTTATCGTATCTTTGGTGAAACCATCGATATTGCCGTGGGTAATTGCCTGGATCGTTTTGC
GCGTGTGCTGAAAATTTCGAACGATCCGAGCCCGGGCTACAACATTGAACAGATGGCCAAACGCGGCAAAAAATTAGTTGAACTGCCGTACACCGTGAAAGGTATGGATGTGAGCTTTTCGGGC
ATCCTGAGCTTCATTGAAGATGTTGCCCATCGCATGCTGGCCACGGGCGAGTGTACCCCGGAAGATCTGTGTTTCAGCCTGCAGGAAACCGTGTTTGCCATGCTGGTGGAGATCACCGAACGCGC
GATGGCACATTGTGGCTCCCAGGAAGCCCTGATTGTGGGTGGCGTGGGTTGTAATGTGCGTCTGCAGGAAATGATGGCCACCATGTGCCAGGAACGTGGTGCCCGCCTGTTTGCGACCGATGAA
CGCTTCTGTATTGACAATGGTGCGATGATTGCCCAGGCCGGCTGGGAAATGTTTCGTGCCGGTCACCGTACCCCGTTAAGTGATTCTGGCGTTACCCAGCGTTATCGCACGGATGAAGTGGAGGT
GACCTGGCGCGATTAACTCTAGGATCCTCTAGAAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATAACCATGGCGGCGGCCCGCGCCACCACGCCGGCCGATGGCGAAGAGCCGGCCCCGGAAGCCG
AGGCGCTGGCCGCAGCCCGTGAACGCAGCAGCCGCTTCCTGAGCGGCCTGGAACTGGTGAAACAGGGTGCCGAGGCGCGCGTGTTCCGTGGCCGCTTTCAGGGCCGCGCGGCGGTGATCAAA
CACCGCTTCCCGAAAGGCTACCGTCACCCGGCGCTGGAAGCGCGCTTAGGCCGTCGCCGTACGGTGCAGGAAGCCCGCGCGCTGTTACGCTGTCGCCGCGCGGGCATTAGCGCCCCGGTTGTGT
TTTTTGTGGATTATGCCAGCAACTGCCTGTATATGGAAGAAATTGAAGGCTCGGTGACCGTTCGCGATTATATTCAGAG CACGATGGAAACGGAAAAAACG CCGCAGGGTCTGTCCAACTTAGCC
AAAACCATTGGTCAGGTTTTAGCCCGCATGCACGATGAAGACCTGATTCATGGTGATCTGACCACCAGCAACATGCTGCTGAAACCGCCGCTGGAACAGCTGAACATTGTGTTAATTGACTTTGG
TCTGAGCTTCATTTCGGCCCTGCCGGAAGATAAAGGCGTGGACTTATATGTTCTGGAAAAAGCCTTCCTGAGCACCCATCCGAACACCGAAACGGTGTTTGAAGCCTTTCTGAAAAGCTACAGCA
CCAGCTCGAAAAAAGCCCGTCCGGTGCTGAAAAAATTAGATGAAGTGCGCCTGCGCGGTCGTAAACGCAGCATGGTTGGCTAACTAGAGAGCTCATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATAA
ATATGCAGCTGACCCATCAGCTGGACCTGTTTCCGGAATGCCGCGTGACCTTACTGTTATTTAAAGATGTTAAAAATGCGGGCGATCTGCGTCGCAAAGCGATGGAAGGCACCATCGATGGTAGC
CTGATTAATCCGACCGTGATTGTTGATCCGTTTCAGATTCTGGTGGCGGCCAACAAAGCGGTTCACTTATACAAACTGGGTAAAATGAAAACCCGCACGCTGAGCACCGAAATTATTTTCAACTTA
AGCCCGAATAACAATATTAGCGAAGCCCTGAAAAAATTTGGTATCAGCGCGAATGACACCAGCATTCTGATTGTTTACATTGAAGAGGGTGAAAAACAAATTAATCAGGAATACCTGATTAGCCA
AGTGGAAGGTCATCAGGTTTCTCTGAAAAATCTGCCGGAAATCATGAACATTACGGAAGTGAAAAAAATTTATAAATTAAGCTCGCAGGAAGAAAGTATTGGCACCCTGTTAGATGCGATCATTT
GTCGCATGAGCACCAAAGATGTGCTGTAACTCTAAGCTTAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGCGTGATGCGGATGCGGATGCAGGCGGTGGCGCCGATGGCGGTGACGG
CCGCGGTGGCCACAGCTGCCGCGGCGGCGTGGATACCGCCGCGGCCCCGGCCGGTGGCGCGCCGCCGGCGCACGCGCCGGGTCCGGGCCGTGATGCCGCGAGCGCGGCCCGCGGCAGCCGT
ATGCGCCCGCACATCTTCACCCTGAGCGTGCCGTTCCCGACCCCGCTGGAAGCGGAAATCGCCCACGGTTCGCTGGCGCCGGATGCCGAACCGCACCAGCGTGTGGTTGGTAAAGATCTGACCG
TGTCGGGCCGTATCCTGGTTGTGCGCTGGAAAGCCGAAGATTGTCGCCTGTTACGTATTTCGGTCATCAACTTTCTGGACCAGTTAAGCCTGGTGGTGCGCACCATGCAGCGCTTTGGTCCGCCG
GTTAGCCGCTAATAACTGCGGCCGCCGCTAGCTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATAGTTATGGAACTGCTGGGTGAATACGTTGGTCAGGAAGG CAAACCGCAGAAACTGCGTGTGAGCTG
TGAAGCGCCGGGTGATGGCGACCCGTTCCAGGGCCTGCTGAGCGGCGTGGCCCAGATGAAAGATATGGTGACGGAATTATTCGATCCGCTGGTGCAGGGTGAAGTGCAGCACCGCGTGGCGG
CGGCCCCGGACGAAGATCTGGATGGTGATGATGAAGATGATGCGGAAGATGAAAATAACATTGATAACCGTACCAACTTCGATGGTCCGAGCGCCAAACGCCCGAAAACCCCGTCGCACCATCA
CCATCACCATTAACTCGAG

Annexe 4 : séquence du pUC18DNAARN

Séquence du géne codant le promoteur T7 (en noir), 'ARNt"®auu et du ribozyme sous cloné
entre les sites: Bglll et Xhol dans le plasmide pucl8. Entre la séquence du gene codant
I'ARNt"®Auu (en rouge) et la séquence du géne codant le ribozyme (en vert) un site de

restriction a été inséré : Ndel (séquence soulignée) :

AGATCTTAATACGACTCACTATAGGGCCGGTTAGCTCAGTTGGTTAGAGCGTGGTGCTAATAACGCC
AAGGTCGCGGGTTCGATCCCCGTACGGGCCATGGGTCGGCATGGCATCTCCACCTCCTCGCGGTCCG
ACCTGGGCTACTTCGGTAGGCTAAGGGAGAAGCTTGGCACTGGCCGTCGTTTCTCGAG
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Annexe 5 : Expression, production et purification des complexes archées.

Matériels et Méthodes.

Des séquences polycistroniques contenant différentes combinaisons de sous-unités PaKEOPS
codant pour les genes codant Kael, Bud32, Cgil21, Pccl et Pcc2 ont été clonées dans les
plasmides pETt26b entre les sites de restriction Ndel-Xhol annotés respectivement pKBC, pBC,
pKP1His6, pKP2His6 et pKP2strep-P1his6. Les genes codant pour Pccl et Pcc2 sont fusionnés
a leur extrémité 3' a une séquence codant pour un marqueur hexa-histidine indiqué comme

His6.

Les protéines recombinantes ont été exprimées dans les souches de Rosetta2 (DE3) pLYS
E coli (Novagen). Les souches bactériennes transformées par les plasmides pKBC, pBC, pKP1-
His6, pKP2-His6 ou pKP2strep-P1 his6 ont été cultivées a 37°C dans un milieu LB complet avec
de la kanamycine et du chloramphénicol jusqu'a une densité optique (600 nm) de 0,6-0,7.
Apreés induction avec I''lPTG (1mM), l'incubation a été poursuivie a 37°C pendant 2h. Les
cellules ont été collectées par centrifugation et remises en suspension dans un tampon de lyse
froid + des inhibiteurs de protéase complets sans EDTA (Roche). Le tampon de lyse est
composé de 20 mM de Tris-Hcl (pH 8), 300 mM de Nacl, 5 mM de B-mercaptoéthanol, 10 %
de Glycérol. Selon les expériences, la concentration de NaCl et de glycérol utilisé peut varier,
des variations seront indiquées. Les cellules ont été lysées a 4°C avec un broyeur cellulaire a
un coup et le lysat a été clarifié par centrifugation a 30 000 g pendant 30 min a 18°C. Comme
les protéines recombinantes proviennent d'archées thermopbhiles, le lysat clarifié a été incubé
pendant 10 a 15 minutes a 65°C pour précipiter les protéines d'Escherichia coli. Les précipités
de protéines ont été éliminés par centrifugation a 30 000 g pendant 20 minutes a 18°C. La
fraction soluble a été ajustée a 10 mM d'imidazole et les protéines ont été purifiées par
chromatographie d'affinité a écoulement par gravité sur une colonne de résine NiNTA
(Quiagen) a température ambiante. Les étapes d'équilibrage, de lavage et d'élution ont été
réalisées avec un tampon de lyse contenant respectivement 10, 40 et 400 mM d'imidazole.
Les fractions d'intérét ont été mises en commun et chargées sur une colonne d'affinité
d'héparine HiTRAP prééquilibrée dans un tampon de lyse. L'élution a été réalisée avec un
gradient linéaire de NaCl (de 150 mM a 1M). Les fractions d'intérét ont été regroupées,

concentrées a 18°C et chargées sur une chromatographie d'exclusion de taille sur un HiLoadR
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16/600 SuperdexR 200pg ou un HiLoadR 16/600 SuperdexR 75pg selon la taille des complexes

protéiques.

Chaque étape de la purification a été contrélée par analyse SDS-PAGE des aliquotes sur
des gels a gradient de 4 a 20 %, les protéines ont été révélées par le colorant Commassie

InstantBlueTm (Sigma-Aldrich).

Les complexes CBKP1P2, CBKP1 et CBKP2 utilisés pour I'analyse de SAXS ont été purifiés
chacun a partir du mélange suivant de cellules Rosetta : 2 volumes pKBC + 1 volume pBC et
respectivement 1 volume pKP1His6 ou 1 volume pKP2His6 ou 1 volume pKP2strep-P1His6.
Dans ces conditions, la stoechiométrie des différentes sous-unités est la meilleure obtenue et
permet la purification d'une plus grande quantité de complexes KEOPS complets. En revanche,
dans ces conditions, on obtient un exces significatif des complexes P1P2 et P2 par rapport aux
complexes KEOPS complets dont les volumes d'élutions par chromatographie d'exclusion
stérique sont différents et ont permis d'isoler ces sous-unités. Les complexes P1P2 et la

protéine P2 pures ont été mis en cristallisation.
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Résultats.

Purification du complexe KBCP1P2 :
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Figure 110 Purification du complexe KBCP1P2.

Les protéines du complexe KBCP1P2 ont été
purifiées par chromatographie d'affinité sur ions
métalliques (Ni?*) immobilisés suivie d’une
chromatographie d'affinité et d’exclusion stérique
utilisant une colonne Superdex 200 16-600 (GE-

Healthcare).

L'analyse des fractions d'élution de Ia
chromatographie d'affinité sur ions Ni** montre
gue les sous-unités du complexe sont éluées a 400
mM d'imidazole (figure 110 A). Les protéines du
complexe sont ensuite chargées sur une colonne
de chromatographie d'affinité et sont éluées selon

un gradient de concentration croissante en sels. Le
chromatogramme montre que des protéines sont
éluées a une concentration de 300 mM NaCl (figure
110 C). L'analyse SDS PAGE confirment que les
protéines correspondent a celles du complexe
KBCP1P2 (figure 110 B). Les fractions les plus pures
sont réunies et concentrées puis chargées sur une
colonne de chromatographie d'exclusion stérique
Superdex 200 16-600 (GE-Healthcare). Le
chromatogramme montre que 2 pics différents sont
élués a des volumes de 68,43 mL et 90,93 mL (figure

110 E). L'analyse SDS PAGE de ces fractions

confirment que le pic 1 (encadré en jaune)

correspond aux protéines du complexe KBCP1P2 et que le pic 2 (encadré en rose) correspond

aux protéines P1P2 (figure 110 D). Les fractions les plus pures sont réunies puis concentrées

par centrifugation sur membrane et enfin conservées a -80°C.
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Purification du complexe KBCP2 :
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Figure 111 Purification du complexe KBCP2.

Les protéines du complexe KBCP2 ont été
purifiées de fagon identique que les

protéines KBCP1P2 (figure 111 A-C).

Le chromatogramme montre que 2
pics différents sont élués a des volumes de
60 mL et 90 mL (figure 111 E). L'analyse SDS
PAGE de ces fractions confirment que le pic
1 (encadré en noir) correspond aux
protéines du complexe KBCP2 et que le pic
2 (encadré en bleu) correspond aux
protéines P2 (figure 111 D). Les fractions les
plus pures sont réunies puis concentrées
par centrifugation sur membrane et enfin

conservées a -80°C.
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Purification du complexe KBCP1 :
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Figure 112 Purification du complexe KBCP1.

ES E6

Les protéines du complexe KBCPlont été
purifiées par chromatographie d'affinité
sur ions métalliques (Ni**) immobilisés
suivie d’'une chromatographie d’exclusion
stérique utilisant une colonne Superdex

200 16-600 (GE-Healthcare).

L'analyse des fractions d'élution de
la chromatographie d'affinité sur ions Ni%*
montre que les sous-unités du complexe
sont éluées de 20 a 400 mM d'imidazole
(figure 112 A). Les protéines du complexe
sont ensuite chargées sur une colonne de
chromatographie d'exclusion stérique
Superdex 200 16-600 (GE-Healthcare). Le
chromatogramme montre que 2 pics
différents sont élués a des volumes de
69,34 mL et 125,32 mL (figure 112 C).
L'analyse SDS PAGE de ces fractions

confirment que le pic 1 (encadré en noir)

correspond aux protéines du complexe KBCP1 (figure 112 B). Les fractions les plus pures sont

réunies puis concentrées par centrifugation sur membrane et enfin conservées a -80°C.

332



Liste des abréviations et acronymes :

aaRS = Aminoacyl-tRNA-synthetase

AC = Anticodon

ACP = Acylphosphatase

ADP = Adénosine diphosphate

ADN = acide désoxyribonucléique

AMPCPP = a,3-Methyleneadenosine 5'-triphosphate
ATPyS = adenosine-5'-0-(3-thio-triphosphate)
AMP = Adénosine monophosphate

ARN = Acide ribonucléique

ARNm = ARN messager

ARNr = ARN ribosomique

ARNt = ARN de transfert

ATP = Adénosine triphosphate

ATPase = Adénosine triphosphate hydrolase
Ca-AMP = carbamoyl-AMP

CCAse = ARNt nucléotidyl-transférase

COG = Cluster of Orthologous Genes

CTF = Contrast Transfer Function

EF = Elongation factor

HIV = Human Immunodeficiency Viruses

IPTG = Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside
KO = knock-out

MET = Microscopie Electronique en Transmission
RMSD = Root-Mean-Square Deviation

t6A = N°-thréonyl-carbamoyle-adenosine

x> = khi-deux
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