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Résumé

Les protéines sont synthétisées essentiellement a partir d’acides aminés L. Cependant,
les acides aminés D sont naturellement présents dans notre organisme. Il existe plu-
sieurs mécanismes de régulation pour limiter leur présence. Il peut y avoir un intérét
bio-technologique a introduire des acides aminés D dans les protéines pour leur conférer
des fonctions chimiques nouvelles. Les protéases, chargées de dégrader les peptides, recon-
naissent moins bien les protéines possédant de tels acides aminés. Dans notre cas, présenter
la tyrosine sous son énantiomere D donnerait un avantage par rapport aux protéases. En
effet, un peptide qui aurait des acides aminés D, resterait plus longtemps actif dans un or-
ganisme. La tyrosyl-ARNt synthétase (TyrRS) a déja été utilisée pour l'incorporation de
plus d’'une trentaine d’analogues de la tyrosine dans les protéines. Cette enzyme possede
déja une activité naturelle pour la D-tyr, mais celle ci est tres faible. L’objectif du présent
travail est de 'améliorer par une méthode d’évolution dirigée in silico. Cette méthode
consiste a muter aléatoirement une protéine puis a sélectionner les mutants qui ont les
propriétés désirées, mimant les mécanismes de ’évolution naturelle. L’évolution dirigée in
silico a déja été utilisée pour l'ingénierie d'un grand nombre de protéines. On utilise pour
cette étude le programme d’évolution dirigée développé au laboratoire qui procede a une
optimisation itérative de la séquence et de la structure. Des mutations ont été retenues
par cette méthode et proposées aux expérimentalistes du laboratoire de biochimie pour
des validations expérimentales. Ils ont conclut que plusieurs mutants présentent une ac-
tivité faible mais mesurable pour la D-Tyrosine. L’étude a été étendue a d’autres résidus
proches de 'ammonium de la L-Tyr. Nous avons identié¢ d’autres positions qui pourraient
étre intéressantes a muter.

L’étude, faite dans un premier temps avec le ligand tyrosine, a été ensuite améliorée en
considérant le ligand Tyrosyl adénylate (tyrAMP). C’est I'intermédiaire qui va interagir
avec 'ARNt pour former PARNt?Y" . Le L-TyrAMP et le D-TyrAMP ont tous deux
été modélisés avec la TyrRS d’Escherichia coli. Toutes ces modélisations ont conduit
a une liste de séquences mutantes qui ont été prédites comme favorables a la liaison
du D-TyrAMP. Chacune des séquences obtenues pour les deux synthétases a ensuite
fait 'objet d'une étude plus approfondie visant a déterminer la spécicité pour le ligand
D-TyrAMP. Suite a cela, nous avons sélectionné une dizaine de séquences de TyrRS
mutantes d’FEscherichia coli an de réaliser des calculs de dynamique moléculaire. Nous
avons utilisé les ressources du super calculateur du CINES (Centre Informatique Nationale
de 'Education Supérieur) pour faire des études de dynamique moléculaire. Une meilleure
estimation de I'affinité de ces différents mutants pour le D-TyrAMP a été atteinte.

Un autre but de la these était d’améliorer notre protocole de Protein Design en adop-
tant un champ de force tout atome et un modele de solvant plus sophistiqué. Pour le
solvant, le modele de Born généralisé que nous avons implémenté dans le protocole est
basé sur la théorie de Poisson-Boltzmann, avec un continuum diélectrique qui entoure la
protéine. Les validations sur des peptides tests ont été concluantes. L’évolution dirigée de
la TyrRS de Bacillus Stearothermophilus sert de validation a ce protocole car des mesures
expérimentales pour une quinzaine de mutants sont disponibles.
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Abstract

Although most proteins are usually synthesized with L-amino acids, D-amino acids are
present in organisms in their free states, included in shorts peptides and even in parti-
cular proteins. Introducing D-amino acids in proteins in a controlled way can provide a
biotechnological advantage, adding new function to proteins. Tyrosyl-tRNA synthetase
(TyrRS) has already been used to incorporate more than thirty tyrosine analogues in
proteins. Using the D-enantiomer of the tyrosine can give resistance to proteases in cells.
Because proteases recognizes less proteins with such amino-acids, peptides bearing those
will stay active much longer. TyrRS has a natural though weak activity for D-Tyrosine.
The purpose of this thesis is to improve this activity by an in silico directed evolution
method. The method consists in randomly mutating a protein to select mutants with the
desired properties, mimicking mechanism of natural evolution. We use for this study an in
house program of directed evolution. It is based on an iterative optimization procedure of
both protein sequence and structure. Some mutants have been predicted by this method
and proposed to biochemists for experimental in vivo validations. They find that some
mutants present a weak, but measurable, activity for the D-Tyrosine. The field of study
has thus been enlarged to other mutation positions around the tyrosine ammonium group.
We study TyrRS and its binding with either L or D tyrosine and furthermore consider
an activated form of the aminoacid, the tyrosinyl-adenylate in both geometry L and D.
This compound has been modeled with the E. coli TyrRS to make molecular dynamic
studies. We have use the large ressources of the CINES (Centre Informatique National de
I'Education Supérieure) and our laboratory cluster to simulate a maximum of molecular
dynamics on our predicted mutants. Another goal of this work was to improve our in
house protein design methods with a more sophisticated solvent model. In order to do so,
we used Born’s model based on the Poisson-Boltzmann theory. Rather than describing
solvent as individual molecules, this model considers it as an electrostatic continuum sur-
rounding the protein. We validated that new protocol on samples presenting experimental
data to compare with. We succesfully tested three small peptides before further simula-
tionss were carried out in the same way on a Bacillus stearothermophilus TyrRS mutants
set.
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Abréviations
aa : acide aminé
aaRS : aminoacyl-ARNt synthétase Pour une aaRS donnée, "aa" serra remplacé par le
code a trois lettres de I'acide aminé spécifiquement reconnu par I’enzyme
aa-ARNt : aminoacyl-ARNt
aa-AMP : aminoacyl adénylate
ADN : acide desoxyribonucléique
ARN : acide ribonucléique
ARNm : acide ribonucléique messager
ARNTY : acide ribonucléique de transfert
ARNt% :acide ribonucléique de transfert spécifique d’un acide aminé aa, ce dernier repré-
senté par son code a trois lettres
ATP : adénosine 5’triphosphate
Kcat : constante catalytique
Km : constante de Michaelis
M : molaire
Vmax : vitesse initiale maximale
FEco-TyrRS : TyrRS d’ Escherichia coli.
Bst-TyrRS : TyrRS de Bacillus stearothermophilus
Mja-TyrRS : TyrRS de Methanocaldococcus jannaschii
Sce-TyrRS : TyrRS de Saccharomyces cerevisiae
CPD : Computational protein design
PBE : Equation de Poisson-Boltzmann
PBFE : Poisson-Boltzmann Free Energy
GB : Born généralisé
[séquence/structure] : ’ensemble de la séquence d’acide aminé et du jeu de rotameres
prédit a l'issu d'un cycle heuristique.
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Chapitre 1

Introduction

1.1 De PADN aux protéines

L’information génétique passe successivement de ’ADN a 'ARNm par le mécanisme
de transcription, puis de ’ARNm aux protéines par le mécanisme de traduction. Au cours
de cette derniere, la lecture des codons individuels est réalisée par les ARNt. Ces derniers
doivent étre correctement placés en regard des codons de TARNm sur le ribosome. Les
aa-ARNt aminoacylés permettent de faire le pont entre le monde des acides nucléiques et
celui des protéines. Pour comprendre I'importance de la formation de ’aminoacyl-ARNt,

ou aa-ARNt, faisons tout d’abord un bref rappel sur cet ensemble de processus biologiques.

1.1.1 Transcription

La transcription utilise les propriétés de complémentarité des bases azotés pour syn-
thétiser un brin d’ARN a partir d’'un brin d’ADN. L’ARN polymérase, une hélicase, de
nombreux facteurs de transcriptions, ainsi que des séquences consensus sur ’ADN lui-
méme sont nécessaires a cette opération. La transcription se déroule en trois phases : ini-
tiation, élongation et terminaison. Des mécanismes de régulation entrent en jeu a chaque

phase.

Chez les eucaryotes La transcription se déroule dans le noyau cellulaire. La « boite

TATA » est située environ 30 paires de bases avant l'origine de la transcription; elle
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va fixer 'ARN polymérase II. L’initiation commence avec la protéine TFII D, qui se
fixe sur la boite TATA. Ensuite, différents facteurs de transcription viennent s’assembler
sur ce 'noyau' : TFII A; TFII B, TFII E, TFII F (hélicase ATP-dépendante) et I’ARN
polymérase II. Des séquences d’ADN trans-activatrices ou cis-activatrices sont également
requises. L’élongation peut alors commencer. L’élément central de I’élongation est la phos-
phorylation du domaine CTD (Carboxyl Terminal Domain) de I’ARN polymérase II. Sa
phosphorylation (par TFII H) va déplacer I’ARN polymérase jusqu’a 'origine de la trans-
cription. L’addition séquentielle des ribonucléotides peut alors démarrer. La terminaison
est assurée par des signaux spécifiques dont le signal de polyadénylation de ’ARNm,
"AATAAA". La polymérase continue sa transcription un peu apres ce motif puis est libé-
rée sous l'action de divers facteurs. La transcription proprement dite est terminée, mais
I’ARN obtenu doit encore étre maturé. L’ARN est clivé au niveau du signal de polyadé-
nylation et la polyA polymérase ajoute de nombreux résidus adénine, formant la queue
polyA, essentielle & la stabilité de TARN. A I’autre extrémité, une coiffe méthylguanosine
est ajoutée, nécessaire pour la reconnaissance par les ribosomes lors de 1’étape de traduc-
tion. L’ARNm subit ensuite une opération d’épissage : un complexe nucléoprotéique (le

spliceosome) reconnait les introns et les élimine.

Chez les procaryotes De nombreuses différences existent par rapport a la transcrip-
tion chez les eucaryotes. La transcription a lieu dans le cytoplasme bactérien puisque c’est
la que se trouve ’ADN, sous forme de chromosome ou de plasmide, la bactérie n’ayant
pas de noyau. Elle se déroule toujours en trois étapes : I'initiation, 1’élongation et la ter-
minaison. L’initiation s’effectue au niveau du promoteur, immédiatement en amont de la
séquence codante. Il existe un seul type d’ARN polymérase chez les procaryotes. Elle est
constituée de 5 sous unités : deux «, (3, 8’ et o . La sous unité o reconnait une séquence
consensus dans le promoteur du gene, classiquement, la "Pribnow-Box" [TATAAT], se
fixe sur ’ADN et recrute les autres parties du complexe enzymatique. Une fois ’ARN
polymérase mise en place, la sous unité o se détache du complexe et 57 assure la liaison
a I’ADN : c’est le complexe "fermé". L’ARN polymérase déroule ensuite la double hélice

sur dix-sept paires de bases environ : c’est le complexe "ouvert'. La phase d’élongation
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peut commencer. Le complexe enzymatique synthétise alors le brin d’ARN complémen-
taire du brin codant. La terminaison de la transcription se fait au niveau du terminateur,
situé apres la séquence codante. Des séquences d’ADN riches en paires G-C ralentissent la
progression de ’ARN polymérase. La formation d'une boucle en épingle a cheveux entre
deux régions complémentaires de ’ARN bloquent I'enzyme. Enfin une protéine de termi-
naison (Rho) libére la molécule d’ARN. L’ARNm ainsi produit est directement utilisable
par la machinerie cellulaire pour étre traduit. Comme la transcription et la traduction se
déroulent dans le méme compartiment, il est possible que des ribosomes commencent a

traduire un ARNm avant que sa transcription ne soit terminée.

1.1.2 Traduction

Chez les eucaryotes Les sous-unités du ribosome (40S et 60S) s’assemblent au niveau
du codon initiateur (5 AUGz/ ), c’est l'initiation, a laquelle participent de nombreuses pro-
téines, ou "facteurs d’initiations". L’ARNt™ se fixe au niveau du site P (peptidyl) du
ribosome. Ensuite vient ’élongation schématisée dans la figure 1.1 : le ribosome se dé-
place vers I'extrémité 3’ de 'ARNm ; les ARNt® se logent successivement dans le site A
(aminoacyl) du ribosome, en respectant évidemment la séquence de I’ARNm. Ce décodage
de I'information génétique est rendu possible par la correspondance entre I’ anticodon de
chaque ARNt et I'acide aminé propre a cet ARNt. Cette correspondance est donnée par
le code génétique. L’acide aminé fixé sur 'ARNt (site P) se détache et se lie avec 1'acide
aminé qui est lui méme lié & PARN¢t (site A), c’est I'élongation. L’ARNt du site P est
libéré ; celui qui était dans le site A vient dans le site P. Le site A est alors libre et peut ac-
cueillir le prochain ARNt**. Arrivé au codon terminateur (UAA, UAG ou UGA), comme
il n’existe pas d’ARN¢t correspondant, le ribosome se disloque : c¢’est la terminaison. Elle
met en jeu des facteurs de terminaison, ou RF (release factor) qui permette le décrochage

du peptide lié & I’ARNt (site P), donnant ainsi la protéine.

Chez les procaryotes (figure 1.2) La traduction chez les procaryotes est tres proche

de celle des eucaryotes. On a 3 facteurs d’initiation : IF1, IF2 : responsable de la fixation
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F1GURE 1.1 — Traduction chez les eucaryotes : Aminoacylation de ’ARNt** avec partici-
pation du GTP et deux facteurs d’élongation eEF1 (eucaryote elongation factor) et eEF2.
Liaison de ’ARNt?® dans le site A. Le transfert du peptide est spontané. Translocation
grace a un facteur eEF2, avec consommation d’'un GTP. Libération de ’ARNt**. La ter-
minaison se fait grace a un facteur RF qui a une structure tridimensionnelle tres proche
de celle d'un tRNA. Le RF ne se fixe que lorsque le codon est un codon stop.
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de PARNY sur la sous unité 30S du ribosome (IF2« pour AUG et IF25 pour GUG), IF3
qui aide a fixer PTARNm sur la sous unité 30S. Tant que PARNm n’est pas fixé a la sous
unité 30S, il empéche la sous unité 50S de se fixer. L'hydrolyse du GTP (sur IF2) permet
I’assemblage des sous-unités 30S et 50S pour donner la particule 70S. La terminaison se

fait grace a 3 facteurs de terminaison : RF1, RF2 et RF3.

1.1.3 Code génétique

Le code génétique standard constitue un premier outil pour une compréhension de
la biologie moléculaire. La relation entre les triplets de bases de I’ADN et les séquences
d’acides aminés dans les protéines a été clairement établie [1, 2] (figures 1.3, 1.4). La
synthese de la chaine polypeptidique démarre généralement avec une méthionine, codée
par un codon AUG, ou bien, chez les bactéries, par un codon GUG, UUG ou CUG. L’ar-
rét de la synthese protéique est spécifié par I'un des trois codons stop : UAA, UAG et
UGA. Les acides aminés ont plusieurs codons possibles en raison de la dégénérescence du
code génétique. Il existe, en effet, 61 codons pour 20 acides aminés. Cette dégénérescence
permet de minimiser 'effet de mutations, car une mutation ponctuelle de ’'ADN n’en-
gendrera pas forcément un changement d’acide aminé dans la protéine traduite. Méme si
I’acide aminé change, le nouvel acide aminé sera souvent de méme nature chimique, ce
qui réduit I'impact sur la protéine. Ceci est possible par une correspondance stricte des
bases en 5’ et une dégénérescence en 3’. Ainsi, pour huit acides aminés, la troisieme base
du codon est sans importance (Leu, Val, Ser, Pro, Thr, Ala, Arg, Gly). Les anticodons
de PARNt doivent donc étre capables de reconnaitre plusieurs codons différents. Crick
emet ’hypothese de l'interaction "bancale', ou Wobble, qui explique le fait qu'un ARNt
puisse lire plusieurs codons synonymes [3]|. La premiere base de I'anticodon de ’ARNt en
regard de la troisieme base du codon de 'ARNm est appelée base wobble ou flottante.
On pourrait s’attendre a ce qu’il existe 61 ARN¢t; a cause des interactions bancales, il en

existe en fait seulement 31.
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F1GURE 1.2 — Traduction chez les procaryotes : Aminoacylation de TARNt** avec par-
ticipation du GTP et d'un facteur d’élongation EFTu/Ts. EFTu est lié soit avec GDP
soit avec EFTs (Elongation Factor T stable/unstable). Liaison de PARNt*® au site A,
avec hydrolyse du GTP en GDP. Transfert du peptide (spontané). Translocation grace au
facteur EFG-GTP, consommation d'un GTP par translocation d'un codon. Libération de

I'ARNt (site P).

+
n+1 ARNt

5!

a

ARNM

EF-Tu~GTP
[' 5 +GDP+P
b= EF-G
EF-Tu~GTP 3 GTP
2
EF-Ts ©
= EF-G~GTP

GTP
EF-Tu~EF-Ts

n+1
EF-Tu~GDP
GDP
Transgegtidatior_‘h
5' '
ARNmM ARNN

w

v
a1
=
INYY JAoeoulwe,|
—
9p uoslel



1.1. DE L’ADN AUX PROTEINES

FI1GURE 1.3 — Le code génétique.

Deuxieme lettre
U C A G

UUU  Phe | UCU Ser | UAU Tyr | UGU Cys |U

U UUC Phe | UCC Ser | UAC Tyr | UGC Cys | C

UUA Leu | UCA Ser | UAA Stop | UGA Stop | A

UUG Leu | UCG Ser | UAG Stop | UGG Tp | G

CUU Leu | CCU Pro| CAU His | UGU Arg | U

C CUC Leu | CCC Pro| CAC His | UGC Arg | C
o CUA Leu | CCA Pro| CAA Cln | UGA Arg | A %
% CUG Leu | CCG Pro| CAG GIn | UGG Arg |G :&S
°© L
o AUU Ile | ACU Thr | AAU Asn | AGU Ser |U ¢
£ 5 AUC Te | ACC Thr| AAC  Asn | AGC  Ser |C %
® AUA Ile | ACA Thr| AAA Lys | AGA Arg |[A o
2 AUG Met | ACG Thr | AAG Lys | AGG Arg |G £
= S
= GUU Val |GCU Ala| GAU Asp | GGU GQGly |U &=

A GUC Val | GCC Ala | GAC Asp | GGC Gly | C

GUA Val | GCA Ala | GAA Glu | GGA Gly | A

GUG Val | GCG Ala | GAG Glu | GGG Gly |G

FIGURE 1.4 — Le code génétique. Représentation circulaire [4].
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Complexité du code génétique Le code génétique s’avere complexe. Il y a d'une
part des exceptions et d’autre part des ambiguités. Tout d’abord, un méme codon code
généralement pour un acide aminé, mais ce n’est pas toujours vrai, comme le montrent
les trois exemples ci-dessous :

(1) Le contexte cellulaire est important. Un codon pourra étre traduit différement
selon la localisation sub-cellulaire. Le code varie par exemple pour la mitochondrie. Un
codon peut aussi étre interprété de maniere différente d’une espece a l'autre. Par exemple,
le codon AGG peut étre traduit en arginine, sérine, glycine, ou méme ne pas coder du
tout pour un acide aminé [5].

(2) Le contexte moléculaire entre en jeu. Ainsi la sélénocystéine (Sec, ou U) est une
modification de la cystéine dans laquelle 'atome de soufre est remplacé par du sélénium.
Le codon d’ARNm pour la sélénocystéine est UGA. UGA est en général un codon stop,
mais en réalité, il est contexte dépendant et prend une signification différente selon la
structure de ’ARNm [6]. La pyrolysine (Pyl, ou O) : utilise un autre codon stop, UAG
qui est également contexte dépendant. La méthionine (Met, ou M) est I’exemple le plus
familier, le codon AUG représentant dans certains cas un codon start.

(3) Il y a parfois une influence de I'environnement. Ainsi une ambiguité pour le codon
CUG a été détectée dans la levure Genus candida [7]. Dans cet organisme, le codon CUG

est traduit parfois en sérine et parfois en leucine en réponse a un stress de ’environnement.

Différence d’utilisation des codons entre organismes [’abondance des vingt acides
aminés varie assez peu entre organismes. En revanche, les fréquences des différents codons
varient beaucoup. Dans la liste ci-dessous, on compare trois organismes et leur utilisation
de codons codant pour I'arginine. Si tout était égal par ailleurs, on s’attendrait a ce que
chacun des six codons Arg soit représenté avec une fréquence d’environ 16,5%. En effet,
chez I’étre humain, il n’existe qu'un léger biais qui défavorise le codon CGT. Par contre,
chez S. cerevisiae, les codons CGG, CGC et CGA ne représentent respectivement que 2%,
4% et 5% des codons Arg du génome, et la levure ne fabrique que trés peu des ARNt
portant les anticodons appropriés (table 1.1). Plusieurs études mettent en évidence une

relation entre l'usage des codons dans un gene donné et l'efficacité de la traduction du
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gene. En particulier, les codons "optimaux', qui favorisent une traduction rapide, sont
ceux qui correspondent a des ARNt abondants. En effet, si un ARNm comporte un codon
dont ’ARNt correspondant est tres rare, il faudra attendre longtemps pour que cet ARNt
vienne se positionner sur le ribosome en face du codon.

Cette diversité d’usage des codons a également d’autres causes possibles [8]. Une étude
de Kanaya et coll. met en évidence une corrélation entre la spécificité d’'usage des codons
et Defficacité de la traduction. Pour S. pombe et C. elegans, ils trouvent que les codons
optimaux correspondent effectivement au nombre d’ARNt correspondants transcrits. Pour
H. sapiens et X. Laevis, il n’y a pas de biais significatif de I'utilisation des codons dans les
genes codant les protéines ribosomales ou histones, ce qui suggere que le facteur premier
influencant la variabilité de I'utilisation des codons pour ces especes n’est pas l'efficacité
de la traduction mais la variation du taux de paires de base C-G.

TABLE 1.1 — Préférence des organismes pour certains codon, I'exemple de I’Arginine. %
d’utilisation des codons.

codon H. sapiens S. cerevisiae E. coli

AGG 21,5 17,0 3,2
AGA 21,0 54,0 4,3
CGG 18,2 2.0 9,0
CGA 10,7 5,0 5,0
CGT 9,1 17,0 36,0
CGC 19,5 4,0 40,0

1.1.4 Les ARNt

Depuis les années cinquante, on sait que les acides aminés doivent étre activés puis
liés a une molécule d’ARN de transfert pour jouer leur role dans la traduction. L’ARNt
est donc une molécule qui joue le role d’adaptateur entre les codons de ’ARN messager
et les acides aminés. L’existence d'une telle molécule a été postulée par Crick [9] avant

meéme sa découverte effective.

Structure de PARNt La structure de ’ARNt est complexe. Les ARNt sont de grandes
molécules de pres de 100 nucléotides. Leur structure secondaire est en forme de tréfle et

leur structure tertiaire en forme de L. Le lien entre I’acide aminé et le triplet de nucléotides
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correspondant est covalent, en raison de la réaction d’aminoacylation ou I'acide aminé est
lié a PARNt. Les deux composants du code, I'acide aminé et I'anticodon, se trouvent
dans des domaines séparés de ’ARNt. La distance entre ces deux éléments est d’environ
75 A (figure 1.5). 7 paires de bases forment la tige "acceptrice' par l'appariement de
nucléotides 5’ terminaux et 3’ terminaux. L’acide aminé se lie au triplet 5" terminal CCA,
situé au bout de la tige acceptrice. Les bras T et D relient la tige acceptrice au domaine
de I'anticodon. Le bras D est composé de 4 paires de bases; le bras T a 5 paires de bases
et contient la séquence Ty C, ou 1 est la pseudouridine (dérivé de 1'uracile). Le bras de
I’anticodon a 5 paires de bases, il se termine par la boucle anticodon. Des modifications
comme la méthylation sur les bases de ’ARNt sont fréquentes. La transcription d’un
gene codant pour un ARNt aboutit a un précurseur, qui doit ensuite étre clivé pour
pouvoir fournir un ou plusieurs ARNt selon I'opéron. Les ARNt ainsi obtenus n’ont pas
de 5 CCA3 en général. Ils doivent donc subir une maturation par ajout de CCA, ainsi

qu'une méthylation.

Interactions entre acide aminé et ARNt La tige acceptrice de ’ARNt lie 'acide
aminé correspondant a ’anticodon. Le rdle de la tige acceptrice de TARNt a été étudié
en éliminant 'anticodon. Ceci a permis de créer des "mini-ARNt", formés du seul do-
maine accepteur. Ces mini-ARNt permettent de poser la question suivante : I'extrémité
CCA-3’-OH contient-elle suffisament d’informations pour conduire a une aminoacylation
spécifique ? Sept exemples d’aminoacylations séquence-spécifique de mini-ARNt sont dé-
crits par Shimmel et coll [10]. Ces auteurs décrivent également des "structures minimales'
de synthétases capables d’aminoacyler ces mini-substrats. L’interaction entre ARNt mini-
mal et synthétase minimale a di établir autrefois les bases biochimiques d’un code ARN
opérationnel. D’un point de vue historique, ces interactions, bien que parties intégrantes
du systéeme actuel, ont di précéder le code génétique tel qu’il est connu aujourd’hui (fi-
gure 1.2). Dans les travaux de Zachau et coll. en 1972 [11], il a été démontré que des
fragments d’ARNt?¢ de levure ne nécéssitaient pas 'anticodon pour étre aminoacylés.
Dans des travaux plus récents, huit acides aminés différents ont été chargés enzymati-

quement sur des mini-ARNt de tailles différentes. Certains sont formés de douze paires

10
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FIGURE 1.5 — Structures secondaire (A) et tertiaire (B) d’ARNt classiques. A : séquence
consensus d’ARNt canoniques. Y et R indiquent respectivement les pyrimidines et les
purines. B : Structure cristallographique de TARNt™Y" de M. jannaschii.
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de bases (mini-hélice en structure épingle a cheveux Ty C); d’autres, de septs paires de
bases (tige acceptrice en structure épingle a cheveux), d’autres encore, des duplex d’ARN
(composés de brins complémentaires de 5 a 12 paires de bases, ou de quatre paires de
bases reliées par le motif d’ARN tétra-boucle UUCG). Cette étude a permis de mettre
en évidence quelles paires de bases sont importantes pour l'aminoacylation et pour sa
spécificité. Ainsi, la base N-76 et les paires de bases 1 — 72 et 4 — 69 sont des "éléments
d’identité", importants pour la spécificité (table 1.6).

TABLE 1.2 — Aminoacylation des substrats d’oligonucléotides ARN basée sur 'ARNt
accepteur ou sur la tige acceptrice Ty C

classe 1 classe 11
Isoleucine  Alanine
Méthionine Aspartate
Valine Glycine
Histidine
Sérine

1.2 Les aminoacyl ARNt synthétases

En 1955, Hoagland décrit les bases du mécanisme d’aminoacylation des ARNt [12].
Par la suite, des enzymes spécifiques de chaque acide aminé ont été identifiées comme
responsables de l'attachement entre un acide aminé et 'ARNt correspondant [13]. En
1961, la premiere purification de ces enzymes fait 'objet d’une publication, elles prennent

alors le nom d’aminoacyl-ARNt synthétase (aaRS) [14].

1.2.1 Roéle biologique des aminoacyl-ARNt synthétases

Adénylation des acides aminés La premiecre étape de la réaction d’activation cata-
lysée par les aaRS est la formation d’un aminoacyl adénylate (aaAMP) & partir de I'acide
aminé et de ’ATP :

aa + ATP = aaAMP + PPi (1.1)

12
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FIGURE 1.6 — A : Structures et représentation de molécule ’ARNt. On voit I'extrémité
simple brin NCCA 3’ qui est le site d’attachement des acides aminés, le Dy C et la boucle
de I'anticodon. B : Oligonucléotides d’ARN basés sur la tige acceptrice des ARNt, qui
sont aminoacylés spécifiquement par des aaRS.
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PPi représente le pyrophosphate. Le produit activé est un anhydride mixte dans lequel le
groupement carboxyle d'un acide aminé est lié au groupe phosphoryle de '’AMP (figure

1.7).

FIGURE 1.7 — Représentation d’'un tyrosyl-adénylate, (ou TyrAMP).

AMP Tyrosine

L’étape suivante est le transfert du groupe aminoacyl a une molécule d’ARNt pour for-
mer un aminoacyl-ARNt. Celui-ci est un ester d’acide aminé qui lie son groupe carboxyle

au groupe hydroxyle 2’ ou 3’ de I'unité ribose a I'extrémité 3" de ’ARNt.

aaAMP + ARNt = aaARNt + AMP (1.2)

La somme de ces étapes d’activation et de transfert est :

aa + ATP + ARNt = aaARNt + AMP + PPi (1.3)

Ces étapes réactionnelles sont facilement réversibles, car les énergies libres d hydrolyse
des liaisons formées dans ’aminoacyl-adénylate et dans ’aminoacyl-ARNt sont voisines
de celle de ’hydrolyse de ’ATP. La réaction est rendue irréversible suite a ’hydrolyse
du PPi (formé dans la premiere réaction) par la pyrophosphatase. La somme des trois
réactions est fortement exergonique.

Pour un acide aminé donné, les étapes d’activation et de transfert sont catalysées par la
méme aminoacyl-ARNt synthétase. En fait, 'aminoacyl-AMP intermédiaire ne se dissocie
pas de la synthétase. Il est au contraire étroitement fixé au site actif de I’enzyme par des
interactions non covalentes. L’aminoacyl-AMP est normalement un intermédiaire transi-

toire au cours de la synthese d’'un aminoacyl-ARNt, mais il est tres stable et facilement
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isolé lorsque ’ARNt est absent du milieu réactionnel.

1.2.1.1 Spécificité du site d’activation des acides aminés

Chaque aaRS est spécifique d’un aminoacide donné. Typiquement, une synthétase
n’accepte un acide aminé incorrect comme substrat qu'une fois toutes les 10* & 10° réac-
tions catalysées in vitro [15]. Comment ce niveau de spécificité est-il atteint ? Il y a deux
méthodes qui peuvent étres conjuguées, selon l'aaRS en question. La premiere méthode
repose sur les propriétés du site catalytique et sa complémentarité avec le substrat. La
deuxieme méthode fait intervenir un site d’édition, distant du premier site, et chargé de
vérifier que 'aminoacylation est correcte. Ce site doit hydrolyser le produit aa-ARNt dans
le cas contraire. La majorité des aaRS possede un site d’édition, en plus de leur site d’ac-
tivation. Ces paires de sites se comportent comme des doubles filtres pour assurer une

tres haute fidélité.

Spécificité du site catalytique FEn général, le site d’acylation rejette les acides aminés
plus gros car il n’y a pas de place pour eux. Le site catalytique utilise également les
fonctions chimiques du ligand pour le sélectionner. Considérons le probleme auquel doit
faire face la ThrRS [16]. La valine a presque la méme forme que la thréonine, a ceci
pres que la valine possede un groupe méthyle a la place du groupe hydroxyle. Comment
la ThrRS évite-t-elle de coupler cet acide aminé inapproprié¢ a PARNtT" ? Le site actif
contient un ion zinc qui lui est relié par 'intermédiaire de deux résidus histidines et d'un
résidu cystéine. L’ion zinc est coordonné par le groupement amine de la thréonine, tandis
que le groupe hydroxyle de la chaine latérale de cette derniere forme une liaison H avec
un aspartate. Le groupement méthyl de la valine qui se trouve a la place du groupement
hydroxyle de la thréonine ne pourrait pas faire une telle interaction. La valine est donc
exclue de ce site actif et ne peut étre ni adénylée, ni liée & PARNt”"". D’autres aaRS ont
des stratégies différentes pour reconnaitre leur acide aminé. Par exemple, pour I’AspRS,
I’aspartate est engagé dans un réseau de liaisons hydrogenes et de ponts salins impliquant
les résidus Gln 303[195], Arg 485[489], Glu 344[235], Lys 306[198], Gln 307[199], Asp
342(233], Ser 301[193] et Gln 281[171] (numérotation de S. cerevisae et [E. coli]) [26]. Ces
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résidus sont strictement invariants chez I’AspRS, a 'exception de ceux interagissant par
le biais de leur chaine principale. Ils sont eux-mémes maintenus dans des conformations
favorables a la reconnaissance de ’aspartate par d’autres résidus légerement moins bien

conserves.

Spécificité et site d’edition Le site d’édition clive 'aa-ARNt quand 'acide aminé
est plus petit que 'acide aminé correct. [leRS, ValRS, LeuRS sont des synthétases de
classe I qui contiennent un domaine d’édition de type "CP1" (Connecting Peptide 1). Ce
domaine est inséré dans le domaine d’aminoacylation. Le repliement de CP1 est iden-
tique pour ces trois enzymes, quelle que soit 1’espece. Il semble donc que l'insertion de
ce domaine ait eu lieu pour un ancétre commun a ces trois synthétases [17]. Quelques
aaRS de classe II, comme ProRS, AlaRS, ThrRS, contiennent un second type de domaine
d’édition. Ce domaine est trouvé systématiquement dans toutes les séquences d’AlaRS,
ainsi que dans les ThrRS bactériennes et eucaryotes. Les ThrRS d’archébactérie ont aussi
un mécanisme d’édition, mais le domaine en question est différent [18]. Les ProRS sont
connues pour mésactiver et mésacyler I’alanine et la cystéine. Le domaine d’édition de la
ProRS joue un role critique dans I’hydrolyse des composés Ala-ARNt"" mais pas pour

tP7° pour E. coli. Beaucoup de ProRS d’autres orga-

I’hydrolyse du complexe Cys-ARN
nismes ne possedent pas de domaine d’édition, car ces organismes possedent d’autres voies
de désacylation des ARNtF™ mésacylés. Ainsi, les paralogues ProX et YbaK sont capables
de désacyler préférentiellement Ala-ARNtE et Cys-ARNtI", respectivement [19].

Les aaRSs sont généralement exprimées a partir d'un seul gene, afin d’éviter les muta-
tions qui meneraient a une moins grande sélectivité du substrat. La bactérie Deinococcus
radiodurans contient cependant deux versions de la TrpRS : TrpRS I et TrpRS II. La plus
divergente des deux, D. radiodurans-TrpRS II, intéragit avec une synthase d’oxide ni-
trique (deiNOS). In vitro, D. radiodurans-TrpRS II active deiNOS qui produit une forme
de nitro-tryptophane, le 4-nitro isomere [20]. Les synthases d’oxide nitrique de Strep-
tomyces produisent pour leur part du 4-nitro tryptophane, utilisé pour la synthese des

toxines de plantes thaxtomine. Tout ceci suggere que les TrpRS II capables de former

des intermédiaires ARNt?™ modifiés ne contiennent pas de mécanisme de correction qui
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¢liminerait le substrat modifié [21] (figure 1.8). Les organismes qui perdent leur domaine
d’édition pour une synthétase donnée sont sensibles aux variations de concentration de
I’acide aminé. Moins l'acide aminé est concentré, moins l'aaRS chargée de ’aminoacyler
sera sélective (table 1.3).

FIGURE 1.8 — Représentation Pymol de la structure du complexe ThrRS:ARNt™" d’E. coli
(code PDB 1QF6). Le bras CCA de I'aminoacyl-ARNt étant mobile, il peut basculer
I’acide aminé du site actif vers le site d’édition. Si I’acide aminé n’est pas le bon, il est
détaché du site d’édition par hydrolyse.

lon Zn

Ligand

Site actif

Boucle de I'anticodon

1.2.2 Deux classes d’aminoacyl-ARNt synthétases

Les aminoacyl-ARNt synthétases forment un ensemble d’enzymes hétérogene. La taille
des polypeptides, leur séquence, leur état d’oligomérisation peuvent étre tres différents
d’une aaRS a l'autre. En 1983, Blow et coll. mettent en évidence un domaine commun &
la TyrRS de B. stearothermophilus et a la MetRS d’E. coli. Ce domaine est organisé en
repliement de Rossmann [23]. D’autre part, la comparaison des séquences de la MetRS et
de I'lleRS d’E. coli, a permis de mettre en évidence un motif peptidique conservé, le motif

HIGH [24]. Cette séquence signature a été retrouvée dans ’ArgRS,; la CysRS, la GInRS,
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TABLE 1.3 — La constante de Michaelis, K,,, est définit comme la concentration de substrat
a la moitié de la vitesse maximale de la réaction. On donne ici les K, en mM pour la liaison
des acides aminés par les aaRS chez E. coli (base de données enzymatique BRENDA [22]).

aaRS  ligand km (mM)
TyrRS Tyrosine 0.0033
TrpRS Tryptophan 0.017
ThrRS Threonine 0.00003
LysRS Lysine 0.0025
LeuRS Leucine 0.05
IleRS  Isoleucine 0.0052
AlaRS  Alanine 0.34
ValRS  Valine 0.0019
MetRS Methionine 7.9
SerRS  Serine 0.3
AspRS  Aspartate 0.06
ProRS Proline 0.25
GlyRS  Glycine 0.16
CysRS  Cysteine 0.0072
GluRS  Glutamate 0.027
GInRS  Glutamine 0.11
ArgRS  Argininine 0.009
PheRS Phenylalanine 0.0103
HisRS Histidine 0.03
AsnRS  Asparagine 0.015
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la GluRS, I'lleRS, la LeuRS, la TyrRS et la ValRS. Une deuxieme séquence consensus a
été identifiée lors d’expériences de marquage d’affinité sur la MetRS d’F. coli; il s’agit du
motif KMSKS [25]. Pour les dix autres aaRS ne possédant pas ces séquences consensus,
3 autres motifs qui leurs sont propres ont été identifiés [26]. En 1990, le séquencage de
toutes les aaRS d’E. Coli et la détermination de quelques structures tridimensionnelles
ont permis d’établir une classification des aaRS en deux groupes, ou classes, comprenant
dix enzymes chacun. Ces classes different par leurs structures, leurs modes de fixation a

I’ARNt, et leurs modes d’aminoacylation [26] (table 1.4).

TABLE 1.4 — Principales caractéristiques des aaRS et répartition selon leur classe. La
structure oligomérique est donnée pour E. Coli.

Classe 1 Classe 11
Motifs conservés
Liaison au substrat HIGH Motif 2 : ...FRxE
KMSKS Motif 3 : ...(Gx)3ER...
Dimérisation Motif 1 : ...P...

Repliement du site actif Feuillet § parallele Feuillet 5 anti-parallele
(Rossman Fold)

Conformation de ’'ATP  Etendue Repliée
(sauf pour TyrRS)
Liaison a 'ARNt

Bras accepteur Sillon mineur Sillon majeur
Boucle variable Face au solvant Face a la protéine
Site d’aminoacylation 2'’0OH 3’OH

1.2.2.1 La classe 1

Les enzymes de classe I possedent toutes un domaine catalytique de 300-400 acides
aminés, en repliement de Rossmann, formé de 5 brins 3 paralleles, associés par des hélices
«. Elles reconnaissent la tige acceptrice de ’ARNt par le petit sillon, tandis que la boucle
variable de 'ARNt est dirigée vers le solvant. Elles aminoacylent 'ARNt en 2’0OH de
la base terminale 76. Elles peuvent étre monomériques ou dimériques. La plupart des
aaRS de classe I comprennent les deux peptides signatures HIGH et KMSKS [25]. Ces
deux motifs conservés interagissent directement avec I’ATP, qui adopte une conformation
étendue [27] (figure 1.9).

Trois sous classes ont été déterminées par alignements de séquences d’aaRS de classe
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I. La premiere sous-classe (Ia) fixe essentiellement des acides aminés hydrophobes. La
deuxieme (Ib) regroupe les aaRS spécifiques d’acides aminés a longues chaines latérales.

La troisieme (Ic) active les acides aminés aromatiques.

FiGURE 1.9 — Topologie du domaine catalytique des aaRS de classe I, organisé en Ross-
mann Fold.

N\ \

1.2.2.2 La classe II

Contrairement aux enzymes de classe I, les enzymes de classes Il ne possedent pas
de domaine organisé en repliement de Rossman. Elles possédent toutes un domaine ca-
talytique organisé autour d’un feuillet § antiparallele, contenant 3 motifs peptidiques
conservés dont la localisation est constante [28]. Elles reconnaissent la tige acceptrice de
I’ARNt par le grand sillon, alors que la boucle variable de ce dernier est dirigée vers la
synthétase. Elles aminoacylent 'ARNt en 3’OH de la base 76. Les aaRS de classe 11 sont
des dimeres ou des tétrameres. Le motif 1 est impliqué dans la dimérisation de la protéine,
les motifs 2 et 3 appartiennent au site actif. Tout comme la classe I, la classe II peut étre
subdivisée en trois sous-classes. La premiere sous classe (Ila) comprend des aaRS pré-

sentant des homologies de séquences dans le site actif et dans le domaine C-terminal (&
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I'exception de la SerRS pour le domaine C-ter). La région C-terminale est impliquée dans
la reconnaissance de ’ARNt. Cette sous-classe charge des acides aminés de petite taille
et polaires. La seconde sous-classe (IIb), a un domaine N-terminal organisé en tonneau
S, impliqué dans la fixation de P’ARNt. La derniere sous classe (Ilc) regroupe toutes les

aaRS de classe IT dont la structure oligomérique n’est pas conservée [29] (table 1.5).

TABLE 1.5 — Classification des aminoacyl ARNt synthétases

Classe I structure Classe II  structure
quaternaire quaternaire

Ia ITa

ValRS « SerRS a2

IleRS Q ThrRS a2

LeuRS « ProRS a2

MetRS «, a2 GlyRS o232

CysRS « HisRS a2

ArgRS «

Ib ITb

GluRS « AspRS a2

GInRS « AsnRS a2

LysRS « LysRS a2

Ic IIc

TyrRS a2 PheRS a2, a4

TrpRS a2 AlaRS a2, a2(32

1.2.3 Evolution des aminoacyl-ARNt synthétases

Les aaRS auraient émergé a partir du monde des ARN, primitivement sous la forme de
ribozymes, puis de ribonucléo-protéines, et enfin de protéines. Les aaRS contemporaines
sont équitablement réparties en deux classes distinctes. Cette remarquable symétrie a
conduit a I’hypothese suivante : les deux domaines catalytiques (aaRS primordiales) au-
raient peut-étre évolué a partir de génes dont le brin sens et antisens auraient simultané-
ment codé pour des ancétres des deux classes [30]. Une autre théorie suggére que les deux
groupes d’enzymes seraient apparus de fagon indépendante et auraient fonctionnellement
convergé [31]. De fagon alternative, les enzymes de classe II seraient les plus anciennes [32].
Les arguments en faveur de cette derniere hypotheése sont entre autres que : (i) les acides

aminés reconnus par les aaRS de classe II sont plus simples et plus petits; (ii) beaucoup
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d’entre eux ont des roles cruciaux dans la structure et/ou activité des protéines (Gly,
Pro, Ala, Asp, His, Thr et Ser) et, de fagon remarquable, (iii) les substrats minimalistes
(minihélices acceptatrices ou mini-ARNt) sont préférentiellement reconnus par les aaRS
de classe II [33]. Quoiqu’il en soit, tous les auteurs s’accordent pour dire que la forme
primitive des aaRS aurait été réduite au coeur catalytique. Des domaines additionnels
se seraient ajoutés de facon concomitante a 1’évolution de ’ARNt et a la nécessité d'une
spécificité d’aminoacylation accrue (e.g. domaine de liaison a I’anticodon, d’édition,...) ou
a lapparition de nouveaux mécanismes cellulaires (e.g. domaine EMAPII ou "Endothe-
lial monocyte-activating polypeptide" de la TyrRS, impliqué dans I'angiogénese). Ceci est
largement illustré par 'existence de protéines paralogues et par 'organisation modulaire

des aaRS contemporaines.

La comparaison des séquences a permis d’établir des liens entre les aaRS, suggérant
des ancétres communs. Par exemple, la duplication et I’évolution du géne d’'une AspRS
primitive peu spécifique aurait généré I’AspRS spécifique et I’AsnRS. Les empreintes de
cette histoire évolutive sont clairement retrouvées dans certains organismes pour lesquels
I’AsnRS est manquante et qui conservent alors une AspRS non discriminante, capable
d’aminoacyler ' ARNt4*P mais aussi ’ARNt*" [34]. Notons la conservation d'une AspRS
peu spécifique dans T. Thermophilus, alors que I’AsnRS est présente [35]. Ceci pourrait
refléter la conservation d’un mécanisme ancestral de biosynthese d’acides aminés ARNt-
dépendante [36]. Une exeption a la classification des aaRS est donnée par la LysRS. En
effet, une activité LysRS a été purifiée d’extraits de M. maripaludis [37], conduisant a
I'identification du gene codant pour cette protéine. Celle-ci ne présente aucune homologie
avec les LysRS connues (de classe II) mais présente les motifs consensus des synthétases
de classe T (HIGH et KMSKS). A linstar des Arg-, Gln- et GluRS (dont elle se rapproche
le plus, d'un point de vue séquence primaire), la LysRS de classe I nécessite ' ARNt¥*
pour catalyser I'activation de la lysine. Cette LysRS de classe I est retrouvée chez la
plupart des archaebactéries et dans quelques bactéries (Borrelia burgdorferi, Rickettsia
prowazekii, Treponema pallidum), ou elles seraient apparues par transfert horizontal de

gene (figure 1.10).
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F1GURE 1.10 — Une théorie pour expliquer la séparation des aaRS et des codons au cours
de I’évolution du code génétique. La premiere image (a) décrit une paire de sites actifs
de synthétases ancestrales liées & un ARNt (en vert) aminoacylé avec un acide aminé (en
rose) codé par un jeu de quatre codons (sur ’ARNt). Le domaine ancestral des classe
I est jaune et le domaine ancestral des classe II est violet. L’incorporation d'un nouvel
acide aminé dans le code requiert la duplication des éléments de (a), pour générer (b)
et (c). Pour préserver la spécificité du code, les deux acides aminés, bleu et rouge, sont
pris en charge chacun par un domaine de synthétase. L’identité de PARNt change et
devient spécifique a un des deux acides aminés, et le jeux de quatres codons original est
séparé en deux jeux, chacun étant spécifique d'un des deux ARNt différenciés. Finalement,
(d) et (e) représentent I’évolution propre a chaque nouveau complexe apres I'étape de
spécification pour un acide aminé. Le domaine impliqué dans la reconnaissance de I’acide
aminé contient maintenant d’autres domaines (entourés en pointillé) qui lui permettent de
mieux reconnaitre d’autres régions de ’ARNt, donnant naissance a la structure actuelle
des synthétases. Le deuxieme composant de la paire ancestrale disparait.

aa
(@) aaRS
ARNt
(b) (c)
aaRS aaRS
ARNt ARNt
—_—dm  ARNM —_l_ ARNmM

(d) (e)

em® F) k

(] 3 :

. RNt €L ) ARt
W ARNM —w  ARNmM
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1.2.3.1 D’autres activités des aaRS

Les aaRS ont également des activités secondaires, non reliées a leur fonction cata-

lytique principale (table 1.6). Ces différentes activités dépendent du type d’aaRS et de

leur localisation cellulaire [38]. Elles peuvent étre impliquées dans certains mécanismes

de régulation (ThrRS, AlaRS), dans la fixation & TADN (PheRS), dans I’épissage mito-

chondrial (TyrRS, LeuRS), ou dans 'apoptose (TyrRS humaine). Certaines aaRS sont

capables de synthétiser les alarmones Ap4A et Ap3A qui stimulent la synthese d’enzymes

de réparation en réaction a un stress cellulaire [39]. Les aaRS peuvent également amino-

acyler des ARNt non canoniques comme les ARN "tRNA-like" des virus de plantes ou le

tmRNA (aminoacylé par 1’AlaRS).

TABLE 1.6 — Exemples de fonctions d’aaRS autres que 'activité d’aminoacylation.

Espece aaRS  classes Localisation Cible Activité

H. sapiens TyrRS 1 Extracellulaire  Endothéliale cytokine angiogenique
H. sapiens TrpRS 1 Extracellulaire  Endothéliale cytokine angiostatique
H. sapiens  LysRS 1I Extracellulaire Macrophage cytokine inflammatoire
H. sapiens LysRS II mb Plasmique HIV Gag assemblement viral

H. sapiens GluRS 1 Cytoplasmique 3’UTR controle translationnel
H. sapiens ProRS 1II Cytoplasmique 3’UTR contrdle translationnel
H. sapiens GInRS 1 Cytoplasmique ASK1 anti-apoptose

H. sapiens LysRS 1I Noyau MITF contréle transcriptionnel
H. sapiens MetRS 1 Noyau Nucleole ARNTr transcription

N. crassa TyrRS 1 Mitochondrie ~ Group I splicing d’intron

S. cerevisiae LeuRS 1 Mitochondrie ~ Group I splicing d’intron

E. coli ThrRS 1I Bactérie 5'UTR controle transcriptionnel
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1.3 La tyrosyl-ARNt synthétase

1.3.1 La TyrRS dans la classification des synthétases

La TyrRS appartient aux aminoacyl-ARNt synthétases de classe 1. Sa séquence contient
les motifs conservés HIGH et KFGKT (qui remplace KMSKS). Fraser et Rich [40] trouvent
que le site primaire d’aminoacylation de 'ARNtTY" d’ Eco-TyrRS est en 2-OH du ribose de
la base terminale A76, comme pour la majorité des aaRS de classe 1. Cependant, Sprinzl
et Cramer [41] trouvent que 'ARNt peut étre aminoacylé en 2-OH comme en 3’-OH.
On note que ces deux groupements hydroxyles sont relativement proches du groupement
carboxyle du TyrAMP dans le modeéle Bst-TyrRS:ARNt”Y". Pour S. cerevisiae, I’ ARNt”Y"
peut étre chargé en 2’-OH comme en 3’-OH de la base terminale A76. Dans tous ces cas,
bien que les K,,, soient proches, c¢’est la V,,., de 'aminoacylation qui est 15 fois supérieure
pour une aminoacylation en 2’-OH. D’autres expériences ont montré que pour certaines
de ses caractéristiques, la TyrRS est une exception au regard de la classification des aaRS.
Ce n’est pas la seule; par exemple, nous avons vu qu’il existe des LysRS de classe 1.

La TyrRS est un enzyme tres stable. Pour analyser la stabilité des TyrRS de bactéries,
une famille de neuf hybrides entre les TyrRS d’E. Coli et B. stearothermophilus ont été
créées. La stabilité et I'activité de ces hybrides ont été mesurées et leur variation a été
analysée quand la position du point de jonction varie sur la séquence. Les résultats ont
montré que les deux séquences peuvent étre remplacées localement 1'une par l'autre et

que les hybrides donnent des enzymes TyrRS stables et actives [42].

1.3.2 Structures de la TyrRS

Dans la Protein Data Bank (PDB), on trouve 47 structures de TyrRS (en mars 2011).
Ces structures proviennent de douze organismes différents, répartis sur les trois regnes
du vivant (figure 1.7). La TyrRS a une structure dimérique. Chaque monomere est formé
d’un domaine N-terminal tres conservé, contenant le site catalytique, et un deuxieme
domaine qui présente des différences entre eucaryotes/archaebactéries et bactéries (table

1.11, figure 1.12).
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F1GURE 1.11 — Représentation pymol de la structure cristallographique de la tyrosyl-ARNt
synthétase d’F. coli.

Domaine de liaison
a l'anticodon |

Domaine
catalytique

Domaine
catalytique

Domaine de liaison
a l'anticodon I

FIGURE 1.12 — Représentation pymol du site actif de la Tyrosyl-ARNt synthétase d’E. coli.
Le ligand est représenté en bleu, la séquence consensus I (HLGH) est représentée en violet
et la séquence consensus II (KFGKT) en vert.

Séquence consensus |

Séquence consensus |l

TyrAMP
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TABLE 1.7 — Quelques structures connues de TyrRS. nb* : nombre de structures dans la
PDB.

Embranchement Organisme nb* ligands Référence
Archaebactérie M. jannaschii 11 L-Tyrosine Kobayashi 2003
Apoenzyme Zhang 2005
analogue du L-TyrAMP Turner 2006
plusieurs ligands Liu 2007-2008
Bactérie B. stearothermophilus 8 L-Tyrosine Brick 1989
analogue du L-TyrAMP
ARNtZY"
Eucaryote H. sapiens 3 analogue du L-TyrAMP Yang 2004
Glycerol, SO4, PO4, K,
Phénol
mithochondrie 1 Apoenzyme Bonnefond 2007
Bactérie S. aureus 4 analogue du L-TyrAMP Qiu 2001
Bactérie E. coli souche K-12 subs 3 Tyrosine Kobayashi 2005
3-Azido-L-Tyrosine Oki 2008
3-iodo-Tyrosine
Bactérie E. coli 3 L-Tyrosine Kobayashi 2005
analogue du L-TyrAMP, SO4
Bactérie T. thermophilus 3 L-Tyrosine Kotik-Kogan 2006
analogue du L-TyrAMP
SO4, Mg+
Eucaryote N. crassa 2 L-Tyrosine Paukstelis 2005
Archaebactérie  A. fulgidus 1 L-Tyrosine Kuratani 2006
Archaebactérie  P. horikoshii 1 L-Tyrosine Kuratani 2006
Eucaryote S. cerevisiae 1 L-Tyrosine et Mg?* Tsunoda 2010
Archaebactérie A. perniz 1 S04 Kuratani 2005
Bactérie M. tuberculosis 1 Hartmann 2010
Virus A. polyphaga mimivirus 1 Tyrosinal Aberge 2007
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Compréhension de la structure par des constructions d’hétérodimeéres Des hé-
térodimeres de Bst-TyrRS (Bacillus stearothermophilus-TyrRS) portant différentes mu-
tations ont été construits in wvitro et utilisés pour prouver que le site de liaison d’une
molécule d’ARNt™Y" est partagé entre les deux sous unités d’une molécule de TyrRS [43].
Dans la structure cristallographique de Bst-TyrRS, les deux sous-unités sont symétriques.
Le dimere lie deux molécules de tyrosine et forme deux molécules de TyrAMP. De méme,
le dimere de Tth-TyrRS (Thermus thermophilus-TyrRS) lie deux molécules d’ARNt?Y"
dans le cristal du complexe. Le comportement en solution de Bst-TyrRS montre qu'un
seul monomere lie I'acide aminé, I'active et aminoacyle ’ARNt. L’autre monomere reste
inactif.

Des hétérodimeres entre la Bst-TyrRS entiere et son fragment N-terminal ont été
construits in-vitro. De tels hétérodimeres comportent deux sites de formation de Ty-
rAMP mais un seul site pour la liaison d’ARNt”Y". Ils ne peuvent transférer la tyrosine &
I’ARNt?Y" que lorsque le TyrAMP s’est formé dans la sous-unité tronquée. Il a été observé
que cet hétérodimere charge le TyrAMP deux fois moins vite que les Bst-TyrRS sauvages.
La symétrie de Bst-TyrRS en solution a été étudiée par l'introduction de différentes mu-
tations dans la protéine entiere et dans la protéine tronquée. Les résultats ont montré que
chaque dimere est actif en un seul site en solution. Ce site est distribué aléatoirement entre
les deux sous-unités. Il n’y a pas d’interconversion détectable entre site actif et inactif au
cours du temps. L’enzyme sauvage semble étre intrinsequement asymétrique en solution,

méme en l'absence de substrats [44] (figure 1.13).

Détermination des résidus cruciaux pour ’aminoacylation : Les séquences si-
gnatures de la classe I : HIGH, et KMSKS, sont impliquées dans la catalyse de I'amino-
acylation de 'ARNt par I'acide aminé activé. D’autres résidus sont également impliqués
dans les deux étapes de ce processus, interagissant d’abord avec I’ATP puis avec la base
A76 de TARNt?Y". La syntheése de TyrAMP & partir de 'ATP et de la tyrosine et son
transfert a 'ARNt ont été étudiés en détail pour Bst-TyrRS. La création de protéines
mutantes et la comparaison au type sauvage ont permis de caractériser 1’état station-

naire et pré-stationnaire de la réaction [45]. Ce sont principalement les résidus en contact
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FIGURE 1.13 — Représentation schématique (d’aprés H. Bebouelle) du complexe entre
un héterodimeére mutant de TyrRS et d’ARNtTY". L’hétérodimere est formé d’une sous
unité entiere de TyrRS et d’une sous unité tronquée de sa partie Cter. Cet hétérodimere
contient deux sites potentiels pour la formation de TyrAMP, mais un site seulement pour
la liaison de 'ARNtTY". Seulement une molécule de TyrAMP est formée par hétérodimere
de TyrRS. Si du TyrAMP est formé dans la sous unité tronquée de I'hétérodimere, la
tyrosine ne pourra pas étre transférée du TyrAMP a FARNt?Y" [43].

avec le TyrAMP dans la structure cristallographique qui ont été mutés. Ainsi, les résidus,
Thr40, His45, Lys82, Arg86, Lys230, Lys233 et Thr234 ont été montrés comme jouant un
role dans la liaison des phosphates 3 et v de 'ATP et dans la liaison du pyrophosphate
a différents stades de la formation du TyrAMP. Les résidus Thr40, Lys82 et Arg86 ont
également un role dans I'interaction de I'adénylate avec la base Ade76 de TARNt™Y" [46].
La structure de Bst-TyrRS complexée au tyrosyl-adénylate [47] permet de comprendre le
mécanisme réactionnel. Le groupe 2’-OH et le cycle de I'adénine du TyrAMP forment une
liaison hydrogene. Cette reconnaissance par liaison hydrogene est tres conservée dans les
aaRS de classe . En réponse a la formation de cette liaison hydrogene, la boucle KMSKS
se réarrange et adopte une conformation plus compacte. Le motif HIGH reconnait initiale-
ment le phosphate v puis les autres phosphates de I’ATP, avec un nouveau réarrangement
de la structure. Apres I'activation de I'acide aminé, la boucle KMSKS adopte a nouveau
une configuration semi-ouverte pour accepter I'extrémité CCA de ’ARNt et effectuer la

réaction de transfert de l'acide aminé [48] (figurel.14, table 1.8 d’apres [48]).
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FIGURE 1.14 — Réactions catalysées par la TyrRS
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TABLE 1.8 — Enthalpie, entropie, énergie libre de la réaction d’aminoacylation pour la

Bst-TyrRS.
Complexe Enzymatique AHY ASO AGY
kJ/mol J/mol K | kJ/mol
TyrRS 4+ Tyr = TyrRS:Tyr
5-35"° 103 (£2) 437 (£4) | -27.2
TyrRS + ATP = TyrRS:ATP
5-35° 39 (£3) 180 (£10) | -14.0
TyrRS:Tyr + ATP = TyrRS:Tyr:ATP
5-20 degre -24 (£2) -29 (£3) | -15.4 (£0.1)
20-25° -144 (+6) -438 (+6) | -13.3
25-35° 137.9 (£0.2) | 507 (1) |-13.3
TyrRS:Tyr:ATP = TyrRS:Tyr-ATP
5-29° 167.6 (£0.5) | 347 (£2) | 64.7 (+0.2)
29-35° -65 (£1) -425 (+4) | 61.5 (£0.2)
TyrRS:Tyr-ATP = TyrRS:TyrAMP:PPi
10-35 ° 103.2 (£0.9) | 125 (£3) | -65.7 (£0.5)
TyrRS:TyrAMP:PPi = TyrRS:TyrAMP +
PPi
10-25° -18.7 (£0.4) | -124 (£2) | 18.3
25-35 7 55.8 (£0.2) | 126 (£1) | 18.3
TyrRS: TyrAMP:ARNt?Y" =
TyrRS: TyrAMP:ARNt "
10-35° -52 (£3) -50 (£10) | -36.6
10-35° 53 (+4) -40 (£10) | 65.1
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1.3.3 Discrimination des ARNt

Comme nous 'avons vu avec la construction des mini-ARNt et des mini-aaRS, ’ARNt
est également responsable de la spécificité de l'interaction. Les éléments d’identité de
I'ARNt?Y" sont la base A76, 'anticodon et la paire de bases A1-U72. Les résidus de
TyrRS qui interagissent avec TARNtTY" ou qui reconnaissent ses éléments spécifiques ont
été identifiés par mutagénese extensive ou étude cinétique de Bacillus Stearothermophilus.
Un role de la paire de base 1-72 dans la reconnaissance de PARNtTY" est d’éviter I’ami-
noacylation hétérologue : en effet, on trouve G1-C72 chez les bactéries et C1-G72 chez
les archébactéries. Ceci est corrélé a 'existence de deux groupes distincts de TyrRS. Un
peptide de 39 acides aminés dans la partie N-terminale du domaine CP1 est responsable

de la différence de reconnaissance [49].

Mais une aminoacylation correcte ne dépend pas seulement des éléments d’identité
dans ’ARNt et de leur reconnaissance par ’aaRS correspondante. Il y a aussi une compé-
tition entre différentes aaRS pour un ARNt donné ou entre différents ARNt pour une aaRS
donnée. Plusieurs études sur la TyrRS reprennent ce concept de compétition. Lorsque Eco-
GInRS est surexprimé in vivo, elle acyle par erreur PARNtTY" avec une glutamine. Cette
mésaminoacylation n’a pas lieu si la concentration intracellulaire d’ARNt“™ est augmen-
tée, ou si I’Eco-TyrRS est surexprimé également. Ce dernier effet peut étre reproduit
in vitro : la TyrRS est en compétition avec la GInRS pour FARNtTY" chargé avec une
glutamine. Ces expériences ont montré que la compétition entre deux aaRS se produit
au cours de I’étape d’aminoacylation, et suggerent qu’elle dépend de D'affinité relative
des aaRS pour 'ARNt [50]. De la méme maniére, le mutant Eco-ARNt?Y" (G3 :U70)
est aminoacylé par l'alanine ou la tyrosine en proportions égales in wvitro. Par contre, la
compétition entre Eco-AlaRS et Fco-TyrRS empeche 'aminoacylation avec 1’alanine in
vivo. Mais l'identité de TARNt”Y" change de la tyrosine a I’alanine avec 1’augmentation

de la concentration d’AlaRS [51].

La surproduction d’Eco-TyrRS ou de Bst-TyrRS est toxique pour les organismes
concernés. La cause de ce phénomene a été trouvée en faisant varier la concentration

cellulaire de TyrRS et son activité de liaison & PARNt?Y" par voie génétique. Ces expé-
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riences ont montré que la toxicité de la TyrRS surproduite est due a son affinité pour les
ARNt. Plus généralement, les expériences ont montré que la quantité d’aaRS et d’ARN%
dans la cellule devait respecter un équilibre pour que la cellule soit viable, car leurs concen-
trations influent sur la précision de traduction du code génétique [52], comme nous venons

de le voir.

1.3.4 Différences structurales entre les TyrRS de différents regnes

Les structures de TyrRS présentent a la fois des similarités et des différences entre
les regnes du vivant [53]. Toutes les TyrRS sont des homodimeres avec un site actif com-
pris dans le domaine N terminal. Ce site actif est composé d’'un Rossman fold, typique
des synthétase de classe I. Le domaine catalytique de la TyrRS contient environ 230
acides aminés et a une structure tres conservée. Il contient un domaine d’insertion CP1
d’une cinquantaine d’acides aminés. Contrairement a I'extrémité N terminale, 'extrémité
C terminale varie énormément d’un regne a l'autre, en séquence, taille et organisation.
Chez toutes les TyrRS eubactériennes, elle est formée d’un domaine hélical d’une centaine
d’acides aminés, suivi d’'un domaine qui a une grande homologie avec le domaine C termi-
nal de la protéine ribosomale S4, connue pour lier les ARN. La variabilité de ce domaine
C terminale conduit a classer les TyrRS en deux sous groupes. Les TyrRS d’eubactérie
ont ce domaine structuré en hélices a. Les TyrRS d’archaebactérie ont la particularité
d’avoir un domaine C terminal tres court et qui a une forte homologie avec la partie C
terminal des TrpRS. Ce domaine, appelé C-W /Y, est présent chez les eucaryotes mais est
suivi d'une extension de cent soixante acides aminés chez les eucaryotes supérieurs. Dans
le cas de la TyrRS humaine, cette extension a 51% d’homologie avec la cytokine humaine
EMAP II [54] (figure 1.15). Tsunoda et coll. en 2007 ont résolu la structure cristallogra-
phique de Sce-TyrRS (Saccharomyces cerevisiae-TyrRS) liée & un analogue du TyrAMP
et & TARNtTY" [55]. A ce moment, les structures de TyrRS des trois domaines du vivant
étaient alors résolues, ce qui leur a permis de faire I’analyse suivante. L’aminoacylation
spécifique de PARNt par la TyrRS repose sur les éléments d’identité de FARNt?Y". Les

TyrRS eucaryotes et archeabactériennes ne peuvent pas réagir avec un ARNt?Y" bacté-
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FI1cGURE 1.15 — Organisation structurale de la TyrRS dans les trois domaines du vivant
et dans la mitochondrie. Chaque domaine structural est représenté par une couleur. Les
abréviations utilisées sont les suivantes : (N) : N-terminal motif. (N-core) et (C-core) :
parties N et C du domaine catalytique. (CP1) : peptide de connection ; (a-ACB) : domaine
a-hélice de liaison a 'anticodon. (C-W/Y) : domaine C-terminal homologue de la TrpRS.
(S4-like) : domaine a forte homologie au domaine S4. (extra-Ct) : domaine C-terminal
additionnel [49]. Les acides aminés délimitant ces différents domaines sont donnés pour
E. coli et M. jannaschii.

E. coli : 130 171 247 357

M. jann : 110 148 216 306
Bactérie - S4like
Mitochondrie ~ S4like
Archaebactérie |
Eucaryote N -<::m>>

Domaine catalytique Domaine de liaison a I'anticodon
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rien. Les déterminants d’identité de la reconnaissance sont donc supposés semblables pour
les TyrRS eucaryotes et archeabactériennes, mais différents pour la TyrRS bactérienne.
La reconnaissance de la paire de bases C1-G72 par Sce-TyrRS est similaire a celle des ar-
chaebactéries, alors que la reconnaissance de la base A73 est la méme que celle des TyrRS
bactériennes. Donc, 'impossibililité d’aminoacylation croisée entre TyrRS et ARNt?Y" ar-
chaebactériens/eucaryotes et bactériens, doit venir des différences entre les paires de bases

de PARNt"Y" (C1-G72 et G1-CT72, respectivement) [55] (figure 1.16, figure 1.17).

FIGURE 1.16 — Alignement basé sur la structure. TyrRS d’Eucaryote (Levure : 2DLC,
Humain : IN3L), TyrRS d’archeabactérie (M. Jannaschii : 1J1U), TyrRS de bactérie (E.
coli : 1X8X, T. Thermophilus : 1H3E). En rouge : résidus reconnaissant le TyrAMP. En
vert : résidus reconnaissant la tige acceptrice de ’ARNt. En bleu : résidus reconnaissant
I'anticodon de PARNt. Les motifs signatures de la classe I des aaRS sont en jaune. [55].
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METJA ---KKVVCIHNPVLTG-LDGEGKMSSSKG-NFIAVD---DSPEEIRAKIKKAYCPAGVVEGNPIMEIAKYFL---E---- 250
BACST EA-R-AFGLTIPLVTK-ADGT-KFGKTES-GTIWLDKEKTSPYEFYQFWINTDD------- RDVIRYLKYFT---F---- 272
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—— 20009000 200900009
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ECOLTI ----M----------------- S-IEEINALE--EEDKNSGKAPRAQYVLAEQVTRLVHG- ( 9 residues) 322
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FIGURE 1.17 — (A) TyrRS eukaryote : Sce-TyrRS. (B) TyrRS d’archée (Mja-TyrRS). (C)
TyrRS bacterienne (Tth-TyrRS). Un bras variable de '’ARNt et un domaine C-terminal
de TyrRS présent seulement chez les bactéries sont entourés. La TyrRS est en jaune et
vert, TARNtTY" est bleu et orange.[55].
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1.3. LA TYROSYL-ARNT SYNTHETASE

1.3.5 Spécificité de la TyrRS

La TyrRS est une enzyme tres spécifique, bien qu’elle ne possede pas de site d’édi-
tion. Par exemple, elle n’a pas de difficulté a faire la différence entre la tyrosine et la
phénylalanine : le groupement hydroxyle permet une fixation 10* fois plus forte qu’avec la
phénylalanine [56]. Chez la levure, la TyrRS est 'aaRS qui a le plus grand facteur de dis-
crimination entre acide aminé correspondant a I’ARNt?Y" ou non. Le K,,, pour I’ARNt?¥"

est de 0.00035 mM [57].

Le mécanisme par lequel Bst-TyrRS reconnait la tyrosine a été étudié par mutagénese
des résidus proches du site actif. Le carboxylate de ’Asp176 fait une liaison hydrogene
avec 'hydroxyle de la tyrosine. La mutation de cette position inactive 'enzyme. L’Asn123
et le Trp126 n’interagissent pas directement avec la tyrosine mais forment des liaisons
hydrogene avec I’Asp176. Les mutations N123A et N123D affectent fortement la cinétique
de Iactivation de la tyrosine, et en particulier le k.4 et le K, (Tyr). Au contraire, W126F,
et W126L affectent a moindre échelle la cinétique. La spécificité pour la tyrosine par
rapport a la phénylalanine, déterminée par le ratio ’;(—: pour la réaction de ’échange
ATP /pyrophosphate, décroit d'un facteur quatre avec la mutation N123A, double avec la
mutation W126L, et augmente de sept fois pour la mutation W126F. Donc la spécificité

de l'enzyme natif peut étre améliorée [58].

La stéréospécificité par rapport au backbone de I'acide aminé est moins forte. Ainsi,
les TyrRS d’E. Coli, de B. Subtilis et de S. Cerevisiae peuvent charger TARNtTY" avec
la D-Tyrosine. Mais le résultat est hydrolysé par la D-Tyr-déacylase, une enzyme qui a
été identifiée et caractérisée chez E. coli et S. serevisiae. Dans ces deux organismes, la
spécificité de la déacylase n’est pas restreinte & PARNt™Y": elle peut agir sur d’autres
ARNt également. En I'absence de déacylases, certains acides aminés D sont toxiques pour
les organismes. Aussi, méme si la TyrRS ne posséde pas de mécanisme de relecture, les

déacylases en apportent un pour les acides aminés D.
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1.3.6 Le role du magnésium

L’ion Mg?* joue un rdle important dans les réactions catalysées par les aaRS. Il se
lie dans le site actif et participe a la catalyse de la réaction d’activation. Sa présence
est également essentielle pour I'aminoacylation de ’ARNt. Pour étudier I'effet du Mg?*,
Chousterman et coll. ont mené l'expérience suivante [59]. De la TyrRS d’E. coli et de
I’ARNt sont dialiysés avec de 'EDTA. La TyrRS fixe en moyenne 0.8 ions de Mg?* par
molécule pour lactivation de la tyrosine. L’ARNt fixe en moyenne 0.25 ions de Mg?"
par molécule pour la formation de ’ARNt?Y". L’activation de la tyrosine et la formation
d’ARNt?Y" sont ainsi étudiées en absence d’ions Mg?". Le complexe TyrRS:TyrAMP se
forme toujours, mais la vitesse de la réaction est réduite d'un facteur 10*. La vitesse de
la réaction d’échange ATP-PPi sous ces conditions est réduite d’un facteur 4*10* (figure
1.18, figure 1.19).

F1GURE 1.18 — Isolation expérimentale du tyrosyl adenylate. Complexe enzymatique pré-
paré en présence (A) et en absence (B) de Mg?". L’enzyme a été incubé en présence de
[PH]ATP et de [**C] tyrosine. Le tout a été filtré sur gel et 'éluat fait I'objet de mesures

de radioactivité. (A) en absence de Mg?*, (B) en présence de Mg?". D’aprés Chousterman
1973 [59].
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La structure de TyrRS d’E. coli a été résolue sans magnésium (code PDB : 1VBM).
La structure de M. jannaschii résolue avec la L-Tyr en contient a plusieurs endroits mais
pas dans le site catalytique (code PDB 1J1U). La TyrRS de S. cerevisiae a été résolue en
présence de TyrAMP et de magnésium (code PDB 2DLC). On y voit la localisation du

magnésium dans le site actif, proche du phosphate du TyrAMP.
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1.3. LA TYROSYL-ARNT SYNTHETASE

FIGURE 1.19 — Formation d’ARNt?Y" en présence et en absence d’ions Mg?*. La réaction
s’est produite en présence de 0.76 mg d’ARNt. (A) : en présence d’ions Mg?*, (B) : en
absence d’ions Mg?" et en présence de 2mM de spermidine. (C) : en absence d’ions Mg?™.
Triangle pour ['C] tyrosine et rond pour *HJATP. D’aprés Chousterman 1973 [59].
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1.3.7 Inhibiteurs

Comme la TyrRS est une protéine essentielle, des inhibiteurs peuvent étre utilisés
comme antibiotiques s’ils sont spécifiques de la TyrRS d’un organisme pathogene. Des
analogues stables du TyrAMP peuvent étre des inhibiteurs potentiels de la TyrRS, mais
leur polarité est cependant un frein au passage a travers la paroi bactérienne. Plusieurs co-
lorants, dont la triazine (C3 H3N3), inactivent la Bst-TyrRS irréversiblement, en occupant
le site de liaison a I’ATP. Ces inhibiteurs ne sont pas spécifiques a la TyrRS et peuvent
inactiver également la MetRS ou la TrpRS. Un autre inhibiteur, le tyrosyl-aryl dipeptide
(Tyr-Tyr) peut également occuper la poche catalytique de la TyrRS. Des peptides qui
lient la TyrRS d’Haemophilus influenzae ont été isolés a partir de librairies aléatoires

exposées a la surface du phage M13. La plupart de ces inhibiteurs sont spécifiques et se

lient dans le site actif [60].
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1.4 Evolution dirigée de la TyrRS

L’évolution dirigée peut-étre utilisée pour modifier la spécificité d’une amino acyl-
ARNt synthétase, afin qu’elle lie préférentiellement un acide aminé non naturel. Ceci va
permettre d’activer cet acide aminé non-naturel, puis de l'acyler avec un ARNt qui lui
est spécifique. L’acide aminé non-naturel, pourra ensuite étre incorporé dans une protéine
en cours de synthese, de maniere contrélée. Modifier les aminoacyl-ARNt synthétases
permet ainsi a la machinerie de traduction de fabriquer de nouvelles protéines, contenant
un ou plusieurs acides aminés non naturels. Ces protéines peuvent avoir une structure
nouvelle, ou une fonction originale, ou encore étre simplement plus efficaces que la protéine
native correspondante. L’incorporation d’acides aminés non-naturels dans les protéines
peut-étre réalisée in vitro ou in vivo. Mais l'introduction d’acides aminés non-naturels in
vivo requiert de nombreux composants, pour que la traduction des ARNm en protéines

fonctionne.

1.4.1 Charger des acides aminés non naturels.

En général, une extension du code génétique doit répondre a trois conditions :

1. Une aaRS n"21 doit étre introduite dans l'organisme pour charger spécifiquement
un ARNt, tout en excluant les 20 ARNt endogenes.

2. Un ARNt n°21 doit étre introduit dans 'organisme. Il est spécifiquement chargé par
I’'aaRS n"21; il ne réagit pas avec les 20 aaRS endogenes, et il possede un codon différent
des autres codons existants.

3. L’aaRS n"21 doit reconnaitre spécifiquement 'acide aminé non-naturel, ’activer et
le transferer sur ’ARNt n°21, tout en excluant les 20 acides aminés naturels.

RajBhandary et coll. ont construit deux couples d’aaRS/ARNt qui satisfont les deux
premiéres conditions. L'un d’eux est basé sur Sce(cyt)-TyrRS, la TyrRS cytoplasmique de
levure. ’ARN¢t porte un anticodon stop AMBER, (CUA), ainsi que les éléments d’identité
suivants : Cyt1-Gua72 et Ade73, comme chez les ARNtTY" eucaryotes. Mais la surexpres-
sion de cette aaRS ne peut pas étre maintenue de fagon stable dans FE. coli [61].

Schultz et coll. ont construit un couple aaRS/ARNt chez E. coli qui satisfait les trois
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conditions . Pour obtenir un tel couple, ils importent dans E. coli un couple aaRS/ARNt
d’'un autre organisme. Un candidat est le couple ARNt™Y" /TyrRS de Methanococcus jan-
naschii, une archébactérie dont les éléments d’identité different de ceux de TARNt?Y" d’E.
coli (en particulier, la premiere paire de base de la tige acceptrice est GC chez E. coli
et CG chez Methanococcus jannaschii). De plus, la TyrRS de Methanococcus jannaschii
n’a pas de domaine d’édition et a un domaine de liaison a I'anticodon minimaliste. Elle

n’éliminera donc pas I’acide aminé non naturel lié a I’ARNt.

Ils cherchent dans un premier temps a obtenir un nouvel ARNt qui n’est reconnu par
aucune aaRS d’FE. coli, mais qui fonctionne efficacement pour la translation. Ce nouvel
ARNt devra délivrer I’acide aminé non naturel en réponse a un codon non sens, qui ne code

pour aucun des 20 acides aminés. Leur point de départ est Mja—ARNt?’L’}“A , PARNtTvr

auquel on a incorporé un anticodon nonsens. La reconnaissance du Mja-ARNt,Y/, par
les aaRS d’E. coli est tres faible. La TyrRS de Methanococcus jannaschii aminoacyle
correctement ARNt suppresseur Amber dérivé de FARNtTY", mais aucun ARNt d'E.
coli. De plus, TARNt Y., mauvais substrat des aaRS d’E. coli, fonctionne efficacement
pour la translation des ARNm en protéine dans le cytoplasme d’E. coli. De plus, une
nouvelle aaRS qui aminoacyle ’ARNt modifi¢ est nécessaire. Elle ne devra aminoacyler
aucun des ARNt endogenes d’E. coli; elle doit reconnaitre ’ARNt n"21 avec I'acide aminé
non-naturel seulement. Enfin, I’acide aminé non naturel ne devra pas étre un substrat des

synthétases endogenes. Ils ont donc généré la nouvelle aaRS et le nouveau ARNt par une

méthode d’évolution dirigée, schématisée dans la figure 1.20

Pour que la traduction puisse avoir lieu avec le nouvel ARN¢, il convient également
de muter le ribosome. Wang et coll. ont réalisé I’évolution dirigée du ribosome afin qu’il
reconnaisse les anticodons stop Amber qui correspondent a ’ARNt muté [63]. Le ribosome
mutant obtenu est tel qu’il affaiblit la liaison au facteur 1, responsable de la terminaison

de la chaine polypeptidique (figure 1.22).

Plusieurs aaRS ont déja été modifiées pour qu’elles acceptent des aa non-naturels
comme substrats. Oue et coll., en 1999, ont mis en oeuvre I’évolution dirigée de I’AspRS

pour fixer un substrat non natif, la valine [64]. Ils identificrent un mutant sur 17 positions

41



CHAPITRE 1. INTRODUCTION

FIGURE 1.20 — Schéma de sélection positive et négative pour la création de variants de
TyrRS spécifiques d'un acide aminé non naturel chez E. coli. 1 : Les positions a muter sont
déterminées par observation de la structure cristallographique. Les mutants sont ensuite
créés par PCR mutagene, a I'aide d’amorces spécifiques.

2 : Sélection Positive : Résistance au chloramphenicol conférée par la présence de Mja-
TyrRS et de I’acide aminé non naturel ou de tout aute acide aminé qui peut étre chargé sur
Mja—ARNt?{}“A par un variant de Mja-TyrRS. Pour sélectionner les paires TyrRS/ARNt
fonctionnelle, la sélection positive est basée sur la capacité des variants Mja—ARth%A a
supprimer une mutation amber dans le gene de la chloramphenicol acéthyltransféras.

3 : Sélection négative : Gene de Barnase modifié avec mutations Amber. La sélection est
basée sur la suppression de mutations non-sens dans le géne de la barnase. La barnase est
ici cytotoxique. Cette étape est réalisée en ’absence d’acide aminé non naturel.

Seuls les variants qui peuvent acyler Mja—ARthZ{}“A avec ’acide aminé non naturel peuvent
survivre au deux sélections [62].

@ @ Survivants contenant des mutants de Mja-TyrRS

Librairies de Mutants qui peuvent charger I'acide aminé
NgfngQR)S Sélection n?%:rzill ou non natlérel
positive sur t correspondant

+ Acide aminé naturel
+ Acide aminé non nature
+ Chloramphenicol

Itération suivante I'ac\ifjaen:rr:;ghnaggiaarﬁjrel I';\/gg:rgrsn?nhéarggﬁﬂtel
de sélection positive
Transformation

(Barnase cytotoxique)
+ Acide aminé naturel
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FI1GURE 1.21 — Une méthode expérimentale pour incorporer un acide aminé non naturel
dans un polypeptide, est basée sur une nouvelle aaRS et un nouvel ARNt, qui vont
s’ajouter aux aaRS et ARNt naturels. L’ARN¢t est modifié pour que son anticodon soit
complémentaire d'un codon stop et pour qu’il interagisse favorablement avec la nouvelle
aaRS. On mute I'aaRS correspondante pour qu’elle reconnaisse I’ARNt ainsi modifié et
I’acide aminé non naturel. Un ou plusieurs codons stop sont introduits dans le géne de la
protéine qu’on souhaite modifier. L’acide aminé non naturel sera ainsi incorporé dans la

protéine au cours de sa biosynthese.
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FIGURE 1.22 — Le ribosome naturel (gris) et le ribosome modifié (vert) décodent ’ARNm
sauvage (noir) et muté(violet) respectivement. RF-1 (bleue) est en compétition avec
I’ARNt amber muté pour le codon UAG sur le site A des deux ribosomes; ’ARNt va
étre uniquement aminoacylé par I'acide aminé non naturel.

‘e

Evolution dirigée
du ribosome

ARNmM sauvage ARNmM muté

\/
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qui accroit I'efficacité de la catalyse d’un facteur 10%. Des MetRS mutantes ont également
été fabriquées. Enfin, 'aaRS qui a été utilisée le plus souvent dans ce contexte est la

TyrRS.

1.4.2 Acides aminés non naturels déja incorporés dans des pro-
téines

Un grand nombre d’acides aminés non naturels ont pu étre ponctuellement ajoutés au
code génétique d’ FE. coli, de S. cerevisiae, de M. jannaschii et de mammiferes. Ces acides
aminés non naturels ont des propriétés chimiques nouvelles, qui peuvent étre utiles pour
I'étude de la structure et de la fonction des protéines [65].

Ainsi, un analogue de la tyrosine, I'azatyrosine, L-B-(5_hydroxy-2-pyridyl)-alanine
peut modifier le phénotype d'une cellule. Une étude a été réalisée avec des mutants d’ Fco-
TyrRS capables de charger 'azatyrosine, trouvés aprés génération d’une bibliotheque de
1400 mutants, par PCR mutagene. Une TyrRS portant la mutation F130S lie 17 fois mieux
I’azatyrosine que la tyrosine native. Le résidu Phel30 interagit avec Asp182, qui fait une
liaison hydrogene avec 'hydroxyle du TyrAMP. L’efficacité de 'enzyme peut étre évaluée
par le ratio k.u/K,,. Une grande valeur de ce ratio traduit une rapide transformation
du substrat en produit, ou une faible valeur de K,, (grande affinité de I’enzyme pour le
substrat). La spécificité pour 'azatyrosine peut étre évaluée en calculant un facteur de

spécificité pour le chargement de ’ARNt défini par :

(kcat/Km)Tyrozine
(kcat/Km>Azatyrozine

(1.4)

Ce facteur de spécificité est de 36 avec la TyrRS native et de 19 avec le mutant F130S. Le
mutant discrimine donc moins I'azatyrosine que la native [66]. Les équivalents des résidus
Phel30 et Aspl82 de Eco-TyrRS sont, chez Bst-TyrRS, [le127 et Aspl76.

Avec une mutagénese spécifique du site actif, le mutant Sce(cyt)-TyrRS est capable
de charger un acide aminé autre que la tyrosine. Ce mutant, peut utiliser trois analogues

différents de la tyrosine pour I'aminoacylation, dont la 3-iodo-L-Tyr. L’aminoacylation
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avec la tyrosine est alors 400 fois moins efficace que pour le type sauvage. Cette TyrRS
mutante peut servir a I'incorporation site-spécifique de nouveaux acides aminés dans les
protéines. La structure cristallographique du mutant 37V195C de la TyrRS d’E. col,
en interaction avec la 3-iodo-L-tyrosine, a été résolue par Kobayashi et coll. [67]. Cette
structure montre que l'iode du ligand est sélectivement reconnu par la valine 37 et la
cystéine 195, par des interactions de van der Waals. Ils vérifient également que l'interaction

avec I'analogue du tyrosyl-adénylate est conservée.

1.4.2.1 Nouvelles fonctionalités offertes par I’extension du code génétique

Les réactifs chimiques L’ingénierie des aaRS a permis d’incorporer plusieurs acides
aminés ayant de nouvelles fonctions chimiques dans des protéines d’E. coli et de S cerevi-
siae. Ces acides aminés contenaient des groupes cétones, azides, acetylenes ou thioesters.
Les protéines ainsi modifiées peuvent ensuite réagir avec des tags fluorescents et des réac-
tifs exogenes. Par exemple, une série de colorants fluorescents a été introduit sélectivement
en un site unique du mutant m-acétyl-Phe de la protéine membranaire LamB de E. coli. Un
autre exemple concerne une hormone de croissance humaine, modifiée site-spécifiquement
avec du polyethylene glycol (PEG), de maniére a créer une protéine qui conserve l’activité
naturelle mais avec une demi-vie bien plus importante dans le serum. On peut ainsi créer
des protéines avec un grand controle de leur structure et de leur homogénéité. Ceci peut
également étre utile pour la synthese ribosomale de peptides et protéines cycliques. Par
exemple, si une cétone est introduite a 'extrémité C terminale d’une protéine, elle peut

réagir avec le groupe amine N terminal et cycliser la protéine.

Les photo-réactifs L’introduction de photocrosslinkers in vivo a des sites déterminés
pourrait devenir un outil puissant pour la détection des interactions biomoléculaires. A cet
effet, des aaRS ont été modifiées pour pouvoir lier, activer et charger sur ’ARNt trois pho-
toréactifs : le p-azidophenylalanine, le p-benzoylphenylalanine et le p-(3-trifluoromethyl-
3H-diazirin-3-yl)-phenylalanine. Le p-benzoylphenylalanine est tres utile car le benzophe-
none absorbe la lumiere a de grandes longueurs d’onde (environ 360 nm) et adopte un

état excité de longue demi-vie, qui s’insere efficacement dans les liaisons C-H. Ainsi, un
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mutant homodimerique de la glutathion S-transférase, avec du p-benzoylphenylalanine
incorporé spécifiquement a l'interface du dimere, peut étre crosslinké dans le cytoplasme
d’E. coli. Ce résidu a été récemment incorporé dans le pore central de ClpB, une AT-
Pase qui empéche les protéines de s’aggréger. Le mutant se lie par "photocross-linking"
au peptide substrat, ce qui donne des preuves physiques directes du contact entre le pore
de ClpB et le substrat. Des cystéines, sérines et tyrosines photo-actives ont également
été introduites spécifiquement dans les protéines. Le groupement hydroxyl ou thiol de la
chaine latérale de ces acides aminés est bloqué par substitution d'un groupe nitrobenzyl,
qui peut étre clivé par irradiation a 365 nm in vitro ou in vivo. Par exemple, le site actif
de la cystéine caspase-3, qui est pro-apoptotique, a été substitué avec du nitrobenzyl pour

créer une protéine inactive et photo-activable.

Les sondes biophysiques Des acides aminés non naturels ont été encodé génétique-
ment dans E. coli et S. cerevisiae pour étudier le repliement ou la fonction de protéines.
C’est le cas d’acides aminés fluorescents comme la 7-hydroxy-coumarine. Cet acide aminé
permet une visualisation directe, par fluorescence, des changements conformationnels de
la protéine, de sa localisation, et des interactions intermoléculaires. L’avantage de cette
méthode par rapport a la GFP par exemple, est la petite taille du groupement fluorescent.
De plus, la GFP est liée aux extrémités N terminales ou C terminales, alors que les acides
aminés fluorescents peuvent étre introduits partout dans la protéine ou presque. C’est ainsi
que des dérivés de la coumarine ont été utilisés pour prouver le dépliement local de la myo-
globine. La p-iodo-phenylalanine avec son atome lourd peut servir au phasage des données
de diffraction de rayon X. La p-cyanophenylalanine et la m-cyanophenylalanine ont éga-
lement été incorporées dans les protéines ; comme leur groupement nitrile a une fréquence
vibrationelle différente des autres groupements chimiques présents dans la protéine, ils
peuvent étre utilisés en spectroscopie infrarouge pour témoigner de I’environnement local

ou de la dynamique de la protéine.

Les acides aminés a activité redox Les transferts d’électrons sont impliqués dans

un grand nombre d’activités biologiques, qui vont de l'activité enzymatique a la pho-
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tosynthese. Deux acides aminés a activités redox ont été incorporés sélectivement dans
les protéines : la dihydroxyphenylalanine et la 3-amino-L-tyrosine; ils peuvent étre utili-
sés pour détecter ou manipuler les transferts d’électrons dans les protéines. La 3-amino

L-tyrosine peut éventuellement fonctionner comme une trappe a électrons.

Les acides aminé chelateurs de métaux La création de protéines avec des sites de
liaison au métal reste un défi, compte-tenu de la difficulté a prédir et controler les couches
successives d’acides aminés autour de I'ion métallique. Dans cette optique, des chercheurs

tentent d’incorporer la bipyridyl-alanine dans les protéines.

Autres fonctions Dans d’autres expériences, un analogue de la cystéine a longue chaine
a été incorporé dans des protéines chez S. cerevisiae dans le but de stabiliser des confor-
mations particulieres, d’étudier la dynamique du repliement des protéines ou d’obtenir
des protéines thermostables. D’autres acides aminés non naturels qui ont pu étre ajou-
tés au code génétique de E. coli et S. cerevisiae sont la [-(2-naphtyl)alanine, 'acide
a-aminocaprylique, la L-homoglutamine et la p-aminophenylalanine. Le grand nombre et
la diversité des acides aminés qui ont été génétiquement encodés témoigne d’une grande
plasticité de la machinerie traductionnelle concernant les chaines latérales des acides ami-

nés (figure 1.23).
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1.5 Les acides aminés D

1.5.1 Présence d’acides aminés D dans les organismes

Cette partie présentant les acides aminés D et la suivante concernant les peptides
d’origine animale sont un résumé d’un extrait du travail de these de Julie Soutourina
intitulé : Les acides aminés de la série D dans la traduction [68]. Les protéines sont syn-
thétisées essentiellement a partir d’acides aminés L. Cependant, les acides aminés D sont
naturellement présents dans les organismes. Les acides aminés D peuvent étre sous forme
libre ou entrer dans la composition d’autres molécules. Par exemple, les peptidoglycanes
des parois bactériennes contiennent généralement de la D-alanine et du D-glutamate. Ces
acides aminés contribuent a la résistance des structures bactériennes. Chez la levure, la
DL-dityrosine a été identifiée dans les parois des ascospores [69]. Les structures contenant
de la DL-tyrosine sont spécifiques de la derniére phase de la sporulation. Elles assurent la

résistance des ascospores aux enzymes lytiques.

Pour maintenir ’homochiralité des protéines, des mécanismes excluant les acides ami-
nés D de la biosynthese protéiques ont été sélectionnés au cours de I’évolution. Néan-
moins, divers organismes produisent aussi des peptides biologiquement actifs contenant
des acides aminés D [70, 71, 72|. Ils sont synthétisés soit par ’assemblage direct d’acides
aminés libres, réalisé par des complexes multi-enzymatiques indépendants des ribosomes,
soit a partir d'un précurseur formé d’acides aminés L, qui est ensuite modifié post-
traductionnellement. Le premier mécanisme est spécifique des bactéries, tandis que le

deuxiéme se rencontre aussi bien chez les procaryotes que chez les eucaryotes.

Parmi les peptides qui contiennent naturellement des acides aminés D, on trouve des
antibiotiques, des hormones, des neuropeptides, des peptides opiacés et des hépatotoxines.
Les premiers peptides contenant des acides aminés D et possédant une activité antimi-
crobienne ont été identifiés dans les bactéries. La structure et la synthese des peptides
antibiotiques ont été tres étudiées chez les bactéries du genre Bacillus [73, 74]. Les an-
tibiotiques cycliques, tels que la gramicidine S et la polymixine B, contiennent de la

D-phénylalanine ; la bacitracine contient de la D-Phe, du D-Glu, de la D-Orn et du D-
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Asp. Les tyrocidines contiennent de la D-Phe et du D-Trp. La bacillomicine D contient
de la D-Tyr, de la D-Asn et de la D-Ser; la bacillomicine F contient de la D-Tyr et de la
D-Asn. Tous ces peptides sont synthétisés indépendemment des ribosomes. Ils agissent en
formant des canaux dans les membranes cellulaires ou en inhibant la synthese des parois.

Parmi les peptides antibiotiques dont les résidus de la série D sont synthétisés post-
traductionnellement, on trouve les lantibiotiques produits par certaines bactéries Gram

positives, qui contiennent de la D-alanine et de la S-(2-aminovinyl-D-cystéine) [70].

1.5.2 Des peptides d’origine animale contenant des acides ami-
nés D

Des peptides contenant des acides aminés D ont été isolés a partir des sécrétions de
peau d’amphibiens et de nombreux invertébré [75, 76]. Ces peptides ont une activité opia-
cée ou antimicrobienne. Les sécrétions de la peau des grenouilles du genre Phyllomedusiae
contiennent de nombreux peptides agissant sur le systeme nerveux central des vertébrés.
Beaucoup d’entre eux sont homologues a des hormones ou a des neurotransmetteurs de
mammiferes. Les dermophines sont composées de sept acides aminés. Elles contiennent de
la D-Ala en deuxieme position, indispensable & leur activité biologique. Ces peptides se
fixent avec une grande affinité et une grande sélectivité sur les récepteurs opiacés de type
i, provoquant une analgésie profonde et prolongée. Des peptides proches, nommés del-
torphines, sont spécifiques des récepteurs opiacés de type 0 qui contiennent de la D-Ala,
de la D-Met ou de la D-Leu en deuxieéme position.

La deuxieme famille de peptides animaux contenant des acides aminés D a été dé-
couverte dans les sécrétions de la peau de la grenouille européenne, Bombina variegata
[75, 77, 76]. Ces peptides de 20, 24 ou 27 acides aminés constituent la famille des bom-
binines. Ils ont une activité antimicrobienne. Ils contiennent de la D-allo-isoleucine ou
de la D-leucine, en deuxieme position. Des bombinines composées uniquement d’acides
aminés L sont également présentes, en petites quantités, dans les sécrétions. Elles possé-
dent également une activité antibactérienne, mais la vitesse a laquelle elles agissent sur

la croissance bactérienne est plus faible.
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Des peptides contenant des acides aminés D ont été découverts chez les invertébrés.
Deux neuropeptides ont ainsi été isolés chez l'escargot géant africain, Achatina fulicaé
[78, 79, 75]. Ils contrdlent ou stimulent la contraction musculaire. Un tri-peptide cardio-
excitateur (Asn D-Trp Phe-NH2) a été purifié a partir de aplysie Aplysia kurodai [80].
Le peptide synthétique contenant L-Trp a la place du D-Trp est environ mille fois moins
actif que le peptide natif. Les escargots marins du genre Cornus, tueurs des poissons,
contiennent des toxines peptidiques, nommés contryphanes, qui bloquent la transmission

neuromusculaire et immobilisent leurs proies [81, 76].

Divers crustacés, comme les langoustes et le homard contiennent deux isoformes de
I'hormone hyperglycémiante des crustacés (CHH) [82]. Ces isoformes peptidiques, com-
posées toutes les deux de 72 résidus, different uniquement par la conformation L ou D de
la phénylalanine en troisieme position. L’activité biologique de cette hormone consiste a
augmenter la concentration lymphatique du glucose, par exemple en réponse a un stress.
Chez la langouste Procambarus clarkii, la stéréo-inversion de la phénylalanine en position
3 dans un des deux variants de I'hormone CHH semble importante pour la régulation de
la production d’ecdystéroides [83]. La présence de deux isoformes de I’hormone hypergly-
cémiante de crustacés est encore inexpliquée. Il est possible que les deux formes D et L
soient nécessaires pour assurer une action différentielle de 'hormone dans certains tissus
ou organes spécifiques. Le venin de l'araignée Agelenopsis aperta contient deux toxines
capables de bloquer les canaux calcium [84]. Ces peptides, nommés w-agatoxines IVB et
IVC, contiennent chacun 48 acides aminés. Ils se distinguent uniquement par la présence

de L ou D-sérine en position 46.

La biosynthese de la lombricine phosphate par les vers de terre Lombricus terresticus
et Megascolides cameroni se fait a partir de la D-sérine libre [85]. La D-sérine réagit avec
la CDP-éthanolamine, dans une réaction enzymatique spécifique de ’acide aminé D, pour
former de la D-sérine éthanolamine phosphate. Ce composé réagit alors avec de ’arginine
pour former la lombricine, qui est finalement transformée en lombricine phosphate par

I’ATP-lombricine phosphotransphérase.
Dans le cas de la lucéférine des lucioles du genre Photinus, il a été montré qu’il existait
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deux énantioméres, contenant soit un résidu D-cystéine, soit un résidu L-cystéine. Les deux
énantioméres sont activés par la luciférase pour former un luciféryl-adénylate. Cependant,

seule 'oxydation du D-luciféryl-adénylate est accompagnée d’une émission de lumiere [86].

1.5.3 Acides aminés D sous forme libre dans les cellules vivantes

Le développement de méthodes analytiques, souvent basées sur I'utilisation d’enzymes
spécifiques des acides aminés D, a permis de détecter ces acides aminés sous forme libre
dans divers organismes. Chez F. Coli, la D-Ala et le D-Glu sont utilisés dans la synthese
du peptidoglycane de la paroi. Il n’est donc pas étonnant que des concentrations élevées
de D-alanine et de D-glutamate, 0.5 et 1 mM respectivement, soient présentes chez la
bactérie E. Coli K12 cultivée en milieu minimum avec glucose [87]. Une étude réalisée sur
E. Coli a révélé qu’entre 15 et 20% de I'ensemble des acides aminés existait sous forme
D. La D-Ala y est le plus abondant des acides aminés D et représente 53% de la quantité
totale d’alanine. Par ailleurs, 40% du glutamate, 50% de la méthionine et 5% de la valine
se trouveraient sous forme D.

Plus généralement, Preston [88] a étudié la distribution des acides aminés D dans 43
especes d’invertébrés marins. 18 d’entre elles, appartenant a 6 embranchements différents
(Annelida, Mollusca, Echinodermata, Nemertea, Cnidaria et Arthropoda) contiennent des
acides aminés D. Cette vaste distribution suggere des roles physiologiques ou nutritionnels
des acides aminés D chez ces organismes marins. La plus grande concentration totale
d’acides aminés D (plus de 40 mM) a été trouvée dans le polychete Glycera dibranchiata.
Dans cet organisme, un systeme de transport spécifique pour les acides aminés D a été
identifié.

Pour les vertébrés, diverses études, réalisées essentiellement chez les mammiferes, ont
montré que des acides aminés D libres étaient présents dans les tissus et dans les li-
quides physiologiques des vertébrés [89]. Les acides aminés D-Asp et D-Ser sont les plus
abondants. Chez le rat, de 'acide D-aspartique a été trouvé dans différentes régions du
cerveau et dans les organes périphériques endocriniens [90]. La localisation du D-Asp dans

les neurones de certaines régions spécifiques du cerveau, ainsi que dans divers organes en-
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docriniens du rat, laisse supposer que cet acide aminé D a un role de neurotransmetteur
dans la modulation neuroendocrine. On trouve également du D-Asp dans le cerveau hu-
main et dans les embryons de poulet. Plus récemment, il a été confirmé que le D-Asp joue
un role important dans le systéme neuroendocrinien, ainsi que dans le développement du

systéme nerveux [91] (table 1.9).

La D-sérine est présente a des concentrations relativement grandes, 32% de la sérine
libre totale dans le cerveau de mammifere. La distribution de la D-Ser dans certaines
régions spécifiques du cerveau et son affinité envers les récepteurs pour le glutamate qui
répondent au N-méthyl-D-aspartate (récepteurs NMDA) indiquent un réle de neuromo-
dulateur pour cet acide aminé D. Une partie de la D-Ser pourrait étre apportée avec
la nourriture, car cet acide aminé D franchit facilement la barriere sanguine cérébrale.
D’autre part, I'identification d’une D-sérine racémase dans le cerveau de rat suggere qu’il
y a aussi une synthese endogene de D-sérine a partir de L-sérine [92]. L’implication de la
D-Ser dans la fonction cérébrale est en bon accord avec 'observation d’effets favorables de
I’addition de cet acide aminé aux antipsychotiques utilisés lors des traitements de la schi-
zophrénie [93]. En effet, un fonctionnement insuffisant des récepteurs NMDA semble jouer
un role dans cette maladie. La D-sérine, en interagissant spécifiquement avec les récep-
teurs NMDA, pourrait augmenter la neurotransmission associée. D’autre acides aminés D,
comme la D-Ala, la D-Leu, la D-Thr, la D-Val, la D-Phe, la D-Tyr, la D-Pro, le D-Trp, le
D-Glu, la D-GIn et la D-Met ont été détectés en petites quantités chez les vertébrés. Chez
le rat, de la D-Ala et de la D-Leu ont été observées dans certaines régions cérébrales, mais
a des concentrations de un a deux ordres de grandeur plus faibles que celles de D-Asp ou
de D-Ser [90]. L’analyse des liquides physiologiques humains a révélé la présence de D-
Phe, D-Pro, D-Trp et D-Tyr dans le plasma, 'urine, le liquide cérébro-spinal et le liquide
amniotique, avec des rapport D/(D+L) compris entre 0.15 et 4% [89]. Les concentrations
des acides aminés D sont plus élevées dans le sérum de patients souffrant d’insuffisances
rénales, ce qui suggére un lien entre les acides aminés D et la fonction rénale [94]. Une
étude sur le venin de mammifere a été menée en 2008 sur I'ornithorinque. Trois types de

peptides ont été identifiés : les peptides natriurétiques (OvCNPs), les defensin-like pep-
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TABLE 1.9 — D-Asp dans les tissus nerveux et endocriniens dans différentes especes.

Embranchement Animal Tissue References
Mollusque Octopus vulgaris Cerveau (D’Aniello and Giuditta, 1977 ;
D’Aniello and Giuditta, 1978)
Octopus vulgaris Rétine (D’Aniello et al., 2005)
Octopus vulgaris Organes reproducteurs (D’Aniello et al., 1995a)
Opistobranche Aplysia fasciata Ganglion oesophagien (D’Aniello et al., 1992a)
Aplysia limacina Ganglion cérébral (Spinelli et al. 2006)
Urochordés Ciona intestinalis Ganglion cérébral (D’Aniello et al., 1992b ;
D’Aniello et al., 2003)
Crustacé Rock lobster Cerveau (Okuma and Abe, 1994)
Rock lobster Rétine (Okuma and Abe, 1994)
Amphibien Rana esculenta Organes reproducteurs (Di Fiore et al. 1998)
Harderian glande (Raucci et al. 2005)
Reptile Podarcis s. sicula Organes reproducteurs (Assisi et al. 2001)
Poisson Merlucius merlucius  Cerveau (D’Aniello et al., 1995b)
Oiseau Gallus gallus Cerveau, rétine (embryo) (Neidle and Dunlop, 1990)
Cerveau, rétine (adult) (Neidle and Dunlop, 1990)
Mammifere Rat Cerveau (embryo) (Dunlop et al., 1986)
Cerveau (adulte) (D’Aniello et al., 1993b;
Dunlop et al., 1986 ;
Hamase et al., 1996 ;
Hashimoto et al., 1993b ;
Imai et al., 1995)
Rétine (6 jours) (Neidle and Dunlop, 1990)
Rétine (adulte) (Lee et al., 1999
Neidle and Dunlop, 1990)
Hypophyse (2jours) (D’Aniello et al., 1996 ;
Lee et al., 1999)
Hypophyse (adulte) (D’Aniello et al., 2000a ;
Hashimoto et al., 1993a,b;
Lee et al., 1999 ;
Lee et al.,1997b)
Glande pineale (Imai et al., 1995;
Lee et al.,1997a)
Organes reproducteurs (D’Aniello et al., 1996 ;
Hashimoto et al., 1993a)
Foie (D’Aniello et al., 1993a;
D’Aniello et al., 2000a;
Hashimoto et al., 1995)
Human Cerveau (embryon) (Hashimoto et al., 1995)

Cerveau (adulte)

(D’Aniello et al., 1998a;
Fisher et al., 1991
Hashimoto et al., 1993a)
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tides (OvDLPs) et les facteurs de croissance des tissus nerveux (OvNGF). Leurs fonctions
exactes ne sont pas encore connues. Un venin-peptide isomérase et une hyaluronidase ont
été identifiés mais pas encore séquencés. Ce venin est aussi connu pour avoir une activité
protéasique [95]. Chez les animaux et les insectes, certains peptides avec des aa-D sont
plus efficaces dans leur fonction que leur isomere de la forme L. Par exemple, la dermo-
phin, un heptapeptide contenant de la D-alanine en position 2, isolé a partir de la peau
d’une grenouille du sud de I’Amérique Phyllomedusa sauvagei, est mille fois plus efficace
que la morphine pour 'anesthésie quand elle est injectée dans le cerveau. L’existence de
venin chez 'ornithorinque suggere la présence d'une isomérase responsable de l'intercon-
version entre les deux peptides isomeres. En 2005, un venin d’ornithorinque de 5 kDa a
été découvert. Ce fut le premier venin de mammifere identifié. La structure de ce peptide

n’a pas encore été résolue.

1.6 Interactions entre la TyrRS et la D-Tyr

1.6.1 Etude expérimentale de la TyrRS native liée a la D-Tyr

Calendar et Berg, en 1966, découvrent les premiers que la TyrRS est capable d’ami-
noacyler '’ARNt avec la L ou la D-tyrosine [96]. Sheoran et coll. en 2008 ont publié une
étude détaillée du mécanisme d’activation de la D-tyrosine par la TyrRS de B. stearother-
mophilus. 1ls réalisent une étude de la cinétique en phase pré-stationnaire de la réaction
[97]. Bien que le substrat préféré soit la L-Tyr, la TyrRS possede aussi une activité natu-
relle, plus faible, pour la D-Tyrosine. Ainsi, la Bst-TyrRS lie la D-Tyrosine avec 8.5 fois
moins d’affinité que la L-Tyrosine : K5~ ""=12 uM et K7 7¥"=102 uM. La synthétase
lie la D-Tyrosine sur I'un des deux monomeres, comme avec la L-Tyrosine. Mais d'une
maniere surprenante, le pyrophosphate se lie a 'intermédiaire TyrRS :D-TyrAMP avec 14
fois plus d’affinité qu’avec le complexe TyrRS :L-TyrAMP (K?"i= 0.043 pour TyrRS:D-
TyrAMP:PPi) . Par ailleurs, TARNt?Y" se lie au complexe TyrRS:D-TyrAMP avec une
affinité 2.3 fois moins forte qu’au complexe TyrRS:L-TyrAMP. La similarité des Ky pour

la D-Tyr et la L-Tyr suggere que leurs chaines latérales sont dans une orientation tres

35



CHAPITRE 1. INTRODUCTION

proche dans la TyrRS, et quun oxygene du groupement carboxylate est correctement

positionné pour 'attaque du phosphate o de I’ATP.

Analyse des profils d’énergie libre pour I’activation de la D-Tyrosine Les éner-
gies libres standard de la Bst-TyrRS et des complexes qu’elle forme avec ses ligands ont
été calculées avec les énantiomeres L et D de la tyrosine. On peut donc évaluer la désta-
bilisation des complexes avec la D-Tyrosine par rapport a ceux avec la L-Tyrosine. Ici les
AAG" représentent les différences d’énergie libre de liaison entre les forme D et L [97] :
AAGY,, rsryr=5-3 kj.mol ™,

AAGY,, rsryrarp=8.T kj.mol ™" et

AAGOTyrRs:[Tyr_ATP}:H-?’ kj.mol .

Au final, I'intermédiaire TyrRS:TyrAMP est presque identique pour la L-Tyr et pour la
D-Tyr : AAGY,, ps.ryranrp=2-2 kj.mol ™" (figure 1.24).

Dans d’autres organismes, ces valeurs sont un peu différentes. Par exemple, remplacer
la L-Tyrosine par la D-Tyrosine diminue les V,,,, de 'enzyme d’un facteur 10 pour la
TyrRS de B. subtilis, mais seulement d'un facteur 5 pour celle d’E. coli. [98]

Cette méme équipe propose un modele pour la liaison de ’'ATP a la TyrRS en présence
de D-Tyrosine, illustré dans la figure 1.25. Les monomeres fonctionnels et non fonctionels
de la TyrRS sont figurés, respectivement, par des rectangles et des ovales. Dans le cas de
I'activation de la D-Tyrosine, la liaison de 'acide aminé diminue 'affinité du monomere
fonctionnel pour I’ATP, permettant la liaison de ’ATP dans le monomere non fonctionnel.
La liaison de 'ATP dans le second monomere induit un changement de conformation qui

meéne a un monomere fonctionnel liant ’ATP avec une plus grande affinité.

1.6.2 Modélisation moléculaire de la TyrRS et de la D-Tyrosine

Li et coll. en 2008 ont conduit plusieurs études de dynamique moléculaire sur la struc-
ture de TyrRS de S. aureus dans sa forme libre et complexée a différents ligands : Tyr,
ATP, tyrosyl-adenylate et inhibiteurs [99]. Ces modélisations ont pour but d’étudier les

changements de stabilité conformationnelle associés au cycle catalytique. Les résultats
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montrent que la forme libre de S. aureus-TyrRS est dans une conformation plus relaxée.
La boucle KMSKS adopte une configuration ouverte dans la forme libre. La tyrosine se
lie dans la poche catalytique avec la boucle KMSKS oscillant entre position semi-ouverte
et ouverte. La liaison de 'ATP maintient la boucle KMSKS dans sa configuration ou-
verte. Une fois que le TyrAMP est formée, les deux premiers résidus de la boucle KMSKS
s’orientent dans la direction opposée et entrainent la boucle vers une conformation proche
de la configuration fermée; les trois derniers résidus, SKS, adoptent une configuration
entre la forme ouverte et semi-ouverte. Cette structuration particuliere pourrait étre im-
pliquée dans l'initiation de la liaison de I’ARN¢t (table 1.10).

Thompson et coll. en 2007 ont comparé les affinités de L-Tyr et D-Tyr pour la TyrRS
d’E. coli, en utilisant des simulations de dynamique moléculaire et des calculs d’énergie
libre. Au cours des simulations, le ligand est transformé progressivement de L-Tyr en
D-Tyr. On estime le travail nécessaire a la transformation, duquel on peut déduire un
changement d’énergie libre [100]. Cette méthode donne une différence d’énergie libre d’as-
sociation de AAG = 3.1 kcal mol~! en faveur de la L-Tyr, en bon accord avec le ratio des

K,, expérimentaux.

TABLE 1.10 — Systemes initiaux pour les simulations de dynamique moléculaire de la
TyrRS de S. aureus [99)].

Systeme PDB Construction
Apoenzyme 1J1L Construit par suppression du ligand de 1J1L
TyrRS + Tyr 4TS1 Construit par superposition de 1JIL et 4TS1;

TyrRS de 1JIL et ligand Tyr de 4TS1

TyrRS + ATP 1H3E Construit par superposition de 1JIL et 1H3E;
TyrRS de 1JIL et ligand ATP de 1H3E

TyrRS 4+ TyrAMP 3TS1 + 116 K Ajout d’'un oxygene
du ligand tryptophanyl-adenylate de 116K au
tyrosinyl-adenylate de 3TS1;

en superposant 1JIL avec 3TS1
la TyrRS de 1JIL et TyrAMP de 3TS1

TyrRS + inhibitor (SB284485) 1JIL TyrRS de 1JIL

o7
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F1GURE 1.23 — Des séquences mutantes de la TyrRS de M. jannaschii, spécifiques pour
des ligands non naturels.

Séquence Ligand Ligand Référence
32| 65 | 107 108 158 159 162 167
o enzyme sauvage
Y LIE|F/D|I|LJA Tyrosine Zhang 2010 Protein
Science 14:1340
O/CH!
Q| |T| Al |P O-méthyl-Tyx ey Wang 2001 Scence
G S T|S
A L T| A 5
G P T|S
T S T|S|R p-benzoyl-Phe Chin 2002
A S T|S|A JACS
G P G| T 124:9026
‘ Wang 2002 JACS
L p AlQ|V 3-(2-naphthyl)Ala 1835
T N P|/L|Q
T S P|S|Q N,
T S PIL|Q p-azido-Phe (J:j Chin 2002
L T P V]Q JACS
A R \Y D 124:9026
: Xie 2004 Nature
L S P L E p_IOdO_Phe Biotechnology 22:1297
L G| C|R 2 Wang 2003
L G|T|R p-acéthyl-Phe rg/k PNAS
A G| G I 100:56
: e Santoro 2002 Nature
T T P LA p_aman_Phe KE;\[/ Biotechnology 20:1044
S T TIY | A o Zhang 2003
T H Q T E O—allyl—Tyr (©/ Biochemistry
A ClA 42:6735
o Zeng 2006
G|V T |G S p-diketone group (@{( Bio.Med.Chem.Letters
16:5356
: ” Xie 2006 Bioinformatics
L S P|I|E p-bromophenylalanine r@ 99185
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FIGURE 1.24 — Diagramme d’énergie libre pour 'aminoacylation de 'ARNt?Y" par la L-
et la D-Tyrosine pour Bst-TyrRS : Le trait plein indique 1’énergie libre au cours de la
réaction d’activation de la L-Tyrosine et son transfert a TARNt?Y" le trait en pointillé
est pour la D-Tyrosine.
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Chapitre 2

Le "dessein" computationnel de

protéines, ou CPD

L’ingénierie des protéines peut étre abordée par plusieurs approches. La premiere est
I'ingénierie rationelle, pour laquelle on identifie des résidus cibles a partir de I'analyse
de données de séquences et de structures. Une fois les mutations d’intérét identifiées,
les structures sont fabriquées par mutagénese dirigée. Un exemple d’application est la
comparaison de protéines apparentées. La barnase et la binase par exemple, sont des ri-
bonucléases ayant 85% d’identité de séquence mais qui different par leur thermostabilité.
En utilisant la mutagénese dirigée, Serrano et coll. en 1993 ont testé I'impact de chacun
des 17 acides aminés qui different entre les deux protéines [101]. Ils ont observé des chan-
gements de stabilité de £ 1.1 kcal.mol—1 par rapport a 'enzyme sauvage (figure 2.1). La
deuxiéme approche est l'ingénierie combinatoire, ou évolution dirigée. On crée ici direc-
tement une banque de variants. Ceux ayant l'activité recherchée sont isolés par criblage
de la banque, puis leur activité est caractérisée. Pour 'ingénierie combinatoire, on intro-
duit les mutations par PCR avec production d’erreurs, par mutagénese chimique, ou avec
des oligonucléotides de synthese contenant les mutations. L’intérét de cette méthode est
de permettre le criblage d’'un grand nombre de mutants. Une autre approche d’ingénie-
rie combinatoire est la recombinaison entre séquences d’ADN, "DNA shuffling". On utilise

cette méthode lorsque la protéine cible appartient a une famille connue de protéines. Dans
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FIGURE 2.1 — Mutagénese d'une protéine par une méthode PCR mutagene.

1 : PCR I: On amplifie le géne avec une amorce sens "mutagene” 4+ une amorce reverse
normale. Une amorce "mutagene’ est une amorce dans laquelle la séquence est spécifi-
quement modifiée pour provoquer, a la position déterminée, le changement souhaité de la
séquence du gene amplifié.

2 : Purification du produit PCR.

3 : PCR II : On amplifie le géne avec une amorce sens normale + le produit PCR I comme
amorce reverse 'megaprimer’.

4 : Purification du produit PCR II.

5 : Digestion de ’ADN plasmidique et du produit PCR II par les enzymes de restriction
ERI et ERII.

6 : Ligation de l'insert et du vecteur et transformation d’ E. coli.

@ Plasmide recombinant muté @

vecteu Gene recombinant.
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mutation
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ce cas, on isole les genes des différents membres de la famille pour créer des hybrides ar-
tificiels (figure 2.3). L’ingénierie combinatoire a été utilisée pour 'isolement d’un mutant
de subtilisine de thermostabilité accrue. Mille clones mutants ont été étalés sur une boite
quadrillée, en deux exemplaires. Une fois qu’ils ont poussé, on incube une des boites a
température élevée pour inactiver 'enzyme de type sauvage. Puis un test d’activité hy-
drolytique permet de ne sélectionner que les mutants de stabilité supérieure a celle du
type sauvage, car ce sont les seuls a avoir une activité mesurable. Une fois les mutants
stables identifiés, il suffit de faire pousser les doubles de ces colonies pour identifier la
mutation. Apres avoir étudié les changements individuels d’acides aminés, on peut fabri-
quer une subtilisine extrémement stable en combinant différentes mutations dans la méme
molécule [102] (figure 2.2). Pendant ces quinze derniéres années, chacune des propriétés
de cette protéase a sérine a été modifiée. La majeure partie des modifications avait pour
but d’améliorer les capacités de la subtilisine pour I'hydrolyse des protéines lorsqu’elle est
incorporée a des détergents [103]. Ainsi, ses caractéristiques cinétiques, sa spécificité de
substrat, sa dépendance vis-a-vis du pH, sa stabilité vis-a-vis d’une inactivation par la
chaleur ou par les alcalins, ont été étudiés et améliorés. Ces transformations ont nécessité
de muter 50% des 275 acides aminés de la subtilisine. Pour certaines positions de la mo-
lécule, méme les effets du remplacement par les 19 autres acides aminés naturels ont été

évalués.

En plus des méthodes expérimentales de génie génétique, les méthodes d’ingénierie de
protéines in silico se développent. Une méthode d’ingénierie combinatoire est le "dessein
computationnel’, ou "Computational Protein Design", que nous désignons par "CPD". Elle
comporte une série d’ingrédients. La prédiction de structure repose sur une description
simple de ’espace conformationnel de la protéine, prenant en compte une ou quelques
conformations de la chaine principale et un jeu discret de rotameres pour les chaines
latérales. La stucture la plus stable de cet espace discrétisé peut étre alors trouvée par
des méthodes de recherche exactes ou approchées. La modélisation nécessite une fonction
d’énergie, qui prend en compte les effets du solvant ; on parle de fonction d’énergie "effec-

tive". En effet, le solvant aqueux joue un réle dans la structure et la stabilité des protéines.
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FIGURE 2.2 — Ingénierie combinatoire des protéines par criblage. Les critéres de criblage
sont par exemple l'efficacité de 'expression, la thermostabilité, la résistance aux solvants
organiques, la résistance au pH ou encore la spécificité modifiée.
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FIGURE 2.3 — Ingénierie combinatoire des protéines par DNA shuffling
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Pour limiter le cotiit de la modélisation, ce rdle est pris en compte avec des modeles de
solvant "implicite". Les degrés de liberté du solvant ne sont pas explicitement représen-
tés, mais considérés a travers leurs effets sur les interactions intra-protéines. Munis d’'une
fonction d’énergie effective, les algorithmes de recherche permettent alors d’examiner un
large champ combinatoire de séquences et de structures. Le déroulement général d'une

procédure de CPD est présenté brievement dans la figure 2.4.

FIGURE 2.4 — Déroulement de la procédure de protein design, computationnel, ou CPD.

Structure

RMN, cristallographie,
homologie structurale.

Discrétisation de lI'espace conformationnel

Squelette protéique,
Rotameres des chaines latérales.

A
Calcul exhaustif des énergies de paires

Tous les acides aminés
a toutes les positions.

Proposition de séquences-structures solutions

Algorithme d'optimisation.

Classement des solutions

Fonction de score.

Les buts du CPD sont nombreux. Cette méthode vise a construire des protéines plus
stables, a modifier les interactions protéine-protéine, a étudier des conformations alter-
natives pour une protéine, a modifier la spécificité pour un substrat, a ajouter des sites
de liaison d’atomes métalliques dans une protéine, ou encore a étudier le fonctionnement

des enzymes. Cette méthode continue d’étre améliorée pour accroitre sa précision, son

65



CHAPITRE 2. LE "DESSEIN" COMPUTATIONNEL DE PROTEINES, OU CPD

efficacité et la portée de ses applications. Dans ce chapitre de méthodologie, nous décri-
rons tout d’abord la fonction d’énergie issue d’un champ de force. Nous verrons également
comment ces derniers sont paramétrés. Puis nous décrirons différentes modélisations du
solvant. Le CPD nécessite de modéliser 1’état replié des protéines mais également 1’état
dénaturée, nous détaillerons les hypotheses faites pour y parvenir. Nous énumererons en-
suite les principaux algorithmes d’optimisation utilisés pour I'optimisation des séquences
et des structures. Une fois les prédictions structurales faites, il est courant d’analyser le
comportement de la structure a travers le temps sur quelques nanosecondes. La méthode
de simulation de dynamique moléculaire par laquelle on y parvient sera décrite ici. Enfin,

nous présenterons quelques applications du Protein Design ainsi que ses récents succes.

2.1 La fonction d’énergie

Le protein design repose sur une fonction d’énergie de paires permettant d’évaluer
I’énergie du systeme en calculant la somme des interactions entre toutes les paires d’acides
aminés. La classe la plus importante est représentée par les fonctions d’énergie de méca-

nique moléculaire.

2.1.1 Meécanique moléculaire, champ de force

La mécanique quantique ne permet pas d’étudier les systemes de plus de quelques
centaines d’atomes. C’est pourquoi I’énergie interne de la protéine est décrite, la plupart
du temps, par une fonction empirique issue d’un champ de force comme CHARMMT19 ou
AMBER, reposant sur des criteres de mécanique classique [104, 105]. Dans ce modele,
les atomes sont considérés comme des sphéres de rayons et de charges déterminés et les
liaisons entre atomes sont considérés comme des ressorts. La fonction d’énergie inclut des
termes d’élongation de liaisons, de déformation d’angles, de rotation d’angles diedres, de
torsions "impropres" (maintenant planéité et chiralité), des interactions de Van der Waals,
ainsi que des interactions électrostatiques coulombiennes. Au champ de force, il faut aussi

ajouter un ou plusieurs termes d’énergie qui décrivent les interactions avec le solvant.
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Finalement :
E = Ebonds + Eangl + Edihe + Eimpr + Evdw + Ecoul + Esol'u (21)

Par la suite nous présenterons ces termes plus en détail (figure 2.5).

2.1.1.1 Energies liées

Les énergies liées correspondent aux quatre premiers termes de E dans 1’équation (2.1).
Les termes Epongs €t Eang correspondent respectivement aux déformations des liaisons et
des angles. Ils sont représentés par des oscillateurs harmoniques. L’énergie est sommée sur

toutes les liaisons covalentes et sur tous les angles entre atomes liés par liaisons covalentes.

- Déformation des liaisons :
Eyonas est exprimée par la fonction suivante, avec i la liaison de longueur r, k la constante

de force du ressort en kcal.mol='.A=2 et ¥ la longeur de liaison optimale :
1E 0\2
Ebound - 5 Z kr,i (7”1' - ri) (22)
i=1

L’élongation des liaisons est en général faible, de ordre de 0.05 A.

- Déformation des angles :
FEang est exprimée par la fonction suivante, avec 6 I'angle entre la liaison i et la liaison j,

kg la constante de force exprimée en kcal.mol~t.degré=2 et 0, I'angle optimal :
1 0142
Eangt = ) Z k&z‘j(@z‘j - eij) (2'3)
ij

La déformation des angles est également faible, seulement de 'ordre de quelques degrés.

- Déformation des angles diedres :

Quatre atomes a, b, ¢, d reliées par trois liaisons covalentes (a-b, b-c, c-d) définissent
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un angle diedre, correspondant a une rotation des deux liaisons a-b et c-d autour de la
liaison centrale b-c. L’énergie de torsion de chaque diedre i est décrite par une fonction
périodique, développée en série de Fourier, ol 4, ,, est la valeur de la barriere de rotation

d’ordre n en kcal.mol™!, 7 la phase (en degrés) et ¢ la valeur du diedre (en degrés) :
1
Egine = 3 > Ainll + cos(ng; — )] (2.4)

- Déformation des angles impropres :
Les diedres impropres permettent de fixer planéité et chiralité d’'un centre atomique i,

relié a trois autres atomes j, k et 1. £, a la forme :
1 0 \2
Eimpr - §A(¢zgkl - ¢ijkl) (25)

Ici, A est la constante de force exprimée en kcal.mol~t.degré—2. ¢ représente I'angle entre

la liaison ij et le plan formé par les atomes i, k et 1.

2.1.1.2 Energies non liées

Les interactions non liées agissent entre deux atomes qui appartiennent a des molécules
différentes, ou qui appartiennent a la méme molécule mais sont séparés par plus de trois
liaisons covalentes. Ces interactions sont décrites par deux termes : un terme de Lennard-
Jones, aussi appelé terme de Van der Waals et un terme électrostatique.

- Energie de Van der Waals :

L’énergie de Van der Waals entre deux atomes i et j a la forme suivante :

T0\12 To
FEoagw = Dol(— —(—
oo = DU = (2

)’] (2.6)

Ici, Dy et 1o sont des constantes et r;; représente la distance entre les atomes i et j. Si
les atomes sont treés proches 'un de 'autre, 1'énergie sera défavorable. Ce terme permet

d’éviter I'encombrement stérique.
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F1GURE 2.5 — Fonction d’énergie de mécanique moléculaire. Les quatre premiers termes
représentent les énergies d’interaction entre atomes liés; les deux derniers termes corres-
pondent aux interactions entre atomes non-liés.
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- Energie électrostatique :

L’énergie électrostatique est calculée par un potentiel de Coulomb, qui a la forme suivante.

Eelec - 445 (27)
87”1']‘

Ici, g; et g; représentent les charges respectives des atomes i et j, r;; représente la distance

entre les deux atomes, ¢ est la constante diélectrique du milieu.
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2.1.2 Paramétrisation des principaux champs de forces

En plus des coordonnées atomiques de la protéine, la fonction d’énergie dépend de
parametres décrivant la géométrie et les propriétés énergétiques des interactions inter-
atomiques. Contrairement aux coordonnées, ces parametres sont invariants au cours des
simulations. La combinaison de la fonction d’énergie et de ces parametres est nommé
"champ de force'. L’optimisation des parametres du champ de force implique un ajuste-
ment de ses parametres jusqu’a ce qu’il soit capable de reproduire un ensemble de données
ciblées au préalable. Ces données sont en général issues de mesures spectroscopiques, ther-
modynamiques et cristallographiques, ou encore obtenues par calcul de mécanique quan-
tique. Le concept de "type atomique" est utilisé pour différencier des atomes de méme
numéro atomique mais avec des environnements chimiques différents. Par exemple, un
atome d’hydrogene lié a un oxygene n’a pas le méme type atomique, et donc pas les
mémes parametres qu’'un atome d’hydrogene lié & un carbone aromatique. Il existe plu-
sieurs champs de force optimisés pour les protéines. Les quatre principaux sont résumés

ci-dessous.

AMBER : Assisted Model Building with Energy Refinement Ce champ de force
a été paramétré sur des données expérimentales de petites molécules et de calculs ab initio
pour les charges [106]. Plus précisément, AMBER utilise des potentiels de surface électro-
statiques calculés par mécanique quantique comme données cibles pour la détermination
des charges partielles. Ainsi, les charges partielles d’AMBER reproduisent les potentiels
électrostatiques en phase gazeuse. Les ressources informatiques actuelles ont permis d’in-
clure de plus grandes molécules dans le processus de paramétrisation. Ainsi, les diedres ¢
et ©» I’AMBER ont été ajustés pour mieux reproduire les propriétés conformationnelles

de peptides structurés.

CHARMM : Chemistry at HARvard Molecular Mechanics Les champs de force
de CHARMM [105] pour les protéines sont le champ de force Charmm19 & hydrogene
polaire et le champ de force Charmm22 incluant tous les atomes. Ce champ de force a été

paramétré a partir de calculs quantiques d’énergies d’interaction entre petites molécules et
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molécules d’eau. Cette approche a pour but d’équilibrer les interactions eau-protéine, eau-
eau et protéine-protéine, en phase condensée. Le champ de force Charmm27 pour ’ADN,
I’ARN et les lipides, peut étre combiné a Charmm?22, par exemple pour les simulations

de complexes protéine-ADN.

OPLS : Optimized Potential for Liquid Simulations Ce champ de force a été
paramétré sur des données expérimentales de liquides [107]. Il existe pour ce champ de
force une version "atomes unifiés", ou les hydrogenes non polaires sont inclus implicite-
ment dans les parametres des atomes auquels ils sont liés, et une version "tout atomes",
OPLS-AA, plus récente. Cette approche utilise des simulations en phase condensée pour
de nombreux liquides, qui ont tous des similarités avec les groupes chimiques présents
dans les protéines, comme des alkanes, des alcools, des amides et des aromatiques. Les
parametres de Lennard-Jones et les charges partielles sont alors ajustés pour reproduire
la température de vaporisation expérimentale et la densité du liquide. Ces parametres

seront donc utilisables pour les protéines modélisées dans un solvant.

GROMOS La paramétrisation du terme de Lennard-Jones et des charges partielles
dans GROMOS utilise également des données expérimentales thermodynamiques, comme
OPLS [108]. Les énergies libres de solvatation de petits composés modeles, a la fois dans
I'eau et dans le cyclohexane, sont incluses comme données cibles. Le but de cette approche
est de modéliser correctement les multiples interfaces de la protéine, qui a des parties
exposées au solvant et des parties enfouies.

Il y a de nombreuses similarités, mais aussi des différences entre les différents champs
de force. Par exemple, le champ de force CHARMM ajoute un terme d’Urey-Bradley, qui
traite les deux atomes qui ne sont pas au sommet de 'angle avec un terme quadratique qui
dépend de leur distance. La combinaison des diedres impropres et du terme d’Urey-Bradley
permet une reproduction plus précise des spectres vibrationnels pendant la paramétrisa-
tion. Les champs de force OPLS-AA et GROMOS utilisent les régles suivantes pour le
terme de Lennard-Jones : g;; = (£;£;)"% et Rpinij = (RminiBminj)*?. CHARMM et AM-
(Romini + Rminj). Une

BER préferent la moyenne arithmétique pour Ryinij @ Rpinij = %
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autre différence concerne les interactions 1-4, entre les atomes a et d du diedre a-b-c-d.
Certains champs de force appliquent ici une constante de proportionnalité. Par exemple,
AMBER multiplie les interactions 1-4 Lennard-Jones par un facteur 0.5 et les interac-
tions coulombiennes par 1/1.2. OPLS-AA applique un facteur de proportionnalité de 0.5
pour les deux interactions. GROMOS applique un facteur au cas par cas, en fonction du
type atomique. Le champ de force CHARMM aborde le probléme plus simplement, en ne

multipliant par aucun facteur les interactions 1-4.

Autres champs de force De nombreux autres champs de force ont été également pa-
ramétrés. Parmis eux, on peut citer :

- ECEPP : "Empirical Conformational Energy Program for Peptides", premier champ de
force dédié aux molécules polypeptidiques [109].

- QCFF : " Quantum-mechanical Consistent Force Field" [110].

- CVFF : "consistent valence force-field" [111].

- AMOEBA : "Atomic Multipole Optimized Energetics for Biomolecular Applications". Ce
champ de force est "polarisable" : les atomes portent des dipdles induits, qui sont propor-
tionnels au champ électrostatique local et refletent la polarisation du nuage électronique.

[112].

La diversité des traitements suggere qu’il n’existe pas de solution unique au probleme.

2.1.3 Des approches plus empiriques

Méme si les fonctions d’énergie de mécanique moléculaire sont tres réalistes pour re-
transcrire les interactions des petites molécules, I'application au CPD peut nécessiter
quelques adaptations. Ainsi, Kortemme et Baker en 2002 [113] mettent au point une fonc-
tion d’énergie tres simple pour modéliser les interactions protéine-protéine. Cette fonction
d’énergie ne prend en compte que les contributions les plus importantes a I’énergie totale :
le potentiel de Lennard-Jones, ’énergie de solvatation, I’énergie électrostatique coulom-

bienne et un terme spécifique pour les interactions par liaison hydrogene. L’énergie des
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liaisons hydrogene est déterminée par une fonction empirique prenant en compte les dis-
tances 0HA entre hydrogenes et atomes accepteurs, une pondération Wy g de ’énergie des
liaisons hydrogene, ’angle 6 formé par I’atome accepteur, 'hydrogene et ’atome donneur

ainsi que l'angle 1) qui a pour sommet I’atome accepteur (figure 2.6) :

Eup = WuplE(0ga) + E(0) + E(¢) + E(X)] (2.8)

FIGURE 2.6 — Représentation schématique des parametres utilisé pour décrire la liaison H.
0HA, distance entre hydrogene et atome accepteur. 0, angle ayant pour sommet ’atome
d’hydrogene. 1, angle ayant pour sommet ’atome accepteur. X, angle diedre. A, accepteur.
D, donneur, H, hydrogene. AB, base acceptrice. R1 R2, atomes liés a la base acceptrice.

R
1
>AB
R

Une autre approche empirique est celle de Handel et Pokala qui introduisent dans la
modélisation un ajustement empirique de I’énergie de van der Waals pour les interactions
protéine-protéine. La fonction de Lennard-Jones a été ici modifiée pour linéariser les
énergies répulsives et exagérer les énergies attractives. Ceci permet de réduire l'erreur
sur I’encombrement stérique introduite par I'usage de bibiotheques discretes de rotameres
[114]. Ils ont ainsi pu prédire les effets de 400 mutations avec une erreur inférieure a 1.0
kcal.mol~*

I1 est aussi possible de simplifier la modélisation de I’énergie électrostatique. L’équipe
de Mayo, en 2006, a utilisé une fonction empirique pour les liaisons hydrogenes, en plus
d’une fonction d’énergie coulombienne qui inclut une "constante diélectrique" dépendant
de la distance égale a 40r,, avec 7,4, la distance interatomique [115]. Des charges partielles

sont attribuées aux groupes polaires seulement. Une charge de +1 est appliquée a la lysine
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et a I’arginine et une charge de -1 pour 'aspartate et le glutamate.

Pour les interactions protéine-ADN, la fonction d’énergie peut aussi étre adaptée em-
piriquement. Une fonction d’énergie pour les calculs d’interactions entre protéine et acide
nucléique a été développée par Siggia et coll. L’efficacité de cette fonction est diie a un
terme d’interaction électrostatique intermoléculaire combinée a un terme d’empilement

atomique ("packing') et & un terme décrivant la conformation de '’ADN [116].

La plupart des fonctions d’énergie du CPD ne prennent pas en compte tous les fac-
teurs possibles. Les énergies de repliement, les énergies libres de liaison, aussi bien que
la cinétique de liaison et le taux catalytique résultent d’un ensemble complexe d’effets et
incluent des contributions entropiques. De nouvelles études ont étendu la vision du design
a la considération d’ensembles de structures, et non plus seulement de structures uniques.
L’entropie associée a ces ensembles est explicitement prise en compte. Donald et coll. ont
formulé le probleme du protein design en utilisant des ensembles conformationnels et ont
validé leur méthode en s’intéressant a la spécificité des interactions. Ils ont ainsi étudié
la gramicidine synthétase A phénylalanine, en créant un nouveau mutant qui lie mieux
la leucine que la phénylalanine. Des validations expérimentales pour ce mutant ont éga-
lement été faites [117]. Kuhlman et coll. ont utilisé une procédure différente, basée sur un
algorithme de recherche de Monte Carlo, pour inclure I’entropie liée a la conformation des
chaines latérales dans le design de 110 squelettes protéiques de protéines natives. Ils n’ont
trouvé que de faibles différences dans les résultats selon que ’entropie est incluse dans
I’analyse ou pas. Les plus grandes différences étaient remarquées pour les chaines latérales
longues et flexibles [118]. Bien que Ientropie ne soit pas la contribution dominante pour le
protein design, 1'utilisation d’ensembles semble étre une voie intéressante. Dans un autre
travail, avec une approche de mécanique classique, les centres réactionnels di-manganése
ont été étudiés par Spiegel et coll. en incluant un traitement implicite des transferts de
charges et des effets de polarisation. Ces effets sont importants pour le passage de la
forme réduite a la forme oxydée. Le design de ces enzymes a nécessité une stabilisation du
centre metalloprotéique par le reste de la protéine, et ce, quel que soit I'état d’oxydation

du métal. Ce travail a constitué un pas important dans le design des metalloenzymes
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[119].

2.1.4 Champ de force a gros grains

L’informatique donne a présent les capacités d’étudier la structure d’une protéine en
solution dans un champ de force tout atomes avec un traitement explicite du solvant. Mais
les applications comme le docking protéine-protéine, sont trop complexes, I’étude tout
atome n’est pas toujours appropriée. D’ou I'idée d’intégrer un grand nombre de degrés de
liberté dans un champ de force a gros grains qui en présente moins. Dans ces modeles, les
groupes fonctionnels sont représentés par des particules de différentes tailles. La plupart
des modeles gros grains représentent les acides aminés comme des billes reliées entre elles
par des ressorts élastiques [120]. Les modeles basés sur la simplification des résidus a

leur atome Ca sont les plus populaires [121] (figure 2.7). D’autres fonctions d’énergie

FIGURE 2.7 — Modélisation gros grain ot les résidus sont réduits a leurs atomes Ca [121].
Différentes énergies sont prises en compte : les termes d’énergie liée, les termes d’énergie
non liée. Ici, 6 représente un angle diedre et 7 un angle entre deux liaisons covalentes.
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Energie 4

non liée
0"
N

Coa (6)
ca (2) Ca (4)

Energie
lie
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utilisent une carte de contact résidu-résidu avec une classification en groupes d’acides

aminés [122]. Si deux atomes autres que I’hydrogene appartenant aux deux protéines sont

75



CHAPITRE 2. LE "DESSEIN" COMPUTATIONNEL DE PROTEINES, OU CPD

distants de moins de quelques Angstroms, les résidus sont considérés comme en contact. Il
peut également y avoir d’autres approches ; par exemple, une fonction d’énergie distance-
dépendante basée sur les atomes du squelette protéique et sur le Carbone (. C’est le cas
dans le potentiel "DIFRE" développé par Zhou et coll. [123]. L’acide aminé peut aussi étre
représenté par le C'av et le barycentre de la chaine latérale. Cette derniere approche traite

mieux la spécificité des interactions entre acides aminés [124].

2.2 Modélisation implicite du solvant

Les protéines se trouvent dans un milieu aqueux, leurs résidus hydrophiles peuvent
interagir directement avec les molécules d’eau. Il peut donc y avoir compétition d’inter-
actions entre les groupes polaires de la protéine et les molécules d’eau. Ainsi, I'enfouis-
sement de résidus chargés est généralement défavorable; méme si 1’énergie d’interaction
directe entre deux résidus chargés enfouis est favorable, cet effet est contré par la perte
d’interactions avec le solvant pour ces deux résidus [125, 126]. La premiére modélisation
mathématique de I'eau liquide a I’échelle atomique a été proposée par Bernal et Fowler
en 1933 [127]. Depuis, un grand nombre de méthodes ont été développées pour étudier
les interactions électrostatiques entre macromolécules biologiques et solvant. Les plus ré-
pandues peuvent étre classées en deux catégories : les modeles ou les atomes du solvant
sont pris en compte explicitement, et les modeles de solvant implicites, qui représentent
le solvant par ses effets moyens sur le soluté. Dans les modeles de solvatation explicite,
les interactions entre les ions mobiles, le solvant et le soluté sont décrites par un champ
de force de mécanique moléculaire. Celui-ci a 'avantage de représenter dans le détail les
interactions solvant-soluté et solvant-solvant. Ainsi, les interactions entre chalnes laté-
rales peuvent-étre mieux retranscrites qu’avec les modeles implicites [128]. Mais le grand
nombre de degrés de liberté découlant d'une modélisation explicite du solvant augmente
considérablement le temps de calcul.

Dans la modélisation implicite du solvant, le solvant est représenté par son influence
moyenne sur le soluté [129]. Ainsi, les interactions solvant-soluté peuvent étre caractérisées

par I’énergie de solvatation du soluté : I’énergie libre de transfert du soluté dans le solvant
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a partir du vide. Il est intéressant de décomposer cette opération en trois étapes :

1- les charges du soluté sont réduites a zéro,

2- le soluté non-chargé est inséré dans le solvant,

3- les charges du soluté sont rétablies a leurs valeurs réelles.

L’énergie libre de la seconde étape est appelée I'énergie de solvatation "non polaire", alors
que la somme des énergies des étapes initiale et finale est appelée énergie de solvatation
"polaire". Cette derniere énergie représente les effets du solvant sur les charges du soluté
(figure 2.8). En général, les énergies de solvatation polaire et non polaire agissent de
manieres opposées : 1’énergie de solvatation non polaire favorise les structures compactes
de petit volume alors que I'énergie de solvatation polaire favorise le maximum d’exposition
au solvant pour les groupes polaires du soluté.

Pour la solvatation aqueuse, les modeles implicites les plus importants représentent
I’énergie de solvatation polaire grace a un modele "diélectrique", qui traite le soluté et
le solvant comme deux régions distinctes caractérisées par deux constantes dié¢lectriques
différentes. L’énergie libre de solvatation polaire est alors obtenue en résolvant I’équation

de Poisson-Boltzmann.

2.2.1 Interactions soluté-solvant

Il y a ainsi deux grands types d’interactions du solvant avec le soluté : d’une part ’effet
électrostatique, ou polaire, et d’autre part l'effet hydrophobe, ou non polaire. Naturelle-
ment, I'introduction ci-dessus d'une protéine sans aucune charge est une étape artificielle,
et la séparation entre ces deux effets n’est pas évidente ou completement rigoureuse dans

la réalité. Voyons dans un premier temps la modélisation de 'effet électrostatique.

2.2.1.1 Modele simple d’écrantage diélectrique

Plusieurs modeles représentent le solvant uniquement par ses effets électrostatiques
(étapes polaires 1 et 3 ci-dessus). Le solvant a des interactions électrostatiques directes
avec le soluté, mais écrante également les interactions entre les charges du soluté. Dans le

modele le plus simple, 'effet d’écrantage est pris en compte : les intéractions de Coulomb
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FIGURE 2.8 — Schéma de calcul des interactions avec le solvant. Les étapes (1) + (3)
donnent 1’énergie électrostatique . L’étape (2) correspond a la contribution non polaire,
ou hydrophobe.
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sont réduites par un facteur d’échelle, la constante diélectrique €. L’énergie électrostatique

entre deux atomes i et j a la forme :

4iq;
E(ry;) = 2.9
(ry) = 22 2.9
Le modele RDIE est tres proche, mais ici € dépend de la distance ;. Le solvant écrante
alors les interactions entre les atomes de la protéine d’autant plus qu’ils sont éloignés
[130] ; I’énergie a la forme :

E(ry;) = 14 (2.10)

2

Typiquement, on prend ¢ entre 1 et 4. Ces deux modeles sont peu cotliteux en temps de

calcul mais simplistes.

2.2.1.2 Les termes non électrostatiques : modele surfacique

Le terme "non électrostatique’ le plus important est celui qui décrit I’étape de solvata-

tion hydrophobe (I'étape 2 ci-dessus). Certains modeles implicites représentent ce terme
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en utilisant la surface accessible au solvant.
Ainsi, I’énergie libre de solvatation d’un soluté non polaire dans la plus simple des

modélisations est la suivante :

AGsolv - Zai Az (211)

Ici, A; est la surface accessible au solvent de I'atome i et o; est un parametre de solvata-
tion pour I'atome i en kcal.mol~'.A=2. Ce paramétre donne la contribution & 'énergie libre
de solvatation de I'atome i par unité de surface. Les parametres o; ont été ajustés pour les
différents types atomiques par modélisation d’énergies libres de transfert (vapeur — eau,
par exemple) pour une série de composés organiques. o; reflete la prédilection d’un atome
a étre exposé au solvant ou enfoui.

Le calcul des surfaces enfouies dans le contexte du CPD pose un probléme, car ces
surfaces dépendent de la configuration globale de la protéine. En particulier, un point a la
surface d’un atome peut étre en contact avec plusieurs autres atomes a la fois. Le terme
surfacique est donc un terme "a N corps’, coliteux a évaluer. Des approximations courantes
le représentent comme une simple somme sur des paires d’atomes. Cette approximation
"'somme de paires" conduit a une surestimation de la surface enfouie des N atomes. Street
et Mayo corrigent cette erreur par une pondération empirique, détaillée plus loin [131]

(figure 2.9).

FIGURE 2.9 — Recoupement de surface de trois résidus, illustrant les interactions surfa-
ciques "a trois corps".
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Modele CASA Une autre approche empirique combine les deux modeles précédents,
incluant I’écrantage des interactions électriques avec un effet de surface exposée au solvant.
Ce modele a été présenté par Wesson et Eisenberg en 1992 [132]. Le solvant est décrit par

le terme suivant :

1 n
Esolv = Escreen + Esurf = (7 - 1)Ecoul + az AiO’i (212)
g

i=1

Ici, le terme Fy..cenn décrit des interactions électrostatiques : c¢’est un terme d’énergie
Coulombienne écranté par les dipoles du solvant. Ej,,; correspond a la somme des aires
atomiques accessibles au solvant A;, avec un parametre de solvatation atomique propre
a I'hydrophobicité des atomes, ¢;. Ce dernier coefficient reflete la préférence des types
atomiques a étre exposés au solvant ou enfouis. Ainsi, pour les atomes polaires et io-
niques, plus ils sont exposés au solvant et plus leur contribution a I'énergie Ej,, s sera
négative, donc favorable. On voit que Eg,, s inclut des effets électrostatiques mais aussi

hydrophobes : il est difficile de dissocier completement les effets polaires et non-polaires.

2.2.2 Modéle de Poisson Boltzmann

Le modele de Poisson-Boltzmann est un des plus utilisés pour les systemes biomolé-
culaires, car il a 'avantage de prendre en compte la forme globale de la protéine et aussi
I'effet de la force ionique. Ce modele décrit les variations du potentiel électrostatique dans

un milieu diélectrique. L’équation de Poisson a la forme suivante :

=V - e(2)Vo(z) = p(z) (2.13)

ou £(z) est un coefficient diélectrique variable, ¢(z) est le potentiel électrostatique et
p(x) est la distribution de charge qui génere ¢(z). Le coefficient diélectrique e(x) prend
différentes valeurs dans le soluté et dans le solvant, pour refléter la polarisabilité différente
des deux milieux. Pour les biomolécules, € prend des valeurs entre 2 et 20 ; une valeur de 80
caractérise le solvant. La distribution de charge p(x) décrit souvent un ensemble de charges

atomiques ponctuelles, donc discontinues, ce qui peut poser des difficultés numériques pour
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résoudre I’équation de Poisson. En effet, dans ce cas, p(x) est une collection de fonctions

de Dirac, qui modélisent les Ny charges partielles atomiques du soluté :

p(z) = ps(z) = Zf:qié(x — ;) (2.14)

ol ¢; est la charge partielle de I'atome i et z; sa position. L’equation de Poisson-Boltzmann
est une variante de I’équation de Poisson ou les charges d’ions mobiles du solvant sont
présentes : p(x) = ps(x) + pions(x). La théorie de Debye-Huckel décrit la distribution de

ces ions selon la loi de Boltzmann :
p; = p—iefqi(qﬁ(w)Jr%(x)) (2.15)

ou p; est la concentration volumique des espeéces i, ¢;¢(x) est I'énergie de positionnement
d’un ion de charge partielle ¢; a la position x dans le potentiel ¢(x), et Vi(x) est une
fonction d’énergie stérique qui empéche les charges mobiles d’entrer a I'intérieur du soluté.
Si le potentiel ¢(x) est partout suffisamment faible, on obtient une simplification de cette

équation en développant I’exponentielle en série d’ordre un :
—V - e(x)Vé(z) + i (x)p(z) = dmpy (2.16)

ou k est le parametre de Debye-Hiickel, qui dépend de la force ionique du solvant.

Une fois que 1’équation de Poisson-Boltzmann est résolue, le potentiel électrostatique
est connu pour le systeme entier, et on peut en déduire ’énergie libre électrostatique. En

effet, I'énergie libre est une fonction simple du potentiel électrostatique :

G= ;/pfgzﬁdx (2.17)

Cette expression de l'énergie libre peut-étre utilisée pour le calcul de nombreuses
propriétés des biomolécules, comme les constantes d’affinité, les pKas et les énergies de

solvatation.
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2.2.2.1 Résolution numérique de I’équation de Poisson

Principe Il n’existe pas de résolution analytique de ’équation de Poisson-Boltzmann
pour un systeme moléculaire, car le profil diélectrique autour d’un assemblage d’atomes
est complexe. On doit donc la résoudre numériquement. Une méthode tres utilisée pour y
parvenir est la méthode des différences finis. Une grille tridimensionnelle cubique décom-
pose l'espace en éléments de volume finis [133]. Les charges atomiques sont redistribuées
sur les points du maillage. Un maillage cubique de charges est donc obtenu. On dispose
maintenant de la charge ¢,, et de la constante dié¢lectrique €, en chaque point de la grille.
Le potentiel électrostatique en chacun des points du maillage est noté ¢(z). Les dérivées
partielles de I’équation de Poisson sont remplacées par des différences finies. Les six faces
k du cube entourant le point de la grille considéré ont une aire de {?; alors ’équation de
Poisson prend la forme suivante :

5k(®k — (130)12

i — Kal? = —4mqo (2.18)

Sa résolution consiste a calculer les potentiels @, en chacun des points x de la grille, par

une méthode itérative.

Conditions aux limites Pour définir completement le probleme, il faut fixer les valeurs
des ¢(z) sur la surface extérieure du maillage. La grille étant de grandes dimensions
par rapport au soluté, on peut considérer un potentiel nul & toutes les extrémités du
maillage, sans que I'erreur induite ne soit pénalisante. Cependant, plus la grille est grande,
plus le temps de calcul est important. Une solution couramment utilisée est de calculer
successivement des potentiels pour des grilles de plus en plus petites, centrées autour du
soluté. A chaque nouvelle grille, les valeurs a la périphérie se voient attribuer celles de la

grille précédente qui 'englobe [134] (figure 2.10).
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FI1cURE 2.10 — Résolution numérique de I’équation de Poisson. L’espace est discrétisé par
une grille tridimensionelle. €, est la constante diélectrique du soluté; €, est la constante
diélectrique du solvant et ® est le potentiel électrostatique.
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2.2.3 Modeéle de Born Généralisé

2.2.3.1 Principe

Le modele de Born généralisé, ou modele GB, est en fait une approximation de I’équa-
tion de Poisson-Boltzmann linéarisée. Dans ce modele, le soluté est considéré comme un
ensemble de charges atomiques partielles situées dans une cavité délimitée par la surface
du soluté ; le tout est plongé dans un milieu dié¢lectrique représentant le solvant. L’énergie
électrostatique est la somme de deux termes. Le premier décrit les énergies d’interaction
coulombienne entre toutes les charges du soluté. Le deuxiéme est un terme de solvatation
A FEso, qui inclut lui méme deux termes : les énergies d’interaction de chaque charge du
soluté avec le solvant (E,. ), et une contribution venant de 'écrantage des interactions

entre charges du soluté par le solvant (FEj,;) [135].

Ainsi,
. qiq;
Eelec - Z — + AEleolv (219)
i<j i
AEs, =Y AEY + 3" AED (2.20)
i i<j

Les sommes portent sur les atomes i et j du soluté.

2.2.3.2 Energie self, ou AEfdf

L’énergie self représente l'interaction directe d’une charge du soluté avec le solvant.

Elle a la forme suivante :
Oq?

NEFY =
' 2b;

(2.21)

Ici, b; est le rayon de solvatation de I'atome i. Pour une charge au centre d’'une cavité
sphérique, b; serait le rayon de la sphere. Dans le cas général, il mesure la distance de
I’atome i au solvant. Il dépend donc des positions de tous les autres atomes de la molécule.
Ce rayon retranscrit le fait que le solvant est repoussé de 'atome i par les autres atomes
de la protéine ; ainsi I’énergie de polarisation du solvant par 'atome i est diminuée (figure

2.11). On voit ici qu’on peut calculer le rayon b; a partir de I'énergie self.
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FIGURE 2.11 — Le rayon de solvatation pour I’atome i correspond a sa distance au solvant.

2.2.3.3 Energie d’interaction, ou AL

Dans le modele GB, la contribution du solvant aux interactions entre charges ¢; et g;

du soluté est approchée par :

: 044,
NE! = 5 (2.22)
g (’I“,L-Qj + b’Lbj exp(—r%/élbibj))lﬂ
ou 745 est la distance entre les chargesiet j, 0 = —1+ i, €4 est la constante diélectrique

du solvant, et b; est le "rayon de solvatation" de la charge i. On utilise une valeur de la
constante diélectrique de I'ordre de 80.

Quand r;; = 0,

0 g
AEi ~ 34 (2.23)
2., /bib;
Quand 7;; est tres grand,
G
AE ~ 230 (2.24)
2 Tij

2.2.4 Comparaisons de ces modeles

Pour évaluer les solvants CASA et GB, Lopes et coll. ont calculé I’énergie de solvatation

de quatre protéines : I'inhibiteur anti-trypsine (4PTT), la thioredoxin (2TRX), le lysozyme
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(1LZ1) et I'ubiquitine (1UBQ). Pour chaque protéine, mille structures sont considérées.
Les méthodes CASA et GB sont comparées a la méthode "PE", qui correspond a la
résolution numérique de ’équation de Poisson, et qui est la plus précise. La corrélation
entre CASA et PE montre que CASA reproduit approximativement le modele de Poisson.
Mais la meilleure corrélation est obtenue entre les modeles PE et GB/HCT. La déviation

RMS entre ces deux méthodes est faible (21-45 kcal.mol™") [136] (figure 2.12).

FIGURE 2.12 — Energie de solvatation de quatre protéines estimées avec les modeles GB,
CASA, et Poisson. On distingue deux variantes de GB : ACE et HCT. Le modele de
Poisson (PE) est pris comme référence. En bleu : 2TRX (thioredoxine). En vert : 1LZ1
(lysozyme). En rouge : 4PTI (BPTI). En jaune : 1UBQ (ubiquitine). Données reproduites
a partir de Lopes et coll. (2007) [136] .
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2.3 L’espace conformationnel

Pour un squelette peptidique donné, la séquence d’acides aminés la plus favorable
correspond a celle qui maximisera la différence d’énergie libre entre I’état replié et I'état
déplié. Pour identifier cette séquence, il faudra donc modéliser ces deux états. Pour que la

complexité soit acceptable, on va adopter dans les deux cas des descriptions simplifiées.

2.3.1 Représentation de I’état replié

Soit une protéine de n résidus qu’on peut muter a toutes ses positions par tous les types
d’acides aminés. Le nombre de séquences possibles atteint 20™. De plus, pour chacune, il
peut y avoir différentes conformations des chaines principales et latérales. Pour réduire la

complexité de 'espace conformationnel, il sera généralement discrétisé.

2.3.1.1 Discrétisation du squelette peptidique

Dans beaucoup d’applications, la chaine principale est considérée comme fixe. Il y a
plusieurs limitations a cette méthode. La principale est que certaines chaines latérales
peuvent étre considérées comme défavorables d’un point de vue de I’énergie, alors qu'une
légere adaptation du squelette aurait diminué 'énergie significativement. Une autre ap-
proche consiste a générer un ensemble de squelettes et a faire des calculs CPD pour cha-
cun d’eux [137]. Un algorithme de design multi-état, reposant sur la méthode FASTER,
a été testé dans des modélisations prenant en compte 128 squelettes protéiques. Dans cet
exemple, I'usage d’un design multi-état avec un ensemble de squelettes protéiques, définis
a 'avance par dynamique moléculaire, a conduit a une amélioration des résultats dans des
tests de stabilité de protéines [138]. Fu et coll. ont réalisé le design de peptides hélicaux
a travers un ensemble de squelettes protéiques générés par analyse en mode normaux
d’hélices de la PDB ciblant la reconnaissance au ligand Bel-xL. Plusieurs peptides issus
du design se sont montrés sélectifs pour I'interaction avec ce ligand [139]. Une troisieme
approche consiste a optimiser la conformation du squelette pour un grand nombre de
séquences fixes [140]. Enfin, Desjarlais et Handel ont généralisé cela en autorisant des

angles ¢, 1 et () variables dans le squelette protéique. Des vérifications expérimentales
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sur des variants de stabilité du lysozyme T4 ont été réalisés [141]. Des algorithmes de
Monte Carlo ont également été utilisés pour modéliser la flexibilité de boucles a la surface
de la protéine [142] (figure 2.13).

FiGurE 2.13 — Différentes approches pour le traitement du backbone, ou squelette en
CPD. Le design "multi-état" fait I’étude d’une séquence sur plusieurs squelettes protéiques.
Dans la méthode itérative, il y a une alternance entre les étapes ou la séquence d’acide
aminé varie et les étapes d’optimisation du squelette protéique, ou la meilleure conforma-
tion est recherchée pour une séquence donnée.

CPD a squelette protéique fixe:

=&,

CPD multi-états:

CPD a optimisation itérative de la séquence et du squelette protéique:

A,
CAD

2.3.1.2 Discrétisations des chaines latérales

Pour les chaines latérales, des angles de torsions décrivent la rotation des groupes
chimiques autour des liaisons, et 1’espace conformationnel des chaines latérales peut étre
décrit par ces angles. Les conformations préférentielles constituent les "rotameres'. Ce
terme a été introduit par Janin et coll. en 1978 [143]. La majorité des méthodes de prédic-

tion de structure repose sur ce concept de rotameres. On compte en moyenne 10 rotameres
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par acide aminé. Cependant, environ 5% des chaines latérales ne se trouveraient pas dans
ces conformations, et seraient mal représentées par les rotameres. Cela introduit une 1é-
gere erreur dans la méthode. De nombreuses librairies de rotameres ont été construites et
détaillées, avec validation statistique a 'appui [143, 144]. La plupart de ces librairies sont
indépendantes de la conformation du squelette peptidique. La structure secondaire ou la
conformation locale du squelette protéique ne sont donc pas pris en compte. Les premieres
librairies de rotameéres ont été construites a partir d’'un petit nombre de structures. Méme
la plus grande bibliotheque de Ponder et Richards n’est basée que sur 19 structures. Les
librairies les plus récentes sont basées sur plus de 600 structures, avec une résolution de 1.8
A au moins et une identité de séquence inférieure & 50 % entre les protéines utilisées. La
librairie de Tufféry repose sur 53 structures, ce qui reste un petit échantillon par rapport
au grand nombre de structures actuellement disponibles dans la PDB. Kono et Doi ont
publié une librairie de rotameéres basée sur I'analyse de 103 structures [145]. Richardson et
coll. ont fait de méme avec des protéines d’une résolution de 1.7 A et plus, en excluant les
résidus a facteur de température cristallographique élevé ou avec des recouvrements sté-
riques défavorables [146]. Ce procédé restreint la taille de I’échantillon mais la répartition

en cluster des angles diedres est plus nette.

Plusieurs librairies dépendantes du squelette peptidique ont été proposées [147, 148,
147]. Mc Gregor et coll. et Schrauber et coll. ont étudié la probabilité des rotameres
ainsi que les moyennes d’angles diedres dans différentes structures secondaires. Une bi-
bliotheque de rotameres dépendant du squelette protéique a été construite; elle repose
sur les statistiques bayesiennes. On dispose ici d'une moyenne des angles diedres ¢ et ¢
du squelette protéique par pas de 10 degrés [148, 149]. La version courante de cette biblio-
théque est basée sur 699 structures, de résolution supérieure & 1.8 A et avec moins de 50%
d’identité entre les séquences. Certaines études récentes utilisent des librairies avec des
milliers de rotameres, pour couvrir I'espace conformationnel avec une grande résolution

150, 151].
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2.3.2 Représentation de I’état déplié

L’état déplié est un état déstructuré, par conséquent, il est difficile & modéliser. Cette
déstructuration conduit a ’exposition au solvant de résidus hydrophobes. Le modele le
plus simple assimile 1’état déplié a une chaine étendue. Les acides aminés interagiraient
donc principalement avec le solvant et avec les groupes voisins du squelette peptidique.
En revanche, les chaines latérales interagiraient tres peu entre elles. Dans ce modele,
on considere donc que 'énergie libre de I'état déplié est uniquement dépendante de la
composition en acides aminés et non de la séquence. Cette représentation est modélisée
en pratique par une collection de tripeptides Ala-X-Ala, ou X est ’acide aminé courant
d’une position donnée [152]. L’état déplié peut aussi étre modélisé par une chaine aléatoire,
pour mieux incorporer les effets électrostatiques a longue portée [153]. L’état dénaturé
peut également étre traité explicitement, en utilisant les mémes algorithmes que pour

I’état replié, ce qui est beaucoup plus cotiteux.

2.4 Algorithmes d’optimisation appliqués au CPD

Le design de séquences protéiques, pour qu’elles adoptent un repliement particulier
ou une fonction différente, implique 'exploration d’un grand nombre de séquences. Les
algorithmes d’optimisation décrivent la maniere dont le programme va échantillonner 1’im-
mense espace de solutions possibles. Tous les algorithmes de recherche font nécessairement
des compromis entre vitesse de calcul et perfection. De plus, il y a une grande influence
sur les résultats du choix de I’algorithme, de la représentation de I'espace de recherche et
de la fonction d’énergie, ou de score.

Dans la plupart des méthodes de CPD, un jeu discret d’états des acides aminés et
d’orientations de leurs chaines latérales (rotameres) est optimisé par rapport a une fonc-
tion de score. Le but est alors de trouver la combinaison sequence/rotameres qui donne le
meilleur score. Les algorithmes de recherche peuvent étre divisés en deux catégories. La
premiere catégorie échantillonne semi-aléatoirement ’espace des configurations spatiales

et converge vers une solution possible dépendant du profil énergétique et des regles de 1'al-
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gorithme lui méme. La méthodes de Monte Carlo et les algorithmes génétiques font partie
de cette catégorie. Ces méthodes présentent ’avantage de pouvoir étre appliquées a des
problemes qui ont une infinité de solutions possibles. Par exemple, les conformations des
chaines latérales et du squelette peptidique peuvent varier de fagon continue [154]. Mais,
elles ne garantissent pas ’exploration d’une solution proche du minimum global d’éner-
gie. A l'opposé, les algorithmes de la deuxiéeme catégorie vont rechercher le minimum
global d’énergie par une méthode déterministe, comparable a la recherche exhaustive.
Les recherches exhaustives n’étant possibles que pour de petits espaces conformationnels,
cette classe d’algorithme va simplifier I'espace des conformations en le discrétisant (cf. ci-
dessus). On emploie ensuite des critéres d’élimination pour écarter la plus grande partie
des conformations du champ d’exploration. Le Dead End Elimination est un bon exemple

de ce type d’algorithme. Ces deux classes de méthodes sont détaillées dans la suite.

2.4.1 Meéthodes stochastiques
2.4.1.1 Meéthode de Monte Carlo

Les algorithmes stochastiques peuvent étre utilisés pour changer I'identité des chaines
latérales, leurs orientations, ou encore la structure du squelette peptidique. La procédure
la plus simple de ce type est la méthode de Monte Carlo. La stratégie générale de cet
algorithme est de modifier itérativement un modele, et de décider alors si la modification
est conservée ou rejetée. Parmi les différentes méthodes de Monte-Carlo existantes, la plus
utilisée est 1'algorithme de Métropolis :

1. une nouvelle conformation est générée a partir de la conformation courante en modi-
fiant aléatoirement une variable.

2. I’énergie potentielle de la nouvelle conformation est calculée.

3. si 'énergie E, de la nouvelle conformation est plus petite que 1'énergie courante E.,
alors la nouvelle conformation est acceptée (i.e., elle devient la conformation courante).
Sinon, un facteur de Boltzmann est calculé : exp(—E./kT), et un nombre aléatoire com-
pris entre 0 et 1 est tiré et comparé avec ce facteur de Boltzmann. Si le nombre aléatoire

est plus grand que le facteur de Boltzmann, la nouvelle conformation est rejetée (i.e.,
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on garde la conformation courante); sinon, elle est acceptée et devient la conformation
courante.

4. on recommence au pas 1.

Le grand succes de cette méthode en mécanique statistique a mené a diverses applications,
comme la méthode de recuit simulé pour 'optimisation des structures, dans laquelle la
température est initialement élevée puis graduellement diminuée, pour trouver un mini-

mum local d’énergie.

2.4.1.2 Algorithme génétique

Les algorithmes génétiques sont similaires. La distinction majeure est que la popula-
tion des modeles évolue au cours de la simulation par générations successives, a l'aide
d’opérateurs génétiques, tels que les recombinaisons, utilisées pour créer des modeles dif-
férents de ceux existant chez les parents. L’efficacité des algorithmes génétiques repose
sur le parallélisme implicite des probléemes de protein design. Différents segments de la
structure sont optimisés en parallele et des recombinaisons sélectives entre les modeles

peuvent ensuite réunir plusieurs segments optimisés dans un méme modele.

2.4.1.3 Algorithme heuristique de Wernisch

En 2000, Wernisch, Hery et Wodak, présentent une procédure automatique pour la
prédiction de séquences d’acides aminés compatibles avec une structure cible donnée [155].
Une procédure heuristique d’optimisation est utilisée pour identifier les séquences de haut
score. La méthode de Wernisch est itérative ; chaque itération est appelée un cycle heuris-
tique. Un cycle heuristique se déroule comme suit : une séquence d’acides aminés initiale
est choisie au hasard, puis optimisée par étapes consécutives. A la position d’acide aminé
1, le meilleur acide aminé et son rotamere sont sélectionnés (le reste de la séquence étant
fixe). La méme chose est faite pour les résidus suivants : 2, 3, ..., n. On recommence a la
position 1 de nouveau, et on effectue des passages multiples sur la séquence d’acides ami-
nés, jusqu’a ce que Iénergie ne s’améliore plus (convergence). Alors, la séquence finale, le

jeu de rotameres et I'énergie sont relevés et le cycle est terminé. Pour une protéine donnée,
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on réalise un grand nombre de cycles heuristiques, entre 10® et 10°, afin de recueillir les

solutions d’énergies les plus basses.

2.4.2 Meéthodes deterministes
2.4.2.1 Dead End Elimination (DEE)

DEE est la méthode la plus efficace pour 'optimisation dans un espace discret, en
raison de sa capacité a réduire énormément la complexité combinatoire en utilisant une
méthode robuste d’élimination des solutions peu probables. L’implémentation de la DEE
requiert une représentation discrete du squelette peptidique et des chaines latérales. Son
utilisation est réduite aux problemes dont les termes d’énergie peuvent étre réduits a la
somme de termes d’énergie de paires individuelles. La DEE fait une étude individuelle de
chaque chaine latérale i, en considérant tous ses types et rotameres possibles. Pour chaque
type et rotamere, il est trouvé si cet état de la chaine latérale est incompatible avec le
minimum d’énergie global. Dans sa forme initiale, la DEE utilise le critére suivant : si la
structure d’énergie la plus basse trouvée avec un rotamere donné a une énergie plus grande
que la plus grande énergie trouvée avec un autre rotamere, alors le premier rotamere peut
étre éliminé [156] (figure 2.14). Pour appliquer ce critere, on doit analyser les termes
d’énergie d’interaction entre i et tous les autres acides aminés j. Une réduction encore
plus importante des rotameres possibles est atteinte en utilisant la variante de Goldstein :
si I’énergie d'une structure possible contenant un rotamere est toujours réduite en le
remplagant par un autre rotamere, alors le premier rotamere peut étre éliminé [157]. Pour
quelques problemes simples, 'application de la DDE peut donner une solution unique

[158, 152]. La DEE continue d’étre couramment utilisée en CPD.

2.4.2.2 Champ moyen

Dans cette méthode, chaque rotamere d’une position de la séquence intéragit avec tous
les rotameres des chaines latérales qui 'entourent, pondérés cependant par leur probabilité
respective. Cet algorithme résume ainsi en une interaction moyenne toutes les interactions

possibles entre un rotamere donné et tous les autres rotameres de la protéine. On calcule
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FI1GURE 2.14 — Dead End Elimination. Les courbes représentent les énergies d’interactions
entre deux résidus i et j. Ici, 'acide aminé i peut avoir deux conformations (rotamere r
ou t). Le résidus j peut également prendre différentes conformations. On pose 1’équation
suivante : E(i,) — E(iy) + > ; min [E(iy js) — E(i1.js)] > 0 i # j. Sur le graphique, nous
voyons que l’énergie minimale d’interaction d’i, avec les rotameres de j est supérieure
a l’énergie maximale d’interaction d’i; avec les rotameres de j. Ainsi, le rotamere i, est
éliminé par rapport au rotamere ;.

du résidu i avec les rotameres du résidu j

Energies d'intéractions des rotaméres

\J

Conformations ix-jy
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donc toutes les probabilité de Boltzmann P(i,a) du rotamere a a la position i, a partir de

son énergie E(i,a) :
E(i,a)
e kT

Po=— (2.25)

) N, _ E(i,a)

Za;1 e kT

ou k est la constante de Boltzmann et T la température. E(i,a) est 'énergie du rotamere

a a la position i, qui peut s’écrire :

E(i,a) = Egp(i,a) + > > E(ia, jl)P(j,1) (2.26)
J#Fi

Epp représente 'énergie d’interaction du rotamere avec le squelette protéique. La double
somme représente 1’énergie d’interaction entre le rotamere a a la position i et tous les
rotameres | & toutes les autres positions j, pondérés par leur probabilité P(j,1). On déduit
alors de nouvelles probabilités de Boltzmann pour chaque rotamere a a toutes les posi-
tions i. Ce protocole est répété jusqu’a ce que les probabilités et les énergies convergent.
Pour arriver a cette convergence, on tient compte du cycle précédent pour le recalcul des
probabilités :

P(i,a)™™) = AP(i,a)™ + (1 = \)P(i,a)""V (2.27)

Le calcul du champ moyen aboutit a un état de la structure ou chaque rotamere est le

plus stable pour la position donnée, compte tenu de son environnement "moyen'.

2.5 Dynamique moléculaire

Nous étudiions jusqu’ici des structures assez figées, a backbone fixe, et entourées de
solvant implicite. C’est pourquoi nos prédictions structurales a l'issu du CPD seront en-
suite étudiées au cours de simulations de dynamique moléculaire, avec solvant explicite.
Nous étudierons la trajectoire d’une protéine en simulant les mouvements atomiques au
cours du temps. Dans cette méthode, chaque atome de la molécule est considéré comme
une masse ponctuelle dont le mouvement est déterminé par 1’ensemble des forces exercées

sur lui par les autres atomes en fonction du temps.
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Algorithme Au temps t, chaque atome i, de coordonnées x;, y;, 2; et de masse m; subit

une force F; et possede une accélération ; telles que :

—

Fi = m; (2.28)
La force F; est déterminée par dérivation de la fonction énergie potentielle E.
F = —grad; B (2.29)
Pour une composante de F’i, par exemple Fj,, cela signifie que :
0

Fi = —8xiE(ﬁ,fé, s Tn) (2.30)

On peut alors intégrer les équations de mouvement et obtenir une trajectoire pour chaque
atome en fonction du temps. L’intégration se fait en subdivisant la trajectoire en une
série d’états discrets, séparés par des intervalles de temps tres courts, dont la longueur
At définit le pas d’intégration. Le déplacement d’'un atome pendant I'intervalle de temps

—

At est relié a la vitesse v;(t) a U'instant t :

G AL =t + At) — 7(E) (2.31)

De méme, il est possible de déterminer la vitesse de chaque atome a partir de I'accéléra-
tion :

Tt + At) — G(t) = T (t) At (2.32)

La détermination de la vitesse permet d’obtenir la position de I'atome a I'instant t+At. La
répétition de cette procédure a des intervalles de temps discrets aboutit a 1identification
de la trajectoire. Pour que I’énergie totale du systeme soit conservée durant la simulation,
'intervalle de temps At doit étre choisi petit (typiquement égal a une femtoseconde). Une

nanoseconde de dynamique correspond ainsi & environ 10° pas.
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2.5.0.3 Température

Pour étre réaliste, la simulation doit refléter une température physiologique. Or, la
température d’une molécule en agitation thermique est proportionnelle a ’énergie ciné-
tique de ses atomes. Pour controéler la température, la vitesse est donc calculée pour chaque
atome, puis ajustée périodiquement pour maintenir une énergie cinétique moyenne et une

température constante, proche de la température ambiante.

2.5.0.4 Modélisation explicite du solvant

Le modele le plus simple considere les trois atomes de la molécule d’eau, soit trois "sites"
par molécule. Chaque atome a une charge, et 'oxygene a également un terme d’énergie
de Lennard-Jones. Il existe différents modeles a trois sites, dont le modele TIP3P et le
modele SPC/E. Des modeles a quatre sites introduisent un quatrieme pseudoatome, qui
représente la charge négative de l'oxygene. Ceci permet d’améliorer la distribution de
charge moléculaire. Dans le modele a cinq sites TIP5P, deux atomes fictifs représentent
les doublets non liants de l'oxygene. Ceci améliore la modélisation de la géométrie des
dimeres de molécules d’eau. Les modeles a six sites prennent en compte tous les atomes
et pseudoatomes cités précédemment et sont majoritairement utilisés pour les modélisa-
tions dans la glace. Les modeles a trois ou quatre sites sont couramment utilisés pour la

dynamique moléculaire de protéines, car les autres sont jugés trop couteux.

2.6 Quelques applications du Protein Design

Les récents succes du CPD ont prouvé son efficacité pour modifier les protéines natu-
relles, mais également pour en concevoir de nouvelles. Des structures et des séquences de
protéines ayant plus de cent résidus variables ont été réalisées. Les structures d’un grand

nombre de protéines issues du CPD ont été résolues expérimentalement.
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2.6.1 Etude du repliement

Lumb et Kim soulignerent 'importance des résidus polaires enfouis dans 1’obtention
d’une structure unique par I’étude de deux peptides de synthese [159]. Ces deux peptides
se replient en hélices formant un hétérodimere coiled-coil parallele. Tous les résidus a 'in-
terface sont apolaires a 'exception de deux arginines, situées chacune sur une des hélices
et formant une liaison hydrogene entre elles. Quand ces deux arginines sont mutées en ré-
sidus apolaires, la structure s’en voit modifiée. Il n’y a plus d’orientation préférentielle des
hélices, et celles-ci s’assemblent en tétramere plutot qu’en dimere. Les interactions électro-
statiques sont donc importantes dans la thermodynamique de formation de ce complexe
protéine-protéine.

Malgré le grand nombre de termes nécessaires pour avoir une fonction d’énergie pré-
cise, des fonctions plus simples reposant sur le potentiel de van der Waals seul ont suffit
pour le design de coeurs protéiques. En effet, le coeur est la partie de la protéine la plus
simple a décrire d'un point de vue de I'énergie, surtout si on restreint celle-ci uniquement
aux résidus hydrophobes [160]. Pour ces coeurs protéiques, des prédictions de structures

reposant uniquement sur le terme de van der Waals ont donné des structures tres stables

(152, 161, 162].

2.6.2 Protéines entieres, mini-protéines
2.6.2.1 De novo design

Le de novo design correspond au design de séquences et repliements completement
nouveaux. L’'un des premiers exemples est un motif Saf mimant le module de liaison
a 'ADN en doigt de zinc [163]. La molécule créée se replie de fagon stable sans l'ion
métallique Zn?* de la structure d’origine. Une aS3-protéine de 97 résidus a également été
créée avec un repliement non naturel [164]. Sa structure a été résolue expérimentalement.
D’autres protéines contenant des assemblages d’hélices en coiled-coil ont été construites

[140].
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2.6.2.2 Design de mini-protéines

Des miniprotéines naturelles comme les toxines ou les inhibiteurs de protéases peuvent
avoir une forte activité et grande spécificité en utilisant un motif structural minimal mais
stable de moins de 80 acides aminés. Des activités artificielles ont été introduites dans ces
structures protéiques en transférant un site actif identifié au préalable dans des régions
compatibles, avec introduction des mutations nécessaires. Ces nouvelles mini-proteines
présentent une activité spécifique et forte dans une structure tridimensionelle bien définie
et de petite taille. Ceci crée un nouvel outil en biotechnologie. Un premier exemple est
la création d’une miniprotéine liant les ions métalliques (MBP, 37 résidus) [165]. Un
deuxieme exemple est une réplique de CD4 (CD4M33, 27 résidus), qui est un inhibiteur
puissant de l'entrée du virus HIV-1 dans les cellules, et qui constitue également une

réplique fonctionnelle du récepteur CD4 [166].

2.6.3 Interaction protéine-protéine

Schreiber et coll. étudierent I'interface Barnase-Barstar par mutations ponctuelles et
cycles de doubles mutants. Ils ont mis en évidence la relation entre les résidus chargés a
Iinterface et ’énergie libre de liaison du complexe. Un phénoméne de couplage d’énergie
des paires de résidus chargés a été mis en évidence [167]. Xu et coll. ont montré que
les paires de résidus chargés contribuent plus que les interactions hydrophobes pour la
formation d'un complexe protéique; cette étude a été menée sur plusieurs complexes
protéine-protéine [168]. Au cours de la formation d'un complexe, les résidus chargés se
trouvant sur la surface d’interaction doivent rompre les interactions avec le solvant pour
permettre la liaison au ligand, avec lequel ils forment de nouvelles interactions. L’énergie
de liaison est déterminée par la balance entre ces deux contributions énergétiques. On voit

donc de nouveau que la solvatation et I’électrostatique sont intimement reliés [169].
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2.6.4 Interaction protéine-Ligand
2.6.4.1 Affinité

Pour obtenir une liaison protéine-ligand efficace en CPD, la précision de la fonction
d’énergie est un facteur critique. L’affinité peut étre modifiée de plusieurs ordres de gran-
deur, ce qui rend le calcul de chaque kcal/mol important. Le redesign de laffinité du
nanomolaire au picomolaire est un défi pour le CPD. Plusieurs groupes ont fait des pro-
gres concernant le re-design de l'affinité protéine-peptide ou protéine-protéine. Song et
coll. ont amélioré I'interaction ICAM-I/LFA-I [170]. Cette interaction est de faible affi-
nité. L’étude s’est basée sur des techniques variées. Les résultats en sont une augmentation
de I'affinité d’un facteur 20, en combinant plusieurs mutations ponctuelles obtenues par
le design. Sood et Baker ont mis au point des extensions N-ter ou C-ter pour augmenter
I'interaction protéine-peptide, par une technique qui combine une recherche de conforma-
tions du squelette protéique et des chaines latérales [171]. Leurs résultats sont modestes;
il y a un gain d’affinité d’un facteur 1.3 a 2.3 pour leurs deux systemes tests. Van Vlijmen
et coll. parviennent a un gain d’affinité d’un facteur 8 en combinant les effets de quatres
mutations ponctuelles obtenues par des techniques de design variées. Ils ont un taux de
succés de 12% sur 83 mutants construits [172]. Dahiyat et coll. ont modifié I'interaction
FC/FC~R, ils ont pu augmenter l'affinité d’un facteur 100 [173]. Degrado et coll. ont
développé un protocole pour créer une nouvelle protéine capable de lier un cofacteur spé-
cifique donné. Ils ont créé un peptide composé de quatres hélices, liées a un cofacteur
métalloporphyrine [174]. Yang et coll. ont réalisé le design d’un site fixant le calcium dans
la protéine de liaison cellulaire CD2, avec une approche qui évalue le potentiel de liaison en
fonction de la comptabilité géométrique [175]. Tous ces résultats illustrent les difficultés,

qui restent considérables en CPD.

2.6.4.2 Spécificité

Dans certains cas, le design consiste a créer une nouvelle reconnaissance, mais en évi-
tant en méme temps la reconnaissance d’autres ligands, non souhaités. Sauer et coll. on

utilisé une approche basée sur la spécificité pour le redesign d’une protéine adaptatrice
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homodimérique, pour la rendre hétérodimerique [176]. Le design sur le seul critere de
stabilité n’a pas atteint la spécificité hétérodimérique recherchée, mais a abouti a des
structures plus stables que le type sauvage. Le design sur la spécificité a abouti préfé-
rentiellement a des structures hétérodimériques, mais moins stables que le type sauvage.
Baker et coll. ont exploré deux stratégies pour le design d’'un switch de spécificité a une
interface protéine-protéine : le complexe colicine E7:DNase-Im7 [177]. Un premier design
a d’abord été fait, puis une des 11 structures obtenues a été cristallisée et a servi de base
pour un deuxieme tour de design. Les auteurs ont réalisé a la fois une stratégie de design
positif et une stratégie de design négatif. Leur protocole de design d’affinité a mené a un
switch de spécificité de 'ordre de 300 en faveur de l'interaction non naturelle. En dépit
du nouveau réseau de liaisons hydrogene crée, la grande partie du gain de spécificité est
due a une simple mutation hydrophobe. Le design négatif a été utilisé par Baker et coll.
pour modifier la spécificité d’une endonucléase [178], par Keating et coll. pour convertir
un homotétramere en hétérotétramere [179], et par Jasanoff et coll. pour altérer la spécifi-
cité de la calmoduline [180]. Toutes ces données montrent la nécessité d’intégrer le design
négatif pour obtenir une spécificité d’interaction protéine-protéine.

Le design de protéines de novo doit conduire a une sequence d’acides aminés ayant
un repliement unique et spécifique. Cependant Ambroggio et Kuhlman ont identifié une
séquence d’acides aminés qui peut adopter deux plis bien distincts, en fonction des condi-
tions de pH et de la présence de métaux de transition [181]. Ils ont utilisé un design positif
sur la stabilité, simultanément pour les deux états. La nouvelle protéine peut passer d’un
repliement en doigt de zinc a un coiled-coil trimérique selon les conditions. La protéine a
cependant tendance a former des agrégats, a cause de résidus hydrophobes exposés. Ce
dernier fait illustre encore une fois la nécessité de faire un design négatif pour éviter les

interactions non désirées.

2.6.4.3 Design d’enzymes

Hellinga et coll. en 1991 ont mis au point un programme de modélisation moléculaire

qui construit de nouveaux sites catalytiques dans une protéine de structure tridimen-
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sionnelle connue [182]. Ce programme n’altére que la séquence d’acides aminés ainsi que
la structure des chaines latérales, laissant le repliement de la protéine intact. Le pro-
gramme place des chaines latérales de maniere qu’elles lient le ligand, en répondant a
des contraintes imposées au préalable. Les sites de liaison sont introduits en respectant
des regles simples, comme ’encombrement stérique et les réseaux de liaisons hydrogenes
connus. Un objectif était I'introduction de site de liaison du cuivre, comme ceux de la

plastocyanine, I’azurine ou la cupredoxine au sein de la thioredoxine d’Escherichia coli.

Un autre programme de modélisation a été crée en 1995 par Clarke et coll. Ce pro-
gramme assiste le design de sites de liaison tétravalent de métaux dans des protéines de
structures connues [172]. Ce programme utilise les coordonnées du squelette protéique
pour proposer quatre positions, susceptibles de former un site de liaison tétrahédrique si
leurs chaines latérales sont remplacées par la cystéine ou I'histidine. Les angles diedres
pour ces chaines latérales, ainsi que les coordonnées du métal sont également prédits. Ce
programme a ¢été utilisé pour I'introduction d'un site de liaison au zinc dans une protéine
de synthese composée de quatre hélices «, ainsi que dans le domaine B1 de la protéine
G du streptocoque. Pour ces deux tests, la liaison d’un ion métallique tétravalent a été

confirmé [183, 184].

Les mécanismes de fonctionnement des enzymes sont complexes, ce qui rend les ob-
jectifs du design d’enzyme encore plus compliqués a cerner. Les facteurs qui peuvent étre
importants sont, entre autres : la liaison a I'état de transition, I’'accommodation du sub-
strat, le relargage du produit, la flexibilité et la dynamique de la protéine. Chakrabarti
et coll. ont pu retrouver la majorité des séquences du type sauvage d’un enzyme en op-
timisant l'affinité avec son substrat, tout en imposant des contraintes géométriques sur
les conformations des chaines latérales des résidus catalytiques [185]. Mayo et coll. ont
exploré le redesign d’enzymes en stabilisant 1’état de transition et en ne mutant que des
résidus interagissant indirectement avec le ligand. Pour le design de la chorismate mutase
d’Escherichia coli, une des cinq mutations prédites augmente Vefficacité de 60% [186]. Le
redesign de I'imipenemase IMP-1 prédit une mutation qui enléve un groupe hydroxyle,

et une double mutation qui déplace ce méme groupe hydroxyle [187]. Le déplacement
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du groupe hydroxyle altere la spécificité du substrat ; la présence des deux groupements
hydroxyles augmente 'efficacité de la catalyse.

Pour le design d’enzymes de novo, la recherche de conformations des résidus du site
actif, couplé au placement d'une petite molécule en corps rigide, complique les calculs.
Baker et coll. ont développé une méthode pour le placement dun site actif prédéfini. Ils
ont développé une routine pour dix réactions chimiques données [188]. Leur procédure
cherche une protéine candidate pour le site actif, puis optimise le reste de la protéine
pour améliorer la liaison a I’état de transition. Mayo et coll. ont également développé une
méthode pour le placement de petites molécules dans le design d’enzyme. L’incorporation
de ces molécules se fait par rotations et translations, en ajoutant un biais énergétique
pour favoriser le contact du ligand et des chaines latérales [189]. Toutes ces applications

montrent que I'utilisation du CPD reste un défi.
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Chapitre 3

Parametrisation et validation du

modele de solvant CASA

Dans les prochains chapitres, nous décrirons une application du CPD a la tyrosyl-
ARNt synthétase et ses interactions avec la D-Tyrosine. Mais dans un premier temps de
I’étude, une étape de validation de la fonction d’énergie est nécessaire. L’optimisation des
parametres de solvatation et des énergies de références pour les tripeptides modeles de
I’état déplié a été réalisée. Puis ces parametres ont été testés sur des calculs d’énergies
libres de peptides. En confrontant les données expérimentales aux données calculées, il est
possible d’évaluer la pertinence du modele. Enfin, le protocole de calcul d’affinité a été
également validé en comparant des énergies de liaison expérimentales et calculées pour
les complexes protéine-ligand, d’une part, et protéine-protéine d’autre part. Le travail de
ce chapitre a été fait en étroite collaboration avec Christine Bathelt et Marcel Schmidt

am Busch.

3.1 Paramétrisation du modele

3.1.1 Forme de la fonction d’énergie

Nous employons une fonction d’énergie issue de la mécanique moléculaire pour dé-

crire les interactions intra-protéine. Le champ de force correspondant est Charmm19, de
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Karplus et coll. [105]. Le modele de solvant implicite est le modele CASA : Coulombic Ac-

cessible Surface Area. L’énergie de solvatation est exprimée par F,.,,, somme d’un terme
d’écrantage électrique des interactions du soluté par les dipoles du solvant et d’un terme

qui dépend de la surface accessible au solvant :

1 n
Esol'v = Escreen + Esurf = (* - 1)Ecoul + OCZ Aiai (31)
g

i=1

A;, est la surface accessible au solvant de 'atome i, a est une pondération globale pour
le terme de surface, et o; un parametre de solvatation atomique qui dépend de I'hy-
drophobicité de 'atome i. Ce dernier coefficient reflete la préférence des différents types
atomiques a étre exposés au solvant ou enfouis. Ce sont ces derniers coefficients qui seront

ici optimisés.

3.1.2 Description de I’état déplié

Pour la protéine dénaturée, on émet 'hypothese que les chaines latérales des acides
aminés n’interagissent pas entre elles, mais seulement avec le squelette protéique adja-
cent et le solvant. Ceci peut étre modélisé par une collection de structures de tripeptides
de séquences Ala-X-Ala, avec un tripeptide pour chaque acide aminé dans la protéine.
Pour un acide aminé X, différentes structures possibles du squelette et de la chaine la-
térale sont considérées. Ces structures sont issues de tripeptides extraits des structures
cristallographiques de six protéines de la PDB : le lysosyme (2LZM), la BPTI (Bovin
Pancreatic Trypsin Inhibitor; 4PTI), la nucléase de staphylocoque (ISTN), I'a toxine
(1IPTX), la ribonucléase A (2RN2), et la cyclophiline (2CPL). Dans chaque tripeptide, la
chaine latérale X est minimisée avec le squelette protéique fixe. Pour choisir la structure de
tripeptide optimale pour chaque type X, le criteére est 1’énergie apres minimisation. Ainsi,
pour chaque type d’acide aminé X, la structure du tripeptide donnant 1’énergie la plus
faible est retenue, pour représenter I'acide aminé X dans 1’état dénaturé. Pour une pro-
téine, I’énergie libre totale de I’état déplié est alors obtenue en sommant les contributions

Ex des n résidus qui la composent. Nous dirons que Ex est une "énergie de référence".
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F1GURE 3.1 — Cycle thermodynamique. AG est I’énergie libre de repliement de la protéine
native et AG’ est ’énergie libre de repliement de la protéine mutée.

déplié

FIGURE 3.2 — Vue schématique d'une "protéine" de trois acides aminés sous forme native
et mutée.

Native

La figure 3.1 montre un cycle thermodynamique qui présente le repliement pour une
protéine native et mutée. La figure 3.2 montre le cas particulier d’un tri-peptide, ou le
deuxieme acide aminé est muté. La différence entre les énergies libres de repliement peut

s’écrire, dans le cas du tri-peptide :
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Gaeplic = Gief + G?ef + G?ef (3.2) Heplic = Gief + GE;f + Gief (3.3)

AG = Greplié - Gdéplz‘é (3-4) AG' = ;“eplié - Idéplié (3-5)
AAG = G pric — (Gief + G?;f + G?ef) — [Grepiic — (Gief + Gfef + Gief)] (3.6)
= G:’eplié — Glrepiic + Gz;f — Gief (3.7)

Pour calculer la différence d’énergie libre entre une protéine native et mutante, on a donc

besoin des "énergies de références" de I'acide aminé natif et muté.

3.1.3 Optimisation des coefficients de surface : choix des types

atomiques

Dans les modélisations du solvant utilisant la surface accessible au solvant, la contribu-
tion Eg,, s a I'énergie libre de solvatation est égale a la somme des surfaces atomiques, A;,
pondérées par leurs coefficients ;. La contribution de chaque atome est donc quantifiée
par un coefficient qui retranscrit son caractere hydrophile ou hydrophobe. De nombreux
jeux de parametres atomiques de solvatation ont été développés. Eisenberg et McClachan
[190] ont utilisé 1'énergie de transfert de l'octanol vers l'eau pour les vingt acides ami-
nés, afin d’en déduire des coefficients de solvatation pour cinq classes d’acides aminés.
De nombreuses études ont été ensuite menées sur la paramétrisation de ces coefficients
atomiques. Les principales différences entre ces méthodes concernent le classement des
atomes en groupes ainsi que les données expérimentales utilisées pour ajuster les coeffi-
cients. Par exemple, Ooi et coll. utilisent sept groupes atomiques différents, ajustés sur
des énergies libres expérimentales de petites molécules organiques [191]. Fraternali et
van Gusteren [192] réduisent les types atomiques a deux groupes seulement: un groupe
pour les carbones, représentant l'effet hydrophobe, et un pour les oxygenes et azotes,

représentant 'effet hydrophile. Ces deux parametres sont ensuite optimisés pour que les
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surfaces accessibles au solvant de protéines obtenues par simulation de dynamique molécu-
laire correspondent a celles de la structure cristallographique. Ensuite, d’autres modeles
de surface accessible au solvant ont été développés. Ils utilisent plus d'une centaine de
groupes atomiques et un grand nombre de données expérimentales de solvatation pour
diverses molécules organiques [193, 194, 195].

Dans notre modele, les atomes sont classés en quatre groupes :
-non-polaire : carbones des alcanes et du groupement carbonyl de la chaine principale.
-aromatique : carbones et azotes des cycles du tryptophane, de la phenylalanine et de la
tyrosine.
-polaire : les atomes d’azote et d’oxygene n’appartenant pas a des groupes ionisés et le
groupe N-C-N du cycle de I'histidine.
-ionique : le groupe guanidium de I’arginine, le groupe carboxyl de 'aspartate et du glu-
tamate, le groupe N-C-N du cycle de I'histidine doublement protonée, le groupe e-amino

de la lysine.

3.1.4 Calcul de stabilité : méthode

Introduire une mutation modifie la stabilité de la protéine. La stabilité est calculée
comme la différence entre I'énergie libre de 1’état replié et celle de ’état dénaturé, ou état

de référence. La différence de stabilité entre le mutant et la protéine native peut s’écrire :

AAG = AG — AG (3.8)

= (Grepiic = Greptic) = (Glep (i) = Gres (1)) (3.9)

Les notations sont celle de la figure 3.1, i est la position mutée.

3.1.4.1 Données expérimentales utilisées pour 'optimisation

Les structures de trois protéines natives sont utilisées. Il s’agit du lysozyme, de la

ribonucléase A, et de la nucléase de staphylocoque, de code PDB : 2LZM, 2RN2, 1ST1,
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respectivement. Les chaines latérales ont été légerement minimisées avant tout calcul

d’énergie (cf. ci-dessous).

Nous avons également considéré huit peptides :
pepT1 : SSDVSTAQXAAYKLHED [196],
KEAKE : YEAAAKEAXAKEAAAKA [197],
K2AE2 : YSEEEEKAKKAXAEEAEKKKK [198],
VAR : KETAAAKFERQHMDS [199],
PAD : YKAAAAKAAXAKAAAAK [200],
KAL : YSEEEEKKKKXEEEEKKKK [201],
SH1 : AETAAAKFERQHM [202],
SH2 : KETAAAKFERAHA [202]
La séquence des peptides est donnée ici avec un X figurant une position qui sera systé-
matiquement mutée. A cette position, on placera tous les acides aminés possible, si bien
qu’on obtient un peptide natif et dix neuf mutants. On étudie quelques mutations seule-
ment pour les peptides VAR (M13V, M13A, M13I et M13L), SH1 (A5H) et SH2 (E9L).
Pour ces peptides, les structures cristallographiques ne sont pas résolues. Des modeles ont
donc été construits dans Swiss PDB Viewer, qui réalise une hélice o théorique a partir
d’une séquence donnée [203]. Apres une minimisation des chaines latérales de ces hélices,

ces structures peptidiques seront traitées comme les structures de protéines.

Les mutants correspondant a chaque protéine et peptide sont créés en replagant les
chaines latérales mutantes aux positions voulues et en maintenant fixe les autres coor-
donnés. Les coordonnées de la chaine latérale mutante sont issus de la bibliotheque de
rotameres de Tuffery [204]. Ici, nous utilisons un champ de force Charmm19 avec un mo-
dele de solvant CASA. la valeur de la constante diélectrique est 24, celle du coefficient de
solvatation, 1. Chaque rotamere de la chaine latérale mutante est minimisé pendant 30
pas a squelette protéique fixe (minimisation de Powell). L’énergie du mutant est ensuite
évaluée. Le rotamere de la chalne latérale mutante donnant 1'énergie la plus basse est
sélectionné. Pour la protéine native, la chaine latérale a la position mutante est gardée

dans sa conformation cristallographique, et subit une simple minimisation de 30 pas. Les
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TABLE 3.1 — Exploration de différents parametres de solvatation (en kcal.mol~*.A=2).

type atomique gamme pas
non polaire  -0.005 a 0.01 0.005
aromatique -0.08 2 0.01  0.01

polaire -0.12a-0.04 0.01
ionique -0.20 2 -0.10  0.01
€ 16 a 32 8

données expérimentales de changement de stabilité pour les protéines sont issues de la
base ProTherm [205]. Pour les peptides, des échelles de propension hélicale expérimentale
des protéines ont été utilisées. En effet, ces échelles mesurent la tendance des différents
types d’acides aminés a former des hélices [206]. Nous disposons donc de 73 mutations
dans les trois protéines et de 67 mutations dans les huit peptides, donnant un total de

140 mutations. Les changements d’énergies libre varient entre -2.4 et 3.3 kcal.mol ™.

3.1.5 Protocole d’optimisation des coefficients surfaciques

Comme le choix des tripeptides modélisant 1’état dénaturé dépend également des pa-
rametres utilisés dans le modele CASA, une optimisation itérative des coefficients de
solvatation et des tripeptides modeles a été réalisée. Au point de départ de 'optimisa-
tion, on pose les coefficients de solvatation égaux a ceux de Fraternali et van Gusteren
[192] ; pour les atomes ioniques, on attribue initialement la méme valeur qu’aux atomes
polaires [136] ; de méme, le groupe d’atomes aromatiques a le méme coefficient initial que
les atomes apolaires. En utilisant ces parameétres, un premier jeu de structures de tripep-
tides de référence est choisi. Les changements de stabilité sont alors évalués pour les 140
mutations tests, en utilisant le jeu courant de structures de tripeptides pour modéliser
I’état déplié. Ces changements de stabilité sont calculés pour de nombreuses combinaisons
de valeurs pour les coefficients de surface (table 3.1).

Pour chaque combinaison, les énergies libres AAG sont obtenues. Le rms et I'erreur
moyenne par rapport aux données expérimentales de changement de stabilité sont cal-
culés. Le rms est utilisé comme un score de performance pour choisir une combinaison
de parametres. On extrait le jeu de parametres de meilleur rang, qui respecte en méme

temps l'ordre physique des types atomiques. En effet, il a fallu sélectionner des parametres
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respectant ’ordre logique d’exposition au solvant. L’ordre des coefficients doit étre tel que
la préférence d’exposition au solvant des types atomiques est la suivante : non-polaire <
aromatique < polaire < ionisé.

Le jeu de coefficients de solvatation respectant cet ordre et avec le meilleur rms est
utilisé comme nouveau point de départ pour le prochain cycle d’optimisation itérative.
Cette procédure est répétée jusqu'a ce qu’il n’y ait plus de changement significatif dans

le rang des combinaisons de coefficients de solvatation.

3.1.6 Résultats de 'optimisation des coefficients

TABLE 3.2 — Coeflicient de solvatation atomique initiaux de Fraternali et van Gunsteren
(en keal.mol~*.A=2).

type atomique valeur initiale

non polaire 0.012
aromatique 0.012
polaire -0.06
ionique -0.15

La procédure d’optimisation converge apres quatre cycles. Les parametres retenus
sont ceux de la table 3.3. Les nouveaux parametres montrent une différence entre le
coefficient du type apolaire et aromatique alors que ce n’était pas le cas dans le jeu
initial. On voit dans ces nouveaux parametres qu’on respecte bien l'ordre physique pour
I’exposition au solvant : non-polaire < aromatique < polaire < ionisé. Le rms final entre
AAG expérimentaux et calculés est de 2.94 kcal.mol~*.

Il peut étre intéressant de comparer notre modele au modele nul, selon lequel I'esti-
mation du changement de stabilité serait systématiquement nulle. Ce modeéle produirait
une erreur moyenne de -1.07 kcal.mol—1 sur nos 140 mutants, notre modele donne une
erreur moyenne de 2.28 kcal.mol—1, qui n’est pas énorme mais qui est nettement plus
mauvaise que le modele nul. Nous calculons également le coefficient de corrélation de rang

de Spearman,

_ S(Ri—R)(Si - 95)
V(R - RS (8- 8)°

Ici, R; et S; sont les valeurs d’énergies libres, respectivement expérimentale et calculée,

rs (3.10)
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TABLE 3.4 — Energie de référence
(kcal.mol™!)

résidu  Energie optimisée

Ala -11.3

Asp -19.8

TABLE 3.3 — Coefficient de solvatation ato-  Aqp 217.9
mique optimisés (en kcal.mol~'.A=2). Arg 295.0
. — Glu -21.3

type atomique valeur optimisée Cln 179
non polaire -0.005 His _20'4
aromatique -0.04 Tle _12'3
polaire -0.08 Leu —12'6
ionique -0.10 Lys 99 9

: " Met 139

Phe -17.4

Ser -13.4

Tyr -20.3

Thr -12.6

Trp -21.0

Val -11.5

pour un mutant donné. R est la moyenne des énergies libres expérimentales pour les
140 mutants. S est la moyenne des énergies libres calculées pour les 140 mutants. Un
parametre a calculer en parallele est la valeur t (dépendant du nombre de degrés de

liberté), qui permet d’affirmer ou de rejeter la valeur non nulle de rs :

t=rs||—— (3.11)

La variable t est distribuée selon une distribution de Student. Si le t calculé est supérieur au
seuil de confiance choisi, alors la corrélation de rang est jugée significative. En choisissant

un niveau de confiance de 99%, la valeur seuil de t est de 2.58.

Pour nos 140 mutants de stabilité, les données sont corrélées en rang (rs= 0.37, teqe =
4.77 > tyape = 2.58 a un niveau de confiance de 99%), ce qui n’est pas le cas pour le
modele nul ou rs = 0. Notre modele retranscrit donc 'effet stabilisant ou destabilisant

d’une mutation, contrairement au modele nul.

Pour nos trois protéines et huit peptides test, on obtient les énergies libres calculées

et expérimentales résumés dans les tables 3.5 pour les protéines et 3.6 pour les peptides.
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FIGURE 3.3 — Mutants de stabilités

Stabilités expérimentales et calculées .
Solvant CASA.

—e— Protéines
--e-- Peptides

Energies calculées en kcal/mol

-10
1

T T T T T
-4 -2 0 2 4

Energies expérimentales en kcal/mol

Un graphique représente ’ensemble des résultats dans la table 3.3.

3.1.7 Validation croisée

Pour vérifier que les parametres ne sont pas biaisés par la procédure d’optimisation,
nous avons également réalisé des validations croisées. 30 des 140 mutations étudiées sont
choisies au hasard et écartées des cycles d’optimisation. Avec des énergies de référence
fixées aux valeurs obtenues au cycle précédent, on optimise les coefficients de surface
uniquement. L’erreur moyenne est alors calculée pour les 30 mutations non prises en
compte pour l'optimisation. Cette procédure est réalisée deux fois avec deux groupes
différents de mutations écartées. Les jeux de parametres et les niveaux d’erreurs obtenus
lors de ces deux tests sont similaires. Ils sont également semblables a ceux obtenus apres
I'optimisation itérative sur I’ensemble des 140 mutations. On vérifie donc que le protocol

d’optimisation n’a pas introduit de biais dans le choix des parametres.
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124 2 .
TABLE 3.6 — Stabilité des peptides
(kcal.mol™1).
12s 2 s
TABLE 3.5 — Stabilité des protéines —peprt
—1 mutation AAG AAG |erreur|
(kcal.mol ) calculé expérimental
a9D -2.37 0.68 3.05
. A9E -0.85 0.31 1.16
ysozyme A9F -1. .6 2.43
mutation AAG AAG |erreur| AgH _2‘22 ggg 3'32
calculé expérimental A9L -1.98 0.22 2.20
D47TA 5.13 0.95 4.18 A9M -2.30 0.15 2.45
D92N 4.18 1.40 2.78 A9N -3.68 0.62 4.30
E45A -3.69 -0.10 3.59 A9Q _3.81 0.30 4.11
K43A 1.08 1.03 0.05 A9R -3.52 0.47 3.99
K48A -5.71 0.56 6.27 AOS _0.27 0.47 0.74
N144D -0.90 -0.50 0.40 AOT 0.21 0.65 0.44
Q123E -0.04 -0.40 0.36 A9V 0.66 0.64 0.02
D20A 2.64 0.30 2.34 AW -3.91 0.08 3.99
E11A -1.46 -1.10 0.36 AOY ~4.06 0.38 4.44
E128A -1.07 0.16 1.23 A9I 0.86 0.34 0.52
N116D 0.18 -0.60 0.78 AIK -0.95 0.38 1.33
N40D -0.62 -0.44 0.18 REAKE
Q105E -0.33 1.10 1.43 mutation AAG AAG |erreur|
=T Rll?/A = -0.85 0.18 1.03 calculé expérimental
ibonucléase A9D X 12 %)
mutation AAG AAG |erreur| AgE 10193 0_92 0974
calculé expérimental A9F 1.17 0.45 0.72
K91R -6.21 0.60 6.81 A9H 0.15 1.17 1.02
D94E -0.44 0.40 0.84 AOT 2.20 0.78 1.42
K95A -0.79 -0.10 0.69 A9K 1.12 0.20 0.92
K95N -4.02 -0.90 3.12 A9L 0.46 0.31 0.15
A52E 6.71 1.50 5.21 A9M 0.30 0.45 0.15
A52D 1.83 2.30 0.47 AON ~0.60 1.12 1.72
D10N -6.78 0.70 7.48 A9Q ~0.74 0.62 1.36
DI10A -5.95 -2.40 3.55 A9R -1.04 ~0.01 1.03
D10E 1.18 -1.10 2.28 A9S 2.64 1.01 1.63
EDigé *;1»12 *8-;8 ;l-(l)z A9T 2.04 1.25 0.79
-3. -0. . A9V 2.24 1.25 0.99
E48A 2.80 0.10 2.70 A9W -1.43 0.62 2.05
E48D -0.20 1.53 A9Y -1.11 0.78 1.89
D70N 0.30 3.68 KIAES
D70A 0.10 2.33 mutation AAG AAG |erreur|
D134N 0.10 8.25 calculé expérimental
D134A -0.80 2.98 A12D 2.07 0.78 2.85
D134V -0.31 3.33 A12E -1.88 0.21 2.09
EH1%251?< ggg 3‘3; Al2F -1.68 1.11 2.79
Nucléase de staphylocoque iigg _313 822 2$2
mutation AAG AAG |erreur| Al2M -2.60 0.53 3.13
calculé expérimental A12N -3.49 0.85 4.34
D19A -0.50 0.10 0.60 A12Q _3.66 0.80 4.46
D21A -6.33 -0.70 5.63 Al12R -3.97 0.41 4.38
3402 2»88 -0.20 1~(7)8 A128 -0.22 0.76 0.98
95 -08 3.30 0.78 Al2T -0.87 0.89 1.76
E101A 1.50 1.90 0.40 Al2V ~0.63 0.73 1.36
E10A -0.15 1.30 1.45 A12W -4.13 1.11 5.24
E122A -0.44 0.40 0.84 A12Y 4.11 1.95 6.06
E129A 3.36 2.40 0.96 A121 ~0.64 0.38 1.02
E135A -0.00 0.70 0.70 A12K -1.95 0.59 2.54
E52A 0.57 0.10 0.47 VAR
E57A 1.94 0.20 1.74 mutation AAG AAG |erreur|
E67A 1.60 1.00 0.60 calculé expérimental
E73A 3.37 1.20 2.17 MI3V 0.8 0.00 0.48
ET5A 2.93 2.20 0.73 M13A 1.68 0.00 1.68
K110A 0.67 1.30 0.63 M13I _0.50 0.00 0.50
K116A -6.30 -0.70 5.60 M13L 0.18 0.00 0.18
K127A 0.52 -0.20 0.72 PAD
K133.A -0.45 1.40 1.85 mutation AAG AAG |erreur|
KlSﬁ: 1.85 0.90 0.95 calculé expérimental
HSSN oy P - AT0V 057 0.83 1.40
. . . AT,
K48A 1.00 -0.10 1.10 .
mutation AAG AAG |erreur|
Eggﬁ :ggg ggg ﬁgg calculé expérimental
K63A _4.55 0.50 5.05 Al1l1L -2.72 0.19 2.91
K64A -3.29 -0.10 3.19 ALLM -2.90 0.24 3.14
K6A -0.44 -0.30 0.14 ALLQ -3.97 0.33 4.30
K70A -1.64 0.10 1.74 A11l -1.10 0.42 1.52
K78A _3.95 0.60 4.55 Al11V -0.91 0.47 1.38
K84A -0.89 -0.20 0.69 ALLS -0.10 051 061
K9A 20.61 1.40 2.01 A11T -0.90 0.56 1.46
N118D 4.33 2.40 1.93 ALIN -3.37 0.60 3.97
R105A 0.97 1.40 0.43 ALLW 478 0.28 5.06
RI126A 2.03 1.70 0.33 AllF -2.23 0.32 2.55
RS1A 2.57 1.10 1.47 ALY -4.55 053 5.08
K28A -3.58 0.70 428 ALLH -2.80 0.63 343
p p H1
Egzﬁ ;f; 8}1(0) ?2; mutation AAG‘ AAG |erreur|
K134A 5.16 _0.10 5.06 calculé expérimental
A5H 4.18 0.84 3.34
SH2
mutation AAG AAG |erreur|
calculé expérimental
E9L -0.26 1.10 0.49
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3.2 Calcul d’affinité protéine-ligand et protéine-protéine

3.2.1 Données expérimentales

Pour valider notre protocole de calcul d’affinité, il est nécessaire de comparer les résul-
tats calculés aux résultats expérimentaux. Pour obtenir les énergies libres expérimentales,

considérons 1’équilibre suivant :

E+S— ES (3.12)

ou E est 'enzyme, S le ligand et ES, le complexe formé. L’affinité du ligand pour son

récepteur est caractérisée par la constante de dissociation K :

[E][S]
K= "—= 3.13
Soit AG I'énergie libre de liaison.
AG = Ecomplea:e - (Eprotéme + Eligand) (314)

Pour relier les constantes d’associations expérimentales aux énergies libres, on utilise la

loi d’action de masse :

AG = AGY, — RTINK, (3.15)
AGpa = AGY,, — RTINK 4 (3.16)

Kot €t K, sont les constantes de dissociation ; les énergies libres AGY correspondent
aux conditions standard : concentrations de 1M, température et pression ambiantes. R =

8.313 J. K.mol™! et T = 300 K.

A T’équilibre,

AGat = AGpur = 0 keal.mol ™ (3.17)
d’ou
AGgwut - RTanmut = AG?W: - RTannat (318)
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On en déduit :
Kmut
Knat

= AG?

mut

AAG?

mut—nat

— AG®,, = —RTIn(

nat —

) (3.19)

ur vali ¢ u T iffér £ ies libr ues a
Pour valider notre modele, nous comparerons les différences d’énergies libre obtenues a
partir des constantes de dissociation expérimentales avec celles calculées par notre proto-

cole. Ceci sera fait pour plusieurs complexes et leurs mutants.

3.2.1.1 Calculs d’affinité : méthode

Le solvant est modélisé ici avec le modele CASA décrit précédemment :

1 n
Esolv = Escreen + Esurf = (g - 1)Ecoul + Oéz Aiai (320)

i=1

Nous avons testé différentes valeurs de constante diélectrique (12 et 16). Pour chacune
d’elles, nous avons testé différentes valeurs du facteur o du terme d’énergie de surface
(0.33, 0.5 et 1). Finalement, ont été utilisés un facteur o égal a 0.5 et une constante
dié¢lectrique € de 16, car ces valeurs donnent ici le meilleur accord entre données expé-
rimentales et calculées. Le champ de force Charmm19 ne représente que les hydrogenes
polaires; les autres hydrogeénes sont pris en compte implicitement. quelques molécules
d’eau du site actif sont intégrées explicitement dans le systéme (voir paragraphe suivant).
Les histidines sont étudiées comme neutres, avec le proton sur 'atome ND1.

Les calculs d’affinités ont été réalisés sur six complexes différents de la PDB : la
tyrosyl-ARNt synthétase complexée a la L-Tyrosine (4TS1), 'aspartyl tRNA-synthétase
complexée a 'aspartate (11L2), le lysozyme complexé a 'anticorps HyHel-10 (3HFM), le
complexe formée par la glycoprotéine CD4 avec le composant gp120 du virus HIV (1G9M),
le complexe trypsine-BPTI (2PTC), et le complexe chymotrypsine-BPTI (1CBW). Plu-
sieurs de leurs mutants ont été également construits pour en étudier 'affinité. Dans tous
les cas, une sphere de résidus est sélectionnée. Elle contient les résidus dont au moins un
des atomes est distant de moins de 20 A du ligand. Les résidus au dela de cette distance
n’influencent pas 'interaction protéine-ligand et sont supprimés du systeme. On considére

une molécule d’eau du site actif explicitement pour les complexes suivants : TyrRS:Tyr,
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AspRS:Asp et HEL:HyHel10 . Une minimisation de 50 pas avec squelette protéique fixe
permet d’obtenir le systéeme natif initial. A partir de ce systéme natif, tous les atomes sont
considérés comme fixes, a I’exception de la chaine latérale qui sera mutée par la suite. Soit
n la position dans la séquence de I'acide aminé natif a muter. La chaine latérale native a
la position n est minimisée 50 pas en présence de I’ensemble du systeme. L’énergie libre
du systéme sous forme complexée enzyme:ligand est calculée. Le ligand est alors éloigné
de 1000 A. La chaine latérale n est alors minimisée 50 pas en présence de la protéine seule.
L’énergie libre du systeme [apoenzyme + ligand] est alors calculée. La différence de ces
deux énergies libres donne 1’énergie de liaison pour le complexe natif.

Les structures des mutants sont créées en remplagant successivement la chaine latérale
concernée par les rotameres de l'acide aminé mutant provenant de la bibliotheque de
Tuffery [204]. Le squelette protéique est considéré comme fixe. Soit n la position de l'acide
aminé muté. Apres placement du premier rotamere, la chaine latérale n est minimisée 50
pas en présence de I’ensemble du systeme. L’énergie libre du systéme sous forme complexée
enzyme:ligand est alors calculée. Le ligand est éloigné de 1000 A. La chaine latérale n
est alors minimisée 50 pas, en présence de la protéine seule. L’énergie libre du systeme
lapoenzyme + ligand| est alors calculée. On fait les mémes calculs d’énergie pour tous
les rotameres de 'acide aminé mutant. On sélectionne le rotamere ayant conduit a la
structure d’énergie libre la plus stable pour la forme complexée. On sélectionne également
le rotamere ayant conduit a la structure d’énergie libre la plus stable dans la forme libre.

La différence de ces deux énergies libres donne ’énergie de liaison pour le mutant.

3.2.2 Calculs d’affinité protéine-ligand : résultats

Pour valider le modele de calcul, nous considérons une série de TyrRS mutantes et nous
confrontons le modele aux résultats expérimentaux pour l'affinité TyrRS :Tyr. La TyrRS
d’E. Coli n’a pas fait I'objet de nombreuses mesures biochimiques expérimentales. En
revanche, la TyrRS de Bacillus stearothermophilus a été tres étudiée. Ces deux enzymes
de TyrRS sont tres proches ; I'identité de séquences est de 62%, et la déviation rmsd entre

les deux structures n’est que de 3 A lorsqu’on considére une sphere de 5A autour du ligand.
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Les énergies libres calculées et expérimentales [207, 58, 208, 46, 209] sont représentées dans
la figure 3.4 et données dans la table 3.7. L’erreur moyenne en valeur absolue est de 0.62

kcal.mol™! avec la paramétrisation CASA utilisée ici.

FIGURE 3.4 — 13 mutants de Tyr-RS de B. stearothermophilus : affinités expérimentales
modélisées. La ligne centrale est celle sur laquelle se situerait les points si I’accord entre
données expérimentales et données calculées était parfait. Elle est encadrées par deux
lignes qui donnent une marge de 4 2 kcal.mol ™.

Energies libres de liaison calculées en kcal/mol

Energies libres de liaison expérimentale en kcal/mol

L’affinité du mutant N123D n’est pas bien estimée par notre calcul. Ceci montre la
difficulté d’estimer des changements de charge important avec ce modele de solvant.

Les données expérimentales et modélisées présentent un coefficient de corrélation assez
élevé, r=0.8. Pour décider si cette valeur est significative, nous utilisons le test de Student
déja décrit plus haut. En choisissant un niveau de confiance de 99%, la valeur seuil de
t est de 2.95. Si le t calculé est supérieur au seuil, la probabilité d’observer une telle
corrélation de rang sous I’hypothese nulle est inférieure a 1%. Ici, le calcul du coefficient

de corrélation d’ordre de rang de Spearman donne rs=0,8. Le nombre de degrés de liberté
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TABLE 3.7 — affinité protéine-ligand en kcal.mol ™.

TyrRS:L-Tyr
AAG AAG

mutation expérimental calculé |erreur|

Y34F 1.40 2.74 1.34
C355 -0.24 0.07 0.31
D38A 2.41 3.60 1.19
T5H1A 0.0 0.23 0.23
D78A 2.61 4.55 1.94
N123A 0.93 0.82 0.11
N123D 3.33 0.80 2.53
Y169F 2.79 3.21 0.42
Q173A 2.31 2.40 0.09
K230A 0.38 0.02 0.36
F231L 0.00 0.01 0.01
G232A 0.41 0.02 0.39
K233A -0.08 0.01 0.09
T234A -0.17 0.01 0.18
T234S 0.05 0.01 0.04
AspRS:L-Tyr

AAG AAG

mutation expérimental calculé | erreur|

Q195A 1.59 2.06 0.47
Q195E 1.69 0.85 0.84
Q195N 2.27 097 3.24
K198L 1.00 497 397
Q199A 1.68 0.05 1.63
Q199E 0.70 015  0.85
Q199N 1.74 0.07 1.67
£235D 1.06 015  1.21
R489H 1.35 417 2.82

pour la grandeur t est 17 — 2 = 15. On trouve t.y.=4,99 > ti.=2.95. Les différences
d’énergies de liaison expérimentales et théoriques entre protéines natives et mutantes sont

donc bien classées dans un ordre similaire.

De méme, on analyse des données expérimentales pour des énergies de liaisons de
I’AspRS native ainsi que des mutants complexés au ligand natif L-Asp [210]. Le calcul des
énergies de liaisons est en assez bon accord avec les mesures biochimiques. Avec le modele
de solvant CASA, I'erreur moyenne entre énergies de liaisons modélisées et expérimentales

est de 1.86 kcal.mol™!.
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3.2.3 Calculs d’affinité protéine-protéine : résultats

Nous avons également considéré quatre complexes protéine-protéine. Le premier com-
plexe est celui entre le lysozyme de poulet (HEL) et 'anticorps (HyHell0) de souris. Le
lysozyme est constitué de 119 résidus et 'anticorps comporte une chaine 'légere" de 214
résidus et une chaine "lourde" de 215 résidus. La structure cristallographique de ce com-
plexe de code PDB 3HFM a une résolution de 3 A. Pour ce complexe, nous disposons de
mesures expérimentales pour 10 mutations [211]. 9 seulement ont été traitées ici (table
3.8). La derniere mutation n’a pas pu étre construite, en raison de mauvais contacts ato-
miques menant a une élévation trop importante de 1’énergie de van der Waals. Avec la
paramétrisation CASA décrite ci-dessus, on trouve une erreur moyenne de 2,6 kcal.mol—1
pour ce complexe. Cette erreur moyenne est nettement supérieure a celle obtenue pour
les affinités TyrRS:Tyr. Il semblerait que les mutations de résidus chargés (7 parmis les

9), soient plus difficiles a modéliser par ce modele de solvant et ce protocole simples.

Le deuxieéme complexe est celui entre une glycoprotéine de 1’enveloppe du VIH, gp120,
et une molécule du complexe majeur d’histocompatibilité, CD4, située sur la paroi des
lymphocytes T humains. La protéine CD4 possede 185 résidus et la glycoprotéine gp120
en a 321. La formation du complexe est I'une des premieres étapes de l'infection par le
virus. La structure cristallographique du complexe natif a une résolution de 2.2 A (code
PDB 1G9M). Les études biochimiques sur cette interaction étant trés nombreuses, 25
mutations ont pu étre étudiées. Comme pour Hel:HyHell0, la modélisation a générée
certains mutants ayant de mauvais contacts inter-atomiques. 22 mutations ont donc été
retenues pour les calculs d’affinité [212]. Elles sont détaillées dans la table 3.9. L’erreur

moyenne est de 1.3 kcal.mol ™.

On étudie également deux autres complexes, le complexe trypsine:BPTI [213] de code
PDB 2PTC, et le complexe Chymotrypsine:BPTI [214], de code PDB 1CBW. Le BPTI
(Bovine Pancreatic Trypsin Inhibitor) est un inhibiteur de protéase a sérine. Dans ces
complexes enzyme-inhibiteur, une boucle contenant un site P1 interagit avec la poche S1
de 'enzyme. 12 et 13 mutations a la position 15 du BPTI sont étudiées, respectivement,

dans chaque complexes (tables 3.11 et 3.10). Le résidu natif a la position 15 est une lysine.
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TABLE 3.8 — Affinité protéine-protéine : complexe HEL:HyHel10 en kcal.mol™!.

AAG AAG
mutation expérimental calculé |erreur|

R21E 2.5 4.39 1.9
R21K 1.9 2.51 3.6
W62Y -0.10 -0.90 0.8
W63Y 1.70 1.36 0.3
K96M 6.7 2.00 4.7
K97D 6.7 5.13 1.6
K97G 6.4 7.71 1.3
K9™ 0.9 5.06 4.2
D101G 0.5 6.24 5.7

Pour ces deux complexes, on trouve une erreur moyenne de 3.4 kcal.mol™!. Certaines
mutations affectant considerablement ’affinité sont identifiées comme telles par notre
protocol. C’est le cas des mutations K15A, K15V, K15T, et K151, qui changent 1’énergie
de liaison calculée par plus de 10 kcal.mol™! chacune. Le protocole a été modifié pour ces
deux complexes : on a permis une flexibilité de tout le BPTI au cours de la minimisation
d’énergie, au lieu de laisser uniquement la chaine latérale mutée libre. L’erreur moyenne
donnée par ce protocole modifié est plus faible : 2.68 et 2.81 kcal.mol ™!, respectivement,
pour les complexes trypsine:BPTI et Chymotrypsine:BPTT.

Pour I'ensemble des six systemes (TyrRS:L-Tyr, AspRS:L-Asp, HEL:HyHel10, gp120:CD4,
trypsine:BPTI, Chymotrypsine:BPTI), le coefficient de Spearman pour le calcul d’affinité
est égal & 0.70, avec t=8.59. Au niveau de confiance 99%, la valeur seuil de t est de 2.68.
Globalement, I’erreur moyenne est plus élevée dans le cas d’interactions protéine-protéine
que dans le cas d’interactions protéine-ligand. La simplicité du protocole n’autorise pas de
variation importante de la structure, car le squelette protéique reste fixe. Ceci peut expli-
quer en partie la plus grande difficulté a modéliser les interactions protéine-protéine. Ces
résultats restent cependant corrects pour I'estimation de I'affinité. Les protocoles exposés

ici seront utilisés dans les chapitres suivants pour le CPD de la TyrRS.
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TABLE 3.9 — Affinité protéine-protéine : complexe gp120:CD4 en kcal.mol~!.

AAG AAG

mutation expérimental calculé |erreur|

S19Y 0.17 0.02 0.1
H27A 0.34 029  0.64
G38A 1.4 0.02  1.38
Q40A -0.35 3.03  3.38
F43L 0.61 312 251
F43W 1.71 574 4.03
F43Y 2.13 178 3.91
T45A 0.24 0.26  0.02
K46A 1.82 170 0.12
P43Q) 0.96 171 267
S49V 1.59 0.06  1.65
N52A -0.07 1.31 1.38
A55V 0.58 0.03  0.61
D56A 0.34 021 055
R59A 1.29 796 6.67
R59K -0.24 191 215
W62Y 3.06 0.07 299
E77Q 0.22 0.02  0.20
TS1A 0.3 0.02 028
E85A 0.22 0.14  0.08
E85Q 0.3 0.00  0.30
Q89L 0.17 2.13 1.96

TABLE 3.10 — Affinité protéine-protéine : complexe Trypsine:BPTI en kcal.mol ™.

AAG AAG

mutation expérimental calculé |erreur|

K15A 10.69 12.20 1.51
K158 7.7 10.82 3.05
K15V 11.82 11.04 0.78
K15T 10.65 9.70 0.95
K15L 8.91 4.78 4.13
K151 11.23 10.33 0.90
K15M 7.74 3.60 4.14
K15N 8.07 2.75 2.32
K15Q 9.42 5.10 4.32
K15H 8.83 1.32 7.51
K15P 7.07 7.34 0.27
K15Y 6.89 9.18 2.29
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TABLE 3.11 — Affinité protéine-protéine : complexe Chymotrypsine :BPTI en kcal.mol ™.

AAG AAG

mutation expérimental calculé |erreur|

K15A 2.19 5.19 3.00
K15S 3.39 4.64 1.25
K15V 2.13 0.62 1.51
K15T 2.08 2.03 0.05
K15L -1.58 -3.01 1.43
K151 2.93 12.14 9.21
K15M -1.41 -2.73 1.32
KI15N 1.32 0.03 1.29
K15Q 0.31 -3.07 3.38
K15H 0.10 -7.08 7.18
K15P -1.96 -4.14 2.18
K15Y -2.61 -6.07 3.46
K15W -2.43 -3.76 1.33
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FIGURE 3.5 — Accord entre données expérimentales et données modélisées pour six com-

plexes.

Modele de solvant CASA. La ligne centrale est celle sur laquelle se situerait les points si
I’accord entre données expérimentales et données calculées était parfait. Elle est encadrées

par deux lignes qui donnent une marge de & 2 kcal.mol~*.

) d

- ®-

-10

TyrRS:L-Tyr
AspRS:L-Asp
Hyel:Hyel10
gp120:CD4
Trypsine:BPTI
Chimotrypsine:BPTI

I I I
-5 0 5 10

Energies libres de liaison calculées en kcal/mol

15

Energies libres de liaison expérimentales en kcal/mol
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Chapitre 4

Dessein computationnel de la

TyrRS : méthodes

Nous allons modéliser 1’évolution dirigée de la TyrRS d’E. coli pour I'amener a lier
préférentiellement la D-Tyrosine. Le dessein computationnel, ou CPD de la TyrRS va étre
mené en cing étapes. La premiere est la construction du systéme. La deuxiéme est le calcul
d’une matrice d’interactions entre les résidus du systeme. La troisieme est 'optimisation
de la séquence par un algorithme heuristique exploitant cette matrice d’énergie. Les so-
lutions ainsi optimisées sont classées d’apres une fonction de score. Il reste alors, dans la
quatrieme étape, a reconstruire les structures 3D correspondant aux séquences prédites
et a les analyser structuralement et statistiquement. Enfin, dans une cinquieme étape,
les meilleures séquences et structures seront étudiées par des simulations de dynamique
moléculaire et par des estimations d’affinités utilisant un modele de Poisson-Boltzmann

(figure 4.1).

4.1 Etape un : construction des systemes

Pour effectuer le CPD de la TyrRS, nous construirons les quatre complexes suivants :

TyrRS:L-Tyr, TyrRS:D-Tyr , TyrRS:L-TyrAMP et TyrRS:D-TyrAMP.
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FIGURE 4.1 — Procédure de CPD utilisée.

Construction du systeme sphérique.
Minimisation d'énergie

Y

Calcul des énergies de paires de résidus.
Construction d'une matrice d'interaction exhaustive.

v

Optimisation des séquences/structures
par Proteus: algorithme de recherche heuristique

)

Score des séquences/structures:
Energie de repliement

v

Reconstruction des séquences/structures predites

( : )l Estimation de la stabilité et de I'affinité

Statistigues sur les séquences

v

@ Dynamique moléculaire pour les meilleures
séquences/structures prédites
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4.1. ETAPE UN : CONSTRUCTION DES SYSTEMES

4.1.1 Construction du complexe TyrRS:Ligand

La TyrRS est un dimere symétrique formé de deux chaines polypeptidiques. Pour
modéliser la TyrRS d’FE. coli, nous avons utilisé la structure cristallographique 1X8X
[215], qui contient une chaine de la TyrRS liée a la tyrosine, et la structure 1IVBM [215],
qui contient les deux chaines de la TyrRS en liaison a un analogue du TyrAMP. 1X8X
sera utilisé pour les complexes TyrRS:Tyr et 1VBM pour les complexes TyrRS:TyrAMP.
Ces deux structures ont une résolution de 2 A. Le magnésium n’est pas présent dans les

modeles cristallographiques, car il n’est pas crucial pour la fixation de la tyrosine [59].

Etudions maintenant la disposition du ligand. Le ligand L-Tyr est présent dans la
structure cristallographique de code PDB 1X8X. Le ligand D-Tyr est positionnée de ma-
niére a ce que le groupement carboxyle soit superposé a celui de la D-Tyr. Ainsi, ce
groupement est dans la méme configuration que le ligand natif, ceci permet 'activation
de l'acide aminé. Le ligand L-TyrAMP est présent dans la structure cristallographique
de code PDB 1VBM. Le ligand D-TyrAMP est construit par superposition au ligand L-
TyrAMP. Seuls ’AMP et le groupement C=0 sont concernés par cette superposition. La
position de 'ammonium et du cycle aromatique de la tyrosine dépend alors de la forme

L ou D.

Il est inutile d’étudier la structure entiere pour décrire 'interaction protéine-ligand, car
au dela d'une distance limite, les interactions avec le ligand sont tres faibles et considérées
comme négligeables. Nous étudierons donc une spheére de 25 A de rayon autour du ligand.
Plus précisément, nous conservons les résidus dont au moins un atome est distant de
moins de 25 A d’un des atomes du ligand. Les résidus au-dela de cette limite ne seront
pas pris en compte. On définit quelques acides aminés proches du ligand qui pourront
étre mutés. Cet ensemble, nommé "positions actives", pourra adopter toutes les séquences
et tous les rotaméres possibles. Les autres résidus dans une sphere de 15 A de rayon
autour du ligand pourront prendre toutes les conformations rotamériques possibles, mais
ne seront pas mutés. Cet ensemble forme les "positions inactives'. Les résidus entre 15
A et 25 A sont considérés comme fixes et conservent la structure cristallographique. Le

squelette protéique est également considéré comme fixe (figure 4.2).
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FIGURE 4.2 — Représentation des systemes de TyrRS d’E. coli étudiés.

(a) Un monomere de la TyrRS d’E. coli. code
PDB : 1X8X. En bleu le ligand Tyrosine. En
vert, la région des positions inactives (sphére
de 15 A). En jaune, la région des acides aminés
figés dans la conformation cristallographique
(sphere de 25 A) ; en gris, les acides aminés qui
ne sont pas pris en compte dans ’étude.

(b) TyrRS d’E. coli. code PDB : 1VBM. En
bleu le ligand tyrosyl adénylate. En vert, la ré-
gion des positions inactives (sphere de 15 A).
En jaune, la région des acides aminés figés dans
la conformation cristallographique (sphére de
25 A); en gris, les acides aminés qui ne sont
pas pris en compte dans 1’étude.

FIGURE 4.3 — Représentation du systeme de TyrRS d’M. jannaschii étudié. code PDB :
1U7D. En bleu le ligand TyrAMP. En vert, la région des positions inactives (sphére de 15 A).
En jaune, la région des acides aminés figés dans la conformation cristallographique (sphére de
25 A) ; en gris, les acides aminés qui ne sont pas pris en compte dans I’étude.
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Nous nous intéressons également a la TyrRS de M. jannaschii, liée au TyrAMP sous sa
forme L et D, en présence de I'ion Mg?*. La structure cristallographique utilisée est celle
du dimere de TyrRS, de code 1U7D, résolue & 2.65 A [216]. L’adénylate et le magnésium
proviennent de la structure de TyrRS de S. cerevisiae, résolue avec 'adénylate et le Mg+
a4 2.4 A de résolution (code PDB 2DLC) [55]. 1l existe des résidus manquants dans des
régions non structurées dans 1U7D. On obtient leurs coordonnées a partir de la structure
d’une TyrRS mutante de code PDB 1U7X [216]. La structure du dimeére complet avec
le TyrAMP est ensuite raffiné par l'outil Modeller [217]. Comme ci-dessus, les résidus
dans une sphere de 15 A autour du ligand pourront prendre toutes les conformations
rotamériques possibles, en conservant leur séquence (positions inactives). Quelques acides
aminés pourront muter (positions actives). Les résidus entre 15 A et 25 A sont considérés
fixes et conservent la structure cristallographique. Le squelette protéique est également
considéré comme fixe (figure 4.3).

Ces trois systemes font tout d’abord I'objet d’une reconstruction des hydrogenes. Apres
analyse des structures, les histidines sont considérées comme non protonées. On sauve-
garde alors les coordonnées des structures initiales completes. Ensuite, seuls les résidus
des spheres de 25 A autour du ligand sont conservés. Ces trois spheres font Pobjet d’'une
légere minimisation de 50 pas ou ’ensemble de la structure est mobile, de fagon, a éli-
miner les encombrements stériques trop importants. Les calculs sont faits avec le logiciel
Xplor [218]. Le champ de force utilisé ici est CHARMMI19 avec un modele de solvant
CASA. Les interactions non liées sont considérées comme nulles si les atomes considérés
sont distants de plus de 9 A. On obtient alors trois structures initiales stables. A cette
étape, on identifie également les résidus exposés au solvant ou enfouis, de maniere a leur
assigner un coefficient qui nous sera utile plus tard, lors de I’évaluation du terme d’énergie

surfacique.

4.1.2 Choix des positions a muter

La différence structurale entre la L-Tyr et la D-Tyr est subtile. Il faut donc concentrer

les efforts de mutagénese dirigée sur quelques positions seulement. Dans un premier temps,
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on identifie quatre acides aminés tres proches du groupement ammonium du ligand (figure
4.6). On choisit de traiter exhaustivement les mutations a ces quatres positions. Dans
I'enzyme d’E. coli, les quatres acides aminés a muter sont 'aspartate 81, la tyrosine
175, la glutamine 179 et la glutamine 201. Ces positions sont trés conservées a travers
les différents regnes du vivant (figure 4.5). Seule la position correspondant a Asp81 de
la TyrRS d’E. coli, varie légerement ; on y retrouve parfois un acide aminé différent de
I’aspartate mais qui reste polaire. Dans I'’enzyme de M. jannaschii, nous allons considérer
des positions un peu différentes : l'isoleucine 137, la glutamine 155, le glutamate 172 et
I’aspartate 173. La correspondance des jeux de positions mutantes de ces deux organismes

est montrée dans les figures 4.4 et 4.5.

F1GURE 4.4 — Correspondance entre les positions mutantes de TyrRS d’E. coli et de M.
jannaschii. En gras, sont indiquées les positions mutantes dans chaque organisme.

E. coli 81 Asp 156 Ala 175 Tyr 179 Gln 200 Asp 201 Gln
M. jannaschic 75 Gln 137 Ile 151 Tyr 155 Gln 172 Glu 173 Asp

4.1.3 Construction des quatres ligands et de leurs rotameres

On utilise la librairie de rotameres de Tufféry et coll. de 1995 [204]. Ici, la L-Tyrosine a
huit rotameres. Les rotameres de la D-Tyrosine sont déduits de ceux de la L-T'yr : les angles
diedres x1 et x2 des rotameres sont les mémes que pour la L-Tyrosine, mais 'ammonium
de la chaine principale prend l'orientation D. Il y a donc huit rotameres pour la D-Tyrosine
(figure 4.7). Pour le ligand L-TyrAMP, le jeu de rotameres est légerement enrichi, pour
pouvoir avoir un traitement plus fin des orientations de I'hydroxyle de la chaine latérale.
Le jeu initial ne possede que deux orientations du groupement hydroxyle pour chaque
position du cycle aromatique. Ces deux orientations possibles de I’hydroxyle forment un
angle d’environ 180 °. Le nouveau jeu de 32 rotameres comprend quatre orientations pour
chaque position du cycle. Dans ce jeu de rotameres on considere aussi la symétrie du
cycle aromatique. Pour le D-TyrAMP, on déduit les rotameres de ceux du L-TyrAMP
de la maniere suivante. On déplace les groupements du carbone « asymétrique de trois

facons possibles, qui font passer de la forme L a la forme D :
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fleches rouges indiquent les séquences d’ Escherichia coli, de Bacillus stearothermophilus

FIGURE 4.5 — Alignement de séquences de TyrRS a travers les régnes du vivant. Les
et de Methanocaldococcus jannaschii. Les doubles barres indiquent ou la séquence a été
tronquée.
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FIGURE 4.6 — Les quatre positions mutées de la TyrRS d’E. coli.

Y175

- échange de ’hydrogene et du groupement ammonium,

- échange de I’hydrogene et de la chaine latérale,

- échange du groupement ammonium et de la chaine latérale.

On effectue une légere minimisation d’énergie, et on écarte les rotameres qui ont une tres
forte énergie ou des structures tres similaires entre eux. La procédure conduit finalement

a 48 rotameres pour le D-TyrAMP (figure 4.8).

4.1.4 Bibliotheque de rotameres pour la protéine

Dans notre étude, le squelette protéique est considéré comme fixe et I’espace des confor-
mations des chaines latérales est discrétisé, a 1’aide d’une bibliotheque de rotameres. La
bibliotheque utilisée est celle de Tufféry et coll. créée en 1995 [204] (figure 4.9). Elle

contient un total de 219 rotameres, soit, en moyenne, 11 par type d’acide aminé.
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FIGURE 4.7 — Les rotameres de la L-Tyr et de la D-Tyr.

(a) 8 rotameéres de la L-Tyr (b) 8 rotameres de la D-Tyr

FIGURE 4.8 — Les rotameres du L-TyrAMP et du D-TyrAMP.

(a) 32 rotameéres du L-TyrAMP (b) 48 rotameres du D-TyrAMP
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FI1GURE 4.9 — Nombre de rotameres par type d’acide aminé. Ici, HSP représente I'histidine
doublement protonée sur les atomes ND1 et NE2 alors que le résidu HIS est protonée sur
ND1 seulement.

Acide aminé nombre de rotameéres

ALA 1
ASP 5
ASN 11
ARG 39
CYS 3
GLU 12
GLN 19
HIS 9
HSP 9
ILE 7
LEU 9
LYS 49
MET 17
PHE 4
SER 3
TYR 8
THR 3
TRP 8
VAL 3

4.2 Etape deux : calcul de la matrice d’énergie.

L’étape deux consiste a calculer toutes les énergies d’interactions entre paires de
chaines latérales de la protéine. Pour chaque paire, on va considérer successivement tous
les types d’acides aminés autorisés a ces positions (qui peuvent étre actives ou inactives) et
tous les rotameres correspondants. On calcule également les énergies d’interaction entre
le ligand et les résidus de la protéine, et entre chaque chaine latérale et I'ensemble du
squelette protéique.

La modélisation ne porte ici que sur une sphere composée des résidus distants de moins
de 25 A du ligand. La chaine principale est maintenue fixe. Dans un premier temps, les
acides aminés de la protéine sont classés en trois catégories :

- Actifs : ces résidus devront parcourir tous les types d’acides aminés possibles. Ils pourront
adopter tous les rotameres possibles.
- Inactifs : pour ces résidus, la séquence est fixe mais tous les rotameres de ’acide aminé

natif sont explorés.
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- Gelés : ces résidus sont fixes tout au long de I’étude (séquence et rotameres). Gly, Cys
et Pro sont connus pour modifier la structure de la chalne principale, ce que nous ne

souhaitons pas; de ce fait ils ne mutent pas et leurs rotameres (Cys) sont maintenus fixes.

Pour une paire d’acides aminés actifs, on considere tous les types possibles de chaines
latérales et tous leurs rotameres, soit 216 % 216 possibilités. Pour modéliser une position
active, on utilise un résidu "géant" qui a une unique chaine principale mais possede les
chaines latérales de tous les types d’acides aminés, soit 216 chaines latérales. On dispose un
résidu géant sur chaque position a muter. On sélectionne ensuite une chaine latérale sur le
résidu géant et on positionne un rotamere particulier. On calcule ses interactions avec les
autres résidus, puis on passe a un autre rotamere du résidu géant, pour finalement explorer
tous les rotameres de tous les acides aminés sur les positions mutées. Pour chaque paire
de résidus, qu’ils soient actifs ou inactifs, ainsi que pour le ligand, on calcule les énergies
d’interactions chaine latérale/squelette, et chaine latérale/chaine latérale (figure 4.10).
Pour les résidus enfouis, une pondération du terme surfacique est appliquée. En effet, les
résidus enfouis sont en contact, ils ont une surface en commun. On choisit donc ici de
diviser par deux le terme d’énergie surfacique pour les résidus enfouis de maniere a ne pas

surestimer ce terme dans le calcul des énergies de paires.

Pour une paire individuelle de rotameres, voici comment se déroule le calcul. Tout
d’abord, la chaine latérale a la position 1 est minimisée 15 pas en prenant en compte
les interactions suivantes : chaine latérale 1 contre résidu 1 entier et chaine latérale 1
contre squelette protéique. L’énergie de la chaine latérale 1 avec le squelette protéique
est alors calculée. Ensuite la chaine latérale a la position 2 est minimisée 15 pas en
tenant compte des interactions suivantes : chaine latérale 2 contre résidu 2 entier et chaine
latérale 2 contre squelette protéique. Enfin, une derniére minimisation de 15 pas concerne
I'interaction entre chaine latérale 1 et 2 les interactions sont les suivantes: chaine latérale
1 contre résidu 1 entier, chaine latérale 2 contre résidu 2 entier, chaine latérale 1 contre
squelette protéique, chaine latérale 2 contre squelette protéique, et chaine latérale 1 contre
chaine latérale 2. A l'issu de cette derniére minimisation, ’énergie d’interaction entre

chaine latérale 1 et chaine latérale 2 est calculée. Les énergies calculées sont composées
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FIGURE 4.10 — Interaction d’une chaine latérale a une position active (en vert) avec toutes
les autres chaines latérales d'une autre position active (en rouge).

Squelette
protéique

Position 1
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de trois termes : les énergies non électrostatiques (énergie de liaison, d’angle, d’angle
diedre, de van der Waals), les énergies électrostatiques avec le terme de coulomb, enfin
I’énergie correspondant a la surface exposée au solvant. Pour cette derniere énergie, on
affecte aux résidus enfouis une pondération (cf. ci-dessus). A lissu de ces calculs, les
informations sont stockées dans la matrice d’énergie. On ne calcule qu'une demi-matrice
en raison de la symétrie des données (figure 4.11). Au final, la matrice d’énergie contient les
énergies de paires pour toutes les combinaisons d’acides aminés et de rotameres possibles
dans la protéine, ainsi que 1’énergie d’interaction de chaque rotamere avec le squelette
peptidique entier. C’est a partir de cette matrice qu'on pourra explorer les meilleurs jeux

de séquences/structures.

FIGURE 4.11 — Soit le tripeptide ASA, chaque point de la matrice d’énergie correspond
a une énergie d’interaction entre deux chaines latérales. Chaque triangle correspond a
I'interaction entre une chaine latérale et ’ensemble du squelette protéique.
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4.3 Etape trois : optimisation des séquences et struc-

tures

La troisieme étape est l'exploration combinatoire des séquences et structures. Elle
est faite avec le programme Proteus, développé au sein du laboratoire par Anne Lopes,
Marcel Schmidt am Busch, David Mignon et Thomas Simonson. L’exploration est faite
avec 'algorithme heuristique. On réalise 100000 cycles heuristiques pour notre complexe.
Le déroulement d’un cycle heuristique est le suivant. On part d’une séquence et d’un jeu
de rotameres aléatoires. Tout est fixe sauf la premiere position. Pour cette position, on
choisit a la fois le type d’acide aminé (parmi ceux autorisés) et le rotamere qui minimisent
I’énergie libre de repliement. Cette modification est conservée et la position 2 est optimisée
de la méme fagon. L’opération est répétée jusqu’au dernier acide aminé de la séquence. On
recommence au début de la séquence, et on itere jusqu’a convergence. La séquence finale,
sa structure et son énergie de repliement sont stockées, et le cycle est terminé (figure 4.12).

On dispose maintenant de 100000 jeux de séquences/structures ainsi que de leurs éner-
gies de repliement. On peut déja évaluer combien de fois chaque séquence a été prédite, sur
les 100000 cycles, et ainsi voir si certaines séquences apparaissent fréquemment. Certaines
séquences peuvent étre prédites avec de nombreux jeux de rotameres différents. Il peut
arriver aussi que plusieurs cycles heuristiques conduisent a exactement la méme séquence

et le méme jeu de rotameres. Les solutions complétement redondantes sont éliminées.

4.4 Etape quatre : reconstruction des structures 3D

et estimation d’affinités

4.4.1 Reconstruction des structures 3D

Il faut maintenant "reconstruire" les coordonnées cartésiennes des structures prédites
a partir du squelette protéique fixe et des listes de rotameres optimisés. Apres lecture du

systeme sphérique initial, construit dans ’étape 1 de la procédure, on boucle sur tous les
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ESTIMATION D’AFFINITES

FIGURE 4.12 — Déroulement d'un cycle heuristique. X symbolise le ligand.

1 : Une séquence/structure est tirée au hasard.

2 : La séquence et le rotamere de chaque position sont fixes exceptés ceux de la premiere

position.

3 : Optimisation a plusieurs pas. Sélection du meilleur acide aminé et du meilleur rotamere

pour la premiere position.

4 : Les modifications précédentes sont conservée. La structure est fixée sauf pour la position
2. Sélection du meilleur acide aminé et du meilleur rotamere pour la position 2.

5 : La méme chose est faite pour le reste de la séquence jusqu’a convergence.

6 : La séquence finale, les rotameres et 1’énergie de repliement sont sauvegardés.
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acides aminés qui ont été optimisés, actifs et inactifs. Pour chacun d’eux, on positionne
la chaine latérale du rotamere prédit, grace a une superposition de la chaine principale
correspondante avec la chaine principale dans la protéine. Pour le ligand, on superpose la
chaine principale du rotamere prédit avec celle du ligand de la sphere initiale.

Apres avoir positionné tous les rotameres, une légere minimisation de 15 pas a squelette
protéique fixé permet de réduire les mauvais contacts entre chaines latérales. On dispose
maintenant de la structure reconstruite avec squelette protéique cristallographique, et

séquence et chaines latérales optimisées.

4.4.2 Calcul d’affinité

Pour ces structures, on peut calculer 'affinité, selon la procédure détaillée dans le
chapitre 3 (Parametrisation et validation du modele de solvant CASA). L’énergie du
complexe TyrRS:ligand est calculée, puis les énergies de la TyrRS et du ligand séparés

sont calculées; enfin, on estime 'affinité de la structure reconstruite pour le ligand :

Eliaison = Licomplexe — (Eprotéine + Eligand) (41)

Pour chaque séquence, on estime l'affinité de la TyrRS pour toutes les différentes
conformations de chaines latérales qui ont pu étre prédites. On calcule ensuite la moyenne
de Taffinité obtenue pour ces différentes structures, ainsi que la variance et 1’écart type.

On note également l'affinité maximum et minimum.

4.4.3 Réoptimisation des meilleures séquences et étude de leurs
spécificités

Les séquences de bonne affinité pour la D-Tyr ou le D-TyrAMP font I'objet d’analyses

complémentaires. Pour chacune d’elles, on réalise une prédiction de structures a travers

20000 nouveaux cycles heuristiques avec la séquence maintenue fixe; d’une part avec le

ligand natif L-Tyr ou L-TyrAMP, et d’autre part avec la D-Tyr ou le D-TyrAMP. On

obtient un grand échantillon de structures possibles pour la séquence étudiée avec les
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différents ligands. En évaluant les affinités moyennes sur de nombreuses structures, on
peut appréhender la spécificité de l'interaction protéine:ligand. Le AAG entre complexe
TyrRS:L-Tyr et TyrRS:D-Tyr, par exemple, nous donne une mesure de la spécificité.
A Tissu de ce processus, on sélectionne la structure de meilleure affinité pour le ligand
natif et la structure de meilleure affinité pour le ligand modifié, afin de les étudier par

dynamique moléculaire.

4.5 Etape cinq : étude par dynamique moléculaire

4.5.1 Simulations de dynamique moléculaire

Les dynamiques moléculaires sont réalisées par le programme CHARMM [105]. Le
champ de force est celui de CHARMM?22. L’algorithme utilisé est celui de Verlet. Les
structures utilisées jusqu’ici (fragment sphérique de 25 A de la TyrRS autour de son li-
gand) sont plongées dans une boite de solvant de 68 A de c6té, comportant environ 6000
molécules d’eau et quelques contre-ions. On définit une zone tampon, vers I'extérieur de
la sphere, pour y appliquer des contraintes structurales. Ainsi, les atomes de la protéine
situées a des distances entre 20 A et 25 A du ligand sont soumis & des contraintes harmo-
niques, qui les retiennent proches de leur positions initiales. Les constantes de forces sont

d’autant plus fortes que la distance au ligand est grande.

La structure est minimisée pendant 100 pas dans sa boite de solvant. On adopte des
conditions aux limites périodiques, en considérant un réseau de cubes images par symétrie
de translation. La température est maintenue a 295 K par un thermostat de type Nosé-
Hoover [219]. Les interactions électrostatiques a grandes distances sont traitées avec la
méthode "Particule Mesh Ewald" [220]. La durée totale de la simulation est de 5 ns (figure

413).
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FIGURE 4.13 — Tyrosyl-ARNt synthétase d’E. coli liée au L-Tyrosyl adénylate dans une
boite de solvant explicite pour la dynamique moléculaire. Grace aux conditions aux limites
périodiques, la boite est répliquée dans toutes les directions. On simule donc en fait un
réseau infini de boites cubiques.

4.5.2 Estimation de I’énergie libre d’association protéine:ligand

avec un modele de Poisson-Boltzmann

La contribution électrostatique a I’énergie libre de fixation du ligand est obtenue en
soustrayant ’énergie libre électrostatique du complexe a celle de la protéine et du ligand
seuls. Les contributions non électrostatiques ne sont pas prises en compte. L’expression

de I'énergie libre du complexe protéine:ligand en solution, G,; a la forme suivante :

1

Gp = 5 Z%’Vipl = ; > V¥ + ; > GV (4.2)

i i€lig i€prot

Ici, la premiere somme est sur ’ensemble des atomes du complexe, ¢; est la charge partielle
de Patome i et V;” " est la potentiel électrostatique total a I'atome i dans le complexe. Les
deux termes a droite correspondent a la somme sur les atomes du ligand et a celle sur les

atomes de la protéine, respectivement.

Voici comment se déroule I'estimation des potentiels V;. On utilise une constante di-
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électrique de 4 pour le soluté et de 80 pour le solvant. La force ionique correspond a une
concentration de 0.1 M de sel monovalent et & une température de 295 K. La surface
séparant la protéine et I'eau est la surface moléculaire, calculée par déplacement d’une
sphére de 2 A de rayon le long de la surface protéique. On extrait plusieurs centaines
de structures de la trajectoire de dynamique moléculaire. Pour chacune, on utilise une
méthode numérique de résolution de I'équation de Poisson-Boltzmann. Cette méthode
considere un maillage cubique qui discrétise 'espace autour de la protéine. La grille est
de grandes dimensions par rapport au soluté : on utilise 181 cellules de 0.8 A d’arréte
dans chaque direction. On impose un potentiel nul a toutes les extrémités du maillage.
Le calcul est ensuite répété avec une grille plus fine et plus petite. Pour la nouvelle grille,
les valeurs a la périphérie sont celles de la grille précédente qui I’englobe. L’énergie libre

est alors calculée.
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Chapitre 5

CPD de la TyrRS : Caractérisation

des séquences et structures obtenues

Au cours de 'optimisation de la séquence et de la structure par CPD, se succedent des
milliers de cycles heuristiques. Nous analysons ici ’ensemble des séquences et structures
générées. Nous comparons les ensembles obtenus avec différents ligands. Dans un premier
temps, nous étudierons le cas de la séquence native. La séquence est fixée ; 'optimisation
ne concerne que la structure. Nous comparerons les structures des complexes générés avec
le ligand L-TyrAMP, le ligand D-TyrAMP ou sans ligand. Apres avoir détaillé la varia-
bilité structurale a séquence fixe, nous analyserons la variabilité des séquences obtenues.
Nous nous intéresserons en particulier a la variabilité des structures prédites pour chaque
mutant. Enfin, la synthese de toutes ces informations nous permettra de caractériser les

ensembles structuraux prédits par notre modele d’évolution dirigée.

5.1 TyrRS native d’E. coli avec différents ligands

Voyons tout d’abord la variabilité des structures obtenues a séquence native fixe, ainsi

que les différences entre structures prédites avec différents ligands.

147



CHAPITRE 5. CPD DE LA TYRRS : CARACTERISATION DES SEQUENCES ET
STRUCTURES OBTENUES

5.1.1 Comparaison a la structure cristallographique

La TyrRS native a été étudiée ici sous plusieurs aspects. Des générations de struc-
tures sur 100000 cycles heuristiques ont été conduites sans ligand, avec le ligand natif
L-TyrAMP, et avec le ligand modifié¢ D-TyrAMP. De nombreux cycles ont convergé vers
les mémes structures. On obtient finalement 110 structures différentes avec le ligand L-
TyrAMP, 68 avec le ligand D-TyrAMP et 842 pour 'apoenzyme. Dans ce dernier cas,
I’absence de ligand donne une plus grande liberté de conformations aux acides aminés du
site catalytique ce qui explique qu’on puisse prédire beaucoup plus de structures. Etudions
a présent les différences entre les structures générées et la structure cristallographique de
code PDB 1VBM [215]. Nous regarderons le RMSD des coordonnées, puis les RMSD des
angles de torsions x1 et x2 (angles de torsion des chaines latérales). Nous considérerons
une sphére de 15 A, puis de 5 A autour du ligand, afin d’évaluer l'influence directe du
ligand sur les modifications structurales prédites. Pour ces deux spheres, les complexes et

la forme apoenzyme sont comparés a la structure cristallographique.

Etude d’une sphére de 15 A Nous considérons d’abord les déviations structurales
observées pour les chaines latérales situées dans une sphére de 15 A autour du ligand,
représentées dans la figure 5.1. Cette figure montre les déviations sous forme d’histo-
grammes. Pour la séquence native liée au L-TyrAMP, soit 110 structures, le RMSD des
coordonnées montre que les structures générées forment deux groupes. Un groupe de struc-
tures est trés proche de la structure cristallographique, avec un RMSD entre 0.6 et 1.0 A.
Un autre groupe de structures est un peu différent, son RMSD est entre 1.2 et 1.6 A. Ce
deuxieéme groupe de structures doit correspondre a un autre minimum d’énergie que celui
de la structure cristallographique. Ceci est également visible dans ’étude des angles de
torsions y1 et x2, ou 'on distingue également deux groupes de structures distinctes pour
X2.

Dans le cas du ligand D-TyrAMP, les structures générées sont plus éloignées de la
structure cristallographique, le RMSD des coordonnées variant de 0.6 4 1.3 A, et davantage

de structures ont un RMSD supérieur & 1 A. Un premier groupe de structures a un RMSD
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entre 0.6 et 0.8 A, un deuxiéme groupe plus variable a un RMSD entre 0.8 et 1.3 A. Les
RMSD des angles de torsions x1 et x2 ont des valeurs supérieures a celles obtenues avec

le ligand natif. On distingue deux groupes structuraux pour x1.

On considere enfin I'apoenzyme, soit 843 structures. Le RMSD des coordonnés entre
structures sans ligand et structure cristallographique est compris entre 0.6 et 1.1 A. Les
structures sont donc également tres proches de la structure native. Les valeurs des RMSD
des angles de torsions y1 et y2 montrent non seulement qu’il y a plusieurs groupes struc-
turaux, mais aussi que certaines structures ont des angles tres différents de la structures

cristallographique, avec notamment des valeurs de RMSD de x2 élevées.

Etude d’une sphére de 5 A Voyons maintenant I'influence directe du ligand sur les
résidus qui U'entourent (figure 5.2). Avec le ligand L-TyrAMP (110 structures) les RMSD
des coordonnées sont du méme ordre que pour la grande sphére : entre 0.6 et 1.3 A. On
voit donc que le site actif est le lieu des principales modifications structurales a travers les
structures générées. Pour les RMSD des angles de torsions x1 et 2, ils sont en moyenne
plus grands que dans la grande sphere. Ceci montre également que le site actif est le siege

principal des modifications structurales proposées par notre optimisation.

Avec le ligand D-TyrAMP (69 structures), le RMSD des coordonnées sur la petite
sphére est un peu plus grand que la moyenne sur la sphere de 15 A : il varie de 0.6 & 1.6
A. Les RMSD des angles de torsions x1 et y2 sont également plus grands que pour la

grande sphere.

Pour les structures d’apoenzyme, le RMSD est aussi le méme autour du ligand que
pour la sphére de 15 A, il varie entre 0.6 et 1.3 A, mais la majorité des structures ont un
RMSD supérieur & 1.1 A alors que pour la grande sphére, la majorité des structures était
en dessous de ce seuil. Donc, les chaines latérales les plus modifiées sont celles du site actif.
Les RMSD des angles de torsions x1 et x2 sont également supérieurs a ceux de la grande
sphere et a ceux des structures modélisées avec un ligand. On constate que la structure est
plus variable dans cette sphere du site actif pour les structures d’apoenzyme : 'absence

de ligand laisse les chaines latérales se réarranger dans cette région.
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FIGURE 5.1 — Sphere de 15 A autour du ligand. Référence
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FIGURE 5.2 — Sphere de 5 A autour du ligand. Référence :
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5.1.2 Variabilité des structures selon le ligand.

Pour caractériser l'effet du ligand, nous allons maintenant comparer entre elles les
structures générées avec L-TyrAMP, D-TyrAMP, ou sans ligand.

La figure 5.3 donne I'histogramme des RMSD, en prenant comme référence le groupe
de structures générées avec le ligand L-TyrAMP. On considere d’abord les chaines latérales
situées & moins de 15 A du ligand. On compare d’abord toutes les structures de séquence
native liées au L-TyrAMP (soit 110 structures), aux autres structures du méme groupe.
Les RMSD varient de 0 & 1.2 A, avec trois groupes de structures distincts. Les RMSD des
angles de torsions x1 et x2 montrent également trois groupes de structures. On compare
ensuite les structures de séquence native liées au D-TyrAMP (soit 69 structures), aux
110 structures liées au L-TyrAMP : ici, le RMSD varie de 0.2 & 1.6 A, il est difficile de
déterminer des groupes; les structures sont plus variables. Les comparaisons des RMSD
des angles de torsions y1 et x2 montrent également qu’on ne peut pas distinguer de
groupes. Enfin, on compare les structures de séquence native sous forme d’apoenzyme
(soit 843 structures), aux 110 structures liées au L-TyrAMP : ici, les différences entre
structures sont plus marquées, il y a une plus grande variabilité structurale dans les
prédictions. Le RMSD des coordonnées varie entre 0.6 et 1.6 A et on distingue différents
groupes.

Quand on restreint I'étude précédente & une sphere de 5A autour du ligand, on peut
faire les mémes observations, ce qui témoigne du fait que le site catalytique est le lieu qui
concentre les principales modifications structurales parmis nos ensembles de structures
(figure 5.4 ).

La figure 5.5 donne I'histogramme des RMSD en prenant comme référence le ligand
D-TyrAMP. On consideére les chaines latérales & moins de 15 A du ligand. Nous comparons
d’abord les structures de TyrRS de séquence native liées au D-TyrAMP (soit 69 structures)
a elles-mémes. Le RMSD des coordonnées varie de 0.0 & 1.2 A. Les RMSD des angles
de torsions y1 et x2 sont répartis uniformément sur l'intervalle. Les structures sont tres
différentes les unes des autres. On a ainsi généré de nombreuses structures différentes avec

un méme ligand. On compare ensuite toutes les structures de TyrRS de séquence native
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FIGURE 5.3 — Sphere de 15 A autour du ligand. Référence : [native:L-TyrAMP] (110
structures).
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FIGURE 5.4 — Sphere de 5 A autour du ligand. Référence : [native:L-TyrAMP] (110 struc-

tures).
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liées au D-TyrAMP (soit 69 structures) aux 110 structures avec le ligand L-TyrAMP. Le
RMSD des coordonnées varie de 0.2 & 1.6 A ; les RMSD des angles de torsions 1 et x2
sont réparties uniformément sur les intervalles 30-70 degrés et 0-65 degrés, respectivement.
On compare, enfin, toutes les structures de TyrRS native liées au D-TyrAMP (soit 69
structures), aux 843 structures sans ligand. Le RMSD des coordonnées varie de 0.2 a
1.4 A; les RMSD des angles de torsions y1 et x2 sont réparties uniformément sur les
intervalles 75-105 degrés et 75-110 degrés, respectivement. Les structures sont donc tres
différentes selon qu’il y a un ligand ou pas.

Quand on restreint 1’étude précédente a une sphere de 5 A autour du ligand, on peut
faire les mémes observations, ce qui témoigne encore une fois du fait que le site catalytique
est le lieu qui concentre les principales modifications de structures (figure 5.6).

Les figures 5.7 et 5.8, enfin, donnent les rmsd en prenant ’apoenzyme comme référence.
Les résultats sont similaires a ceux décrits ci-dessus.

En résumé, notre modele d’évolution dirigée réussit a générer des structures qui
s’adaptent effectivement au ligand. Dans le cas de I'apoenzyme, beaucoup plus de struc-
tures sont générées, car les acides aminés du site actifs ont plus d’espace, et peuvent
prendre différentes conformations. La comparaison des structures de 'apoenzyme et des
complexes avec ligand L-TyrAMP montre que des groupes de structures ont été identifiés,
centrés autours de quelques minima locaux d’énergie, a la fois pour I'apoenzyme et pour
le complexe TyrRS:L-TyrAMP. Il y a plus de variabilité pour les structures des complexes
TyrRS:D-TyrAMP ; en revanche, elles semblent étre groupées autour d’un seul minimum

local d’énergie (figure 5.9, 5.10 et 5.11 ).
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CHAPITRE 5. CPD DE LA TYRRS : CARACTERISATION DES SEQUENCES ET
STRUCTURES OBTENUES

FIGURE 5.5 — Sphere de 15 A autour du ligand. Référence : [native:D-TyrAMP] (69
structures).
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5.1. TYRRS NATIVE D’E. COLI AVEC DIFFERENTS LIGANDS

FIGURE 5.6 — Sphere de 5 A autour du ligand. Référence : [native:D-TyrAMP] (69 struc-
tures).
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CHAPITRE 5. CPD DE LA TYRRS : CARACTERISATION DES SEQUENCES ET
STRUCTURES OBTENUES

FIGURE 5.7 — Sphére de 15 A autour du ligand. Référence : apoenzyme native (843
structures).
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5.1. TYRRS NATIVE D’E. COLI AVEC DIFFERENTS LIGANDS

FIGURE 5.8 — Sphere de 5 A autour du ligand. Référence : apoenzyme native (843 struc-
tures).
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CHAPITRE 5. CPD DE LA TYRRS : CARACTERISATION DES SEQUENCES ET
STRUCTURES OBTENUES

FIGURE 5.9 — Superposition de dix structures recontruites pour le complexe TyrRS:L-
TyrAMP. Sphére de 5A autour du site catalytique.
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5.1. TYRRS NATIVE D’E. COLI AVEC DIFFERENTS LIGANDS

FIGURE 5.10 — Superposition de dix structures recontruites pour le complexe TyrRS:D-
TyrAMP. Sphére de 5A autour du site catalytique.
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CHAPITRE 5. CPD DE LA TYRRS : CARACTERISATION DES SEQUENCES ET
STRUCTURES OBTENUES

FIGURE 5.11 — Superposition de dix structures recontruites pour I’apoenzyme. Sphere de
5A autour du site catalytique.
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5.2. EVOLUTION DIRIGEE DE LA TYRRS : ANALYSE GENERALE DES
SEQUENCES OBTENUES

5.2 Evolution dirigée de la TyrRS : analyse générale

des séquences obtenues

Nous considérons maintenant les résultats obtenus avec quatre positions "actives', qui
sont soumises a une mutagénese combinatoire. Cette analyse des séquences et structures
prédites est faite pour les TyrRS d’E. coli et de M. jannaschii, en liaison avec le L-TyrAMP
et le D-TyrAMP.

Pour la TyrRS d’E. coli, les mutations concernent les positions 81, 175, 179, et 201.
Pour la TyrRS de M. jannaschii, les mutations concernent les positions 137, 155, 172 et
173. La procédure de CPD utilisée ici est résumée dans la figure 5.12. Les séquences et
structures ont été optimisées en générant 100000 cycles heuristiques avec chaque ligand (L-
TyrAMP et D-TyrAMP). Apres élimination des séquences et une structures redondantes,
(prédites plusieurs fois), toutes les structures uniques sont sélectionnées et analysées. Les
coordonnées 3D de chaque séquence/structure optimisée sont reconstruites a partir du
squelette protéique (fixe) et des rotameres prédits. L’affinité de la séquence (moyenne
sur plusieurs structures) est estimée. Les différences d’énergies libres de liaison entre
complexe avec ligand modifié et complexe avec ligand natif, donne une indication sur la
spécificité d’interaction des séquences prédites. Dans le chapitre suivant, les séquences qui
apparaissent a la fois de bonne affinité et de bonne spécificité pour le ligand non naturel

(D-TyrAMP) seront étudiées par dynamique moléculaire.
Fig. 5.12.

Les séquences obtenues a l'issue de la mutagénese combinatoire sont montrées dans la
figure 5.13. Les séquences correspondent aux quatres complexes suivant : Eco-TyrRS:L-
TyrAMP, Eco-TyrRS:D-TyrAMP, Mja-TyrRS:L-TyrAMP, Mja-TyrRS:D-TyrAMP. Pour
chaque organisme, la premiere colonne donne le ligand avec lequel a été prédit le mutant ; la
deuxieme colonne donne la séquence du mutant aux quatre positions variables. Certaines
séquences sont prédites avec les deux ligands, et apparaissent déja peu spécifiques. Elles
sont indiquées dans la partie centrale de la figure. Les positions des mutations dans la

séquence pour chaque organisme sont indiquées en bas de la figure. La séquence native
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CHAPITRE 5. CPD DE LA TYRRS : CARACTERISATION DES SEQUENCES ET
STRUCTURES OBTENUES

FIGURE 5.12 — Schéma détaillé de la procédure de CPD appliquée.

Mutagéneése combinatoire a travers 100000 cycles heuristiques

Reconstruction des structures 3D
Calcul d'affinité protéine-ligand

Réoptimisation de toutes les séquences prédites:

- 20000 cycles heuristiques (séquence fixe)
- Reconstruction des structures 3D
- Calcul d'affinité

Sélection des séquences de bonne affinité et spécificité pour le ligand non naturel
Simulation des complexes TyrRS:Ligand par dynamique moléculaire

Affinité estimée avec un modéle diélectrique continu (méthode “PBFE”)
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5.2. EVOLUTION DIRIGEE DE LA TYRRS : ANALYSE GENERALE DES
SEQUENCES OBTENUES

est rappelée a titre comparatif.

Dans le cas d’E. coli, 28 séquences mutantes ont été identifiées, dont 14 a la fois avec le
L-TyrAMP et le D-TyrAMP, ce qui laisse penser qu’elles ne sont pas tres spécifiques. Des
lysines en positions 175 et 179 apparaissent avec le ligand D-TyrAMP. Des acides aminés
hydrophobes L, V, et I a la position 179 apparaissent avec le ligand D-TyrAMP. Des
phénylalanines et des tyrosines sont prédites aux positions 81, 175 et 179, autant avec le
L-TyrAMP qu’avec le D-TyrAMP. Les forces hydrophobes stabilisent le cycle aromatique
du ligand sans favoriser la forme L ou la forme D. Un fait remarquable est que la position
201 n’est jamais mutée, bien qu’elle soit autorisée a le faire. L’observation des structures
a conduit a identifier une interaction tres forte entre 'aspartate 200 et la glutamine 201,
qui expliquerait que cet acide aminé soit systématiquement prédit sous sa forme native.

L’analyse détaillée des structures obtenues sera faite plus loin.

Dans le cas de M. jannaschui, 41 séquences sont prédites. Deux séquences seulement
sont prédites a la fois avec le L-TyrAMP et avec le D-TyrAMP ; on remarque qu’elles sont
tres proches de la séquences native. 31 séquences sont prédites avec le D-TyrAMP. A la
position 137, des sérines sont prédites avec le D-TyrAMP, mais une thréonine est prédite
également avec le L-TyrAMP. Toujours a la position 137, on trouve de nombreux acides
aminés apolaires : leucine, méthionine et valine, qui rapellent I'alanine qu’on trouve a la
position équivalente chez E. coli. On retrouve parfois des acides aminés polaires a cette
position, a la fois avec le L-TyrAMP et le D-TyrAMP, alors que 'acide aminé natif est une
isoleucine. Pour la position 155, on retrouve des acides aminés polaires, comme chez la
native, mais également des leucines, avec le D-TyrAMP uniquement. Pour la position 172,
on trouve des acides aminés polaires, comme chez la native, mais également des leucines et
des valines, aussi bien avec le L-TyrAMP qu’avec le D-TyrAMP. Une lysine est prédite une
fois a cette position, en liaison avec le D-TyrAMP. On y retrouve également I'aspartate qui
est I'acide aminé a la position équivalente chez E. coli. A la position 173, on retrouve des
acides aminés polaires, comme chez la native, mais aussi apolaires. On retrouve également
une thréonine, prédite avec le D-TyrAMP, et la glutamine qui correspond a ’acide aminé

a la position équivalente chez FE. coli.
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CHAPITRE 5. CPD DE LA TYRRS : CARACTERISATION DES SEQUENCES ET
STRUCTURES OBTENUES

FIGURE 5.13 — Séquences prédites en fonction du ligand. Les positions qui mutent sont
colorées selon le type physico-chimique de ’acide aminé prédit. Les positions non colorées
sont inactives (ne mutent pas), mais sont homologues a une position active dans l'autre
organisme.
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5.3. RE-OPTIMISATION DE TOUTES LES SEQUENCES.

5.3 Ré-optimisation de toutes les séquences.

Ici, nous étudions individuellement chaque séquence prédite. Chacune sera "ré-optimisée”
avec soit le ligand L-TyrAMP, soit le ligand D-TyrAMP. La ré-optimisation consiste a
faire une exploration de I'espace conformationnel a ’aide de I’algorithme heuristique, qui
échantillonne donc les rotameres, a séquence fixe. Ceci permettra d’évaluer plus en détail

I’affinité et la spécificité de chacune d’entre elles.

5.3.1 TyrRS d’E. coli

Pour chaque séquence prédite ci-dessus, soit avec le L-TyrAMP, soit avec le D-TyrAMP,
on ré-optimise la structure par 20000 cycles heuristiques, avec les deux ligands (quel que
soit le ligand avec lequel la séquence a été prédite). Les résultats sont présentés dans les
deux tableaux suivants : table 5.1 pour la TyrRS liée au L-TyrAMP et table 5.2 pour la
TyrRS liée au D-TyrAMP. Dans ces deux tableaux, la premiére colonne correspond au
ligand avec lequel la séquence a été prédite initialement. La deuxieme colonne correspond
aux acides aminés prédits aux 4 positions actives. La troisieme colonne donne le nombre
de structures différentes obtenues a travers les 20000 cycles heuristiques. La quatrieme
colonne donne la charge électrostatique sur ces quatre positions. La cinquiéme colonne
est I'énergie de dépliement de la structure, en kcal.mol™!. La sixiéme colonne est I’écart
type de I’énergie de dépliement sur toutes les structures de cette méme séquence. La
septieme colonne donne 1’énergie de dépliement maximum pour la séquence ; la huitieme
donne I’énergie minimum. La neuvieme donne l'affinité, moyennée sur toutes les struc-
tures échantillonées. La dixieme donne 1’écart type; la onzieme, I'affinité maximum ; la
douzieme l'affinité minimum. La treizieme donne le numéro de la structure de meilleure

affinité, de fagon a pouvoir l'identifier et ’étudier ensuite par dynamique moléculaire.
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TABLE 5.1 — Ré-optimisation des mutants. TyrRS d’E. coli avec L-TyrAMP. Les données sur la séquence native sont rappelées. Un filtre
une énergie libre de liaison supérieure a -70 kcal.mol ™.

est appliqué pour ce tableau, ou figure seulement les complexes qui ont

ligand séquence occurence charge énergie écart énergie énergie  affinité écart  affinité affinité meilleure
moyenne -type max. min. moyenne -type max. min. structure
DYQQ 110 -1 -713.51 77.81  -641.62 -867.19  -52.85 216 4774  -56.85 16
D DFDQ 70 -2 -661.99 17.82 -637.99 -689.78  -58.92 0.89  -56.51 -61.69 7
D DQEQ 59 -2 -661.01 1791  -636.98 -689.33  -58.61 1.14  -56.41 -61.60 5
D EQDQ 58 -2 -663.23 17.83  -639.49 -689.51  -57.61 2.07 -54.47 -61.16 39
L EFTQ 100 -1 -647.33 240.35 -635.28 -841.95  -41.75 15.16 -38.84 -60.63 37
D DFEQ 112 -2 -746.48 80.56  -637.54 -859.52  -56.88 1.51  -53.89 -60.17 6
L EFVQ 96 -1 -683.66 178.60 -634.89 -841.46  -47.06 11.51 -43.81 -60.06 39
L-D YFDQ 64 -1 -677.85 170.35 -641.32 -968.57  -47.55 14.55 -25.24  -59.16 7
L-D NQEQ 96 -1 -660.12 16.99  -638.71 -688.56  -54.19 1.67  -50.08 -5843 17
L-D YFEQ 149 -1 -789.31 151.07 -641.67 -1030.72 -45.33 12.98 -11.80 -57.21 67
L-D YQEQ 90 -1 -696.97 101.56 -641.14 -880.24 -43.44 1242 -21.25  -57.07 48
D EQQQ 116 -1 -718.87 81.26  -639.17 -865.88  -50.92 2,67 -42.19 5577 89
D EKEQ 129 -1 -736.58 81.27  -639.47 -861.19  -51.10 1.70  -43.95 -55.24 7
L-D EKDQ 57 -1 -659.50 1749  -636.81 -688.23  -52.05 121 -48.15 -54.14 33
L-D QQEQ 125 -1 -742.03 79.82  -641.18 -864.16  -48.76 2.00 -43.56 -53.37 2
D EQVQ 62 -1 -661.51 18.06  -636.95 -688.69  -50.62 0.98 -4829 -53.30 11
L QQDQ 52 -1 -664.48 17.52  -640.00 -689.84  -48.90 254  -43.31  -53.00 2
L-D NDQQ 123 -1 -662.42 16.85  -641.62 -692.11  -47.79 1.62  -44.74 -52.86 95
L-D DFTQ 87 -1 -657.95 17.19  -636.43 -687.83  -48.57 1.54 4524  -52.26 8
D QQQQ 139 0 -742.76 86.24  -643.03 -865.99  -46.96 246  -38.17  -52.19 91
D EQYQ 260 -1 -669.93 18.36  -642.88 -705.88  -38.55 6.58 -25.83 -51.28 132
L-D YYVQ 105 0 -813.52 162.26 -645.88 -1021.58 -34.10 16.04 -5.75 -51.18 13
D QQIQ 115 0 -665.20 16.85  -642.86 -701.83  -43.82 4.00 -36.43 -50.25 1
L-D YFTQ 112 0 -670.91 126.62 -642.46 -857.48  -40.89 11.17 -18.75  -48.18 27
L-D QDLQ 75 -1 -669.18 1773  -643.65 -701.80  -43.24 285 -3894 4793 9
L-D EDKQ 64 -1 -664.53 1721 -641.93 -692.99  -40.53 1.37  -37.32  -4282 64
L-D DQYQ 57 -1 -659.57 1799  -634.90 -686.91  -38.34 1.53  -35.21 -4149 5
D EQFQ 74 -1 -663.70 1717 -641.97 -695.01  -34.68 1.90 -30.66 -38.65 1
L-D YQYQ 90 0 -672.69 21.38  -642.38 -721.41  -30.65 583 -15.62 -36.80 18
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TABLE 5.2 — Ré-optimisation des mutants. TyrRS d’E. coli avec D-TyrAMP. Les données sur la séquence native sont rappelées. Toutes
les séquences au dessus de la ligne en pointillée présentent des structures capables de lier le D-TyrAMP avec un meilleure affinité que les
structures de séquence native. Ces mutants vont faire I'objet d’analyses plus détaillées. Les données sur la séquence native sont rappelée
a titre indicatif. Un filtre est appliqué pour ce tableau, ou figure seulement les complexes qui ont une énergie libre de liaison supérieure a
-70 kcal.mol .

ligand séquence occurence charge énergie écart, énergie  énergie affinité écart  affinité affinité meilleure
moyenne -type max. min. moyenne -type max. min. structure
DYQQ 69 -2 -648.98 8.77 -636.37 -666.56  -44.32 4.68  -34.57 -50.59 37
D DQEQ 73 -2 -641.73 7.45 -632.91 -656.72  -54.88 231  -4933 -59.39 23
L-D NQEQ 65 -1 -642.95 7.72 -633.62 -657.12  -50.80 219  -47.00 -58.21 18
D DFDQ 48 -2 -647.43 8.56 -635.25 -667.08  -48.08 5.60 -39.72 -56.98 8
D EQDQ 53 -2 -651.13 10.01  -634.46 -675.39  -46.97 5.38 -3535 -55.35 b
L-D QQEQ 54 -1 -648.41 9.75 -635.09 -668.31  -47.17 457  -37.51 -55.24 13
L- NDQQ 28 -1 -650.92 10.95  -635.85 -674.20  -43.53 4.64  -36.01 -55.11 22
D EQVQ 70 -1 -645.36 8.57 -634.27  -672.79  -46.02 1.89  -38.68 -55.09 42
D EQQQ 60 -1 -647.87 8.36 -635.27 -670.65  -46.79 3.32  -3851 -55.06 14
D DFEQ 62 -2 -647.52 8.15 -635.22  -664.97  -47.80 3.12 -33.70  -53.43 21
L-D YFEQ 65 -1 -624.43 260.93 -639.13 -1063.79 -34.37 14.65 -8.50 -53.07 32
L-D YQEQ 93 -1 -623.85 165.02 -637.82 -703.20  -36.15 14.69 -1.47 -52.82 25
"D EKEQ 49 -1 -657.23 1894  -633.40 -690.47 -46.29 257  -40.04 -50.56 13
L-D YFDQ 5 -1 -742.58 311.35 -638.76 -1060.29 -31.81 12.87 -22.79  -4947 4
L QQDQ 79 -1 -653.49 10.06  -636.61 -672.87  -41.61 343  -3515 -49.17 8
D QQIQ 101 0 -654.16 8.46 -641.01 -672.70  -40.05 273  -3224 4898 7
L-D YFTQ 74 0 -668.81 246.37 -639.67 -1053.48 -31.50 11.55 -19.37  -48.33 46
L-D EKDQ 23 -1 -647.97 9.79 -632.33  -667.79  -44.33 281 -39.96 -48.32 23
L-D DQYQ 81 -1 -651.36 1047  -631.03 -671.29  -34.00 546  -21.70 -48.21 538
L-D DFTQ 34 -1 -643.42 7.86 -633.55 -657.13  -42.80 143 -40.68 -47.22 3
D QQQQ 88 0 -651.90 8.73 -639.06 -672.42  -41.18 3.08 -31.30 -47.07 17
L EFVQ 71 -1 -679.44 94.41  -640.33 -1033.26 -37.40 3.57 -2883 -46.54 69
L-D QDLQ 43 -1 -650.27 8.50 -638.31 -670.42  -39.08 235 -33.34  -44.71 38
L-D YYVQ 141 0 -632.62 369.88 -640.77 -1167.25 -25.28 16.01 -3.01 -44.51 36
D EQYQ 48 -1 -649.98 9.53 -633.00 -667.99  -34.25 5.63 -19.10 -44.46 13
L-D YQYQ 143 0 -615.62 209.57 -638.45 -857.16  -22.98 11.52  -0.31 -43.79 38
D EQFQ 34 -1 -651.12 10.92  -631.92 -670.55  -35.54 539 -24.83 -4351 6
L EFTQ 38 -1 -654.84 9.65 -639.59 -669.31  -36.43 2.64 -30.70 -41.70 32
L-D EDKQ 63 -1 -662.07 11.09  -635.58 -681.54  -30.56 5.36 -21.74  -39.86 9
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CHAPITRE 5. CPD DE LA TYRRS : CARACTERISATION DES SEQUENCES ET
STRUCTURES OBTENUES

Pour E. coli, les mutations concernent les positions 81, 175, 179 et 201. La séquence
native est DYQQ. On voit que onze mutants possédent au moins une structure capable
de lier le D-TyrAMP avec plus d’affinité que la TyrRS native. Ces mutants ont pour
séquences DQEQ, DFDQ, DFEQ, NQEQ, EQDQ, QQEQ, NDQQ, EQVQ, EQQQ, YFEQ
et YQEQ. Pour les mutants DQEQ, DFDQ et DFEQ), I'acide aminé natif est prédit en
premiere et derniere position, avec une phénylalanine a la place de la tyrosine native dans
deux cas sur trois. Pour ces trois mutants, 1'affinité pour le D-TyrAMP est améliorée par
rapport a la native, mais 'affinité pour le L-TyrAMP apparait encore meilleure. Pour
les mutants NQEQ, EQDQ, QQEQ, NDQQ, EQVQ et EQQQ), la premiere position est
polaire mais différente de l'aspartate natif. Pour ces mutants, il pourrait y avoir une
augmentation de sélectivité pour le D-TyrAMP. Enfin chez les mutants YFEQ et YQEQ),
on retrouve une tyrosine a la position 81 au lieu de la Tyr175 native. L’aspartate natif de
la position 81 se retrouve approximativement dans le glutamate prédit a la position 179.
Il ne semble pas y avoir de changement décisif pour la spécificité de I'enzyme. Ces onze

mutants seront analysés par dynamique moléculaire par la suite.

5.3.2 TyrRS de M. jannaschii

Pour I’évolution dirigée de la TyrRS de M. jann, les mutations concernent les positions
137, 155, 172 et 173. La séquence native est IQEQ. Dix mutants donnent des affinités pour
le D-TyrAMP comparables ou supérieures, a la TyrRS native. Ces mutants sont : EEVQ),
EQNE, LDDN, LQDN, LLDN, LLVE, NQDE, QELE, LLVD, QEDQ (figure 5.14et 5.15).

Les séquences LDDN, LQDN, LLDN, LLVE et LLVD, quant a elles, améliorent la
spécificité pour le D-TyrAMP par rapport a 'enzyme natif. A la position 137, la leucine
remplace I'isoleucine natif et libere de la place pour 'ammonium du ligand D. A la position
155, on retrouve un aspartate, un glutamate ou une leucine, a la place de la glutamine
native. L’acide aminé natif peut aussi étre conservé. A la position 172, on retrouve un
acide aminé polaire ou apolaire. A la position 173, un acide aminé polaire est prédit.
EEVQ, NQDE, QEDQ semblent améliorer la spécificité de I’enzyme pour le D-TyrAMP,

et sont tres proches de la séquence native IQEQ. Enfin, EQNE et QELE pourraient lier
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le D-TyrAMP avec plus d’affinité que la native, sans améliorer la spécificité de 1’enzyme
pour ce ligand.

Globalement, plus de séquences et de structures différentes ont été échantillonées pour
la TyrRS de M. jann par rapport a celle d’E. coli. L’ion magnésium, modélisé dans le cas

de la TyrRS de M. jann, joue peut-étre un role dans ces différences.
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FIGURE 5.14 — Ré-optimisation des mutants. TyrRS de M. jannaschii avec L-TyrAMP. Les données sur la séquence native sont rappelées.
Un filtre est appliqué pour ce tableau, ol figure seulement les complexes qui ont une énergie libre de liaison supérieure a -70 kcal.mol .

ligand séquence occurence charge énergie écart  énergie énergie  affinité écart affinité affinité meilleure
moyenne -type max. min. moyenne -type max. min. structure
IQEQ 6137 -1 -979.65 13.06 -958.52 -1061.69 -41.69 2,50 -32.15 -65.66 3566
L QELE 2958 -2 -962.07 11.84 -945.67 -1029.59 -50.63 540  -11.64 -93.14 1420
D MQLE 1367 -1 -970.13 14.80 -947.92 -1044.35 -49.73 2.10  -42.55 -7045 604
D LQDE 2908 -2 -968.43 11.60 -951.13 -1043.59 -46.73 3.49  -35.87 -68.11 1810
D EQNE 2756 -2 -960.57 7.54  -947.00 -978.01 -53.75 249  -4245  -67.60 1552
D MNLD 1796 -1 -974.55 14.11  -954.05 -1044.65 -39.03 223  -3247 -64.80 1047
L DQNE 1495 -2 -962.30 12.86 -944.13 -1026.57 -56.47 1.97  -49.95 -62.07 1483
L DENL 1737 -2 -963.40 12.44 -945.47 -1027.46 -55.86 2.02 -4854 -61.84 830
L DEVL 1485 -2 -964.04 12.53 -946.06 -1027.29 -53.77 1.83 4733 -61.27 1484
L EEVQ 2587 -2 -962.84 11.60 -946.94 -1029.64 -52.20 2.13  -45.05 -61.05 2556
D QNDN 1698 -1 -971.96 12.39 -953.70 -1040.06 -36.90 221 -27.59 -61.02 1070
D SNVD 1642 -1 -971.10 12.68 -953.69 -1047.95 -36.74 2.16  -30.16 -60.49 1603
D LQDN 2754 -1 -974.46 11.67 -957.21 -1048.54 -38.73 2.75  -28.78  -59.26 2284
D QEVQ 1579 -1 -965.18 12.86 -947.08 -1030.98 -49.72 247  -41.40  -59.19 1568
L-D QEDQ 2336 -2 -964.73 12.21  -947.10 -1043.42 -49.43 298  -39.68 -58.07 305
L VEDL 1799 -2 -963.47 12.10 -946.62 -1027.31 -50.06 1.99  -41.52 -57.15 1788
D LLVE 2416 -1 -968.74 12.32  -951.50 -1038.02 -40.31 4.02  -28.50 -56.61 2404
L TEDL 1762 -2 -963.44 12.49 -946.35 -1032.39 -49.79 1.87 -43.21 -55.87 1762
D LQVE 2647 -1 -968.48 11.79  -951.27 -1035.53 -45.38 3.72  -34.04  -55.67 2639
D LLDN 2038 -1 -975.22 12.29 -956.95 -1045.84 -34.32 3.15  -24.39  -55.47 1990
L-D QQVE 1398 -1 -962.93 13.58 -943.75 -1034.49 -49.84 226  -35.71  -55.24 1378
D QQDE 2506 -2 -962.98 11.72  -945.18 -1030.63 -47.62 295 -3744  -55.13 2504
D SQVE 1378 -1 -966.52 12.75  -948.19 -1031.40 -47.39 1.99 -39.79 -54.58 1373
L NQDE 1378 -2 -962.48 12.87 -944.61 -1027.76 -49.43 1.82  -43.48 -54.31 1356
D EQVN 2062 -1 -969.28 11.65 -950.17 -1040.90 -44.57 2.71  -35.38  -53.72 2060
D SQDE 1592 -2 -965.74 12.87  -947.97 -1029.98 -47.74 1.86 -41.26  -53.53 922
D QEDN 2772 -2 -964.80 8.29  -949.94 -983.83  -46.01 2.68 -32.10 -53.23 330
D QQDD 2765 -2 -965.90 9.41  -950.24 -993.08  -43.44 4.07  -3041 -51.86 1717
D QQVD 1584 -1 -965.50 13.02  -947.69 -1031.67 -43.04 242  -35.03 -50.57 1562
D ELVN 1146 -1 -969.85 13.26  -950.40 -1034.85 -43.02 175 -34.79 -49.64 416
D QLVD 1743 -1 -965.50 12.15  -948.37 -1034.76 -41.00 1.84 -31.88 -48.59 1738
D QDDT 3066 -2 -971.68 11.01 -952.88 -1036.03 -41.14 2.30  -28.94  -48.46 1395
D SQVD 1573 -1 -968.49 12.34  -951.37 -1032.28 -40.80 2.00 -33.00 -48.32 1549
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FIGURE 5.15 — Ré-optimisation des mutants. TyrRS de M. jannaschii avec D-TyrAMP. Les données sur la séquence native sont rappelées.
Toutes les séquences au dessus de la ligne en pointillée présentent des structures capables de lier le D-TyrAMP avec un meilleure affinité
que les structures de séquence native. Ces mutants vont faire I’'objet d’analyses plus détaillées. Les données sur la séquence native sont
rappelée a titre indicatif. Un filtre est appliqué pour ce tableau, ou figure seulement les complexes qui ont une énergie libre de liaison
supérieure a -70 kcal.mol~!.

ligand séquence occurence charge énergie écart énergie énergie  affinité écart affinité affinité meilleure
moyenne -type max. min. moyenne -type max. min. structure
IQEQ 13031 -1 -996.68 12.82 -973.64 -1079.23 -31.12 4.18  -3.43 -52.72 12227
L EEVQ 3460 -2 -988.55 12.63 -968.15 -1082.04 -31.49 8.07  24.29 -84.07 3637
D EQNE 5170 -2 -987.41 12.01 -964.11 -1025.34 -31.55 7.77 2118 -57.94 19
D LDDN 3313 -2 -980.52 12.44 -961.97 -1062.28 -29.81 4.47  -9.20 -57.31 2927
D LQDN 3965 -1 -979.64 11.99 -961.75 -1062.69 -29.20 580  1.95 -56.51 2027
D LLDN 3253 -1 -979.97 12.88 -961.34 -1054.53 -26.09 6.03  33.82 -56.44 1361
D LLVE 4048 -1 -984.47 12.62 -963.06 -1062.07 -32.55 581  23.61 -56.21 3305
L NQDE 4201 -2 -986.43 13.49 -964.63 -1065.38 -27.38 6.77  33.39 -53.26 4086
L QELE 5227 -2 -986.48 10.88 -967.67 -1019.25 -35.79 7.93 18.86 -53.17 2602
D LLVD 3668 -1 -980.87 12.01 -962.97 -1047.16 -28.08 5.49  23.13 -52.67 2140
L-D QEDQ 4885 -2 -984.35 11.93 -965.50 -1052.73 -31.13 7.18  33.69 -50.80 2990
‘D QQVD 5333 -1 - -978.42  11.08 -962.36 -1052.03 -28.55  6.12 20.95 -49.01 5179
L DEVL 4109 -2 -987.71 12.33  -969.98 -1067.78 -33.05 7.09 2143 -48.96 4307
D LQVE 4020 -1 -985.27 12.92 -962.44 -1056.76 -31.56 6.41  19.70 -48.76 2066
L DQNE 5321 -2 -985.24  9.52  -967.79 -1006.60 -32.52 7.68  31.48 -48.70 2741
L-D QQVE 4676 -1 -983.82 13.20 -962.59 -1056.46 -30.23 8.06  22.40 -48.56 4773
D SQDE 3848 -2 -983.43 12.31 -962.86 -1060.36 -30.39 6.57  22.16 -48.31 2235
L DENL 4872 -2 -986.66 12.06 -969.59 -1071.32 -33.24 734  33.17  -48.09 1992
D QEDN 2735 -2 -974.67  4.95  -964.27 -984.91 -30.73 6.24 22.67 -48.08 862
L TEDL 3719 -2 -983.21 12.39 -964.88 -1072.03 -31.91 5.79  17.52 -48.03 474
D SNVD 2561 -1 -980.35 12.61 -960.51 -1044.61 -21.26 8.09 18.82 -47.64 2418
D LQDE 3782 -2 -985.93 13.70 -962.82 -1065.56 -31.37 6.70  26.29 -47.62 1566
D EQVN 3505 -1 -983.11 12.17 -964.74 -1056.85 -28.23 6.23  3.67 -47.49 1613
L VEDL 3568 -2 -984.47 1247  -965.79 -1062.25 -31.80 6.02  18.72 -47.31 2765
D MQLE 3781 -1 -985.21 12.57 -963.28 -1056.18 -31.81 6.49 19.81 -47.27 3956
D QEVQ 3579 -1 -985.55 12.27 -965.85 -1059.56 -29.65 7.20  43.18 -46.15 3685
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CHAPITRE 5. CPD DE LA TYRRS : CARACTERISATION DES SEQUENCES ET
STRUCTURES OBTENUES

5.4 Caractérisation des structures obtenues

Nous allons nous intérésser tout d’abord a la diversité des séquences et des structures
générées par notre méthode de CPD, comme nous ’avons fait plus haut pour la séquence
native. Pour chaque mutant, ainsi que pour ’enzyme natif, nous aurons un regard sur
toutes les structures prédites (avec ligand natif et non natif). Sur les 20000 cycles heu-
ristiques générés pour chaque séquence mutante (100000 pour la native), beaucoup de
structures optimisées sont prédites plusieures fois. Apres éliminations des structures, ré-
pétées, on obtient finalement pour chaque séquence une centaine de structures différentes.
L’analyse est faite par ’étude des graphiques suivants :

- la densité de répartition des affinités,

- les énergies de dépliement en fonction des affinités,

- les énergies de dépliement calculées par Proteus en fonction des énergies libres calculées
par Xplor (a partir des structures reconstruites),

- la densité de répartition des énergies de repliement,

- la densité de répartition des énergies libres calculées par Xplor.

A chaque fois, nous analyserons ces parametres a la fois pour la TyrRS d’E. coli et pour
celle de M. jannaschii. Nous présenterons ici les douze mutants les plus intéressants,

d’apres le critere d’affinité pour le D-TyrAMP.

5.4.0.1 Répartition des affinités protéine:ligand

TyrRS d’E. coli Intéressons nous tout d’abord a la répartition des affinités pour les
douze séquences prédites avec le ligand D-TyrAMP, représentées dans la figure 5.16. 11
faut noter que les valeurs absolues des affinités ne sont pas significatives, car certaines
contributions sont omises (entropie de rotation, translation). Ce sont plutot les différences
entre séquences qui nous intéressent. Les affinités sont globalement réparties entre -65 et
-35 kcal.mol™!. Pour la native, la majorité des structures ont une affinité entre -50 et
-45 kecal.mol™!. Il en est de méme pour les séquences DFEQ, DFEQ, EQQQ, EQVQ
et YQEQ. Les séquences EQDQ, DFDQ et NQEQ ont une majorité de structures avec

une affinité pour le D-TyrAMP entre -50 et -55 kcal.mol™!, ce qui voudrait dire que ces
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séquences améliorent I'affinité pour le nouveau ligand. La séquence DQEQ a des structures
majoritairement réparties entre -50 et -60 kcal.mol !, ce qui voudrait dire également que ce
mutant améliore I'affinité pour le D-TyrAMP. Pour la séquence QQEQ), la plage d’affinité
balayée par I'ensemble des structures est trés large, de -55 a -40 kcal.mol™!; on ne peut
donc pas conclure sur les effets de ce mutant, car autant de structures présentent une
affinité supérieure a la native qu’inférieure. Enfin, les séquences YFEQ et NDQQ ont
une majorité de structures avec une affinité pour le D-TyrAMP située entre -45 et -
40 kcal.mol™!; elles sont donc moins efficaces que la native pour lier le D-TyrAMP, en

moyenne, bien que certaines structures y parviennent (figure 5.16).

Comparons maintenant les affinités obtenues pour ces séquences avec le L-TyrAMP
(figure 5.17). Les affinités sont globalement réparties entre -65 et -45 kcal.mol™!, comme
avec le D-TyrAMP. La native a des structures majoritairement comprises entre -55 et
-50 kcal.mol™!. Notre modélisation de I’enzyme natif donne ainsi, comme attendue, une
affinité moyenne supérieure pour le L-TyrAMP par rapport au D-TyrAMP. Les mutants
EQQQ, EQVQ, NQEQ et YFEQ ont une majorité de structures dans la méme plage
d’affinité que la native. Les mutants DFEQ, DQEQ, EQDQ, DFDQ et YQEQ ont une
majorité de structures avec une affinité entre -60 et -55 kcal.mol™'; ces mutants lient
donc mieux le L-TyrAMP que la native. Enfin, les mutants NDQQ et QQEQ ont une
majorité de structures entre -50 et -45 kcal.mol™! ; ces mutants ont donc une affinité pour

le L-TyrAMP inférieure a la native.

La fonction d’énergie CASA est tres simple, et ces séquences devront étre réexaminées
a la lumiere des simulations de dynamique et des calculs Poisson-Boltzmann, décrits dans
le chapitre suivant. Néanmoins, ces résultats nous donnent quelques indications sur la
spécificité de ces séquences. Voyons tout d’abord les séquences EQDQ, DFDQ et NQEQ),
qui sont prédites comme améliorant ’affinité pour le nouveau ligand. EQDQ et DFDQ
améliorent également 'affinité pour le L-TyrAMP ; ces mutants ne sont pas spécifiques
pour lier le D-TyrAMP. Le mutant NQEQ, en revanche, a une majorité de structures
entre -55 et -45 kcal.mol™!, & la fois pour le L-TyrAMP et pour le D-TyrAMP. Le ratio

de fixation D/L serait donc amélioré par rapport a la native, mais toujours pas inversé.
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Densité

FIGURE 5.16 — Affinités estimées pour les complexes Eco-TyrRS:D-TyrAMP
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Densité

FIGURE 5.17 — Affinités estimées pour les complexes Eco-TyrRS:L-TyrAMP
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Pour le mutant DQEQ, de méme, on a également amélioré 'affinité a la fois pour le L-
TyrAMP et pour le D-TyrAMP, mais le ratio de fixation D/L semble considérablement
amélioré méme s’il n’est toujours pas inversé. Le mutant QQEQ ne change pas I'affinité
pour le L-TyrAMP ; certaines de ces structures lient mieux le D-TyrAMP que la native et
d’autres, moins bien ; il est donc difficile de dégager une tendance pour ce mutant. Pour le
mutant YFEQ), laffinité pour le L-TyrAMP est comparable a la native, et I'affinité pour la
D-TyrAMP est diminuée par rapport a la native. C’est donc un moins bon candidat pour
notre étude. Enfin, le mutant NDQQ défavorise a la fois la liaison au L et D-TyrAMP, de

maniere similaire.

TyrRS de M. jannaschii Pour la TyrRS de M. Jannaschii native, I'affinité pour le
D-TyrAMP varie de -45 & -20 kcal.mol™!. Pour les mutants EEVQ, EQNE, et QELE,
cette affinité est supérieure a la native pour un grand nombre de structures prédites. Pour
les autres mutants étudiées, la plupart des structures ont une affinité comparable a la
native pour le D-TyrAMP (figure 5.18).

Comparons maintenant avec l'affinité pour le L-TyrAMP. La TyrRS native a une
affinité entre -50 et -35 kcal.mol™!. L’affinité pour le L-TyrAMP est améliorée par les
mutants EEVQ, EQNE, NQDQ, QELE et QEDQ. L’affinité est sensiblement la méme que
la native pour les mutants LLVE et QQVD. L’affinité pour le L-TyrAMP est diminuée
avec les mutants LDDN, LQDN, LLDN et LLVD (figure 5.19).

En conséquence, les mutants qui amélioreraient l'affinité pour le D-TyrAMP appa-
raissent peu spécifiques, et ceux qui maintiendraient une affinité comparable a la native,
tout en diminuant 'affinité pour le L-TyrAMP, paraissent plus intéressants; c’est le cas

des mutants LDDN, LQDN, LLDN et LLVD.

5.4.0.2 Energies de dépliement en fonction des affinités

TyrRS d’E. coli Voyons maintenant la relation entre les énergies de dépliement et les
affinités pour toutes ces séquences. Pour les complexes TyrRS:D-TyrAMP, les énergies de
dépliement se trouvent entre -700 et -630 kcal.mol . Comme pour les affinités, il faut noter

que les valeurs absolues ne sont pas directement interprétables, car plusieurs contributions
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Densité

FIGURE 5.18 — Affinités estimées pour les complexes Mja-TyrRS:D-TyrAMP
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FIGURE 5.19 — Affinités estimées pour les complexes Mja-TyrRS:L-TyrAMP
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5.4. CARACTERISATION DES STRUCTURES OBTENUES

importantes sont omises. Les structures stables sont celles qui ont 1’énergie de dépliement
la plus grande, elles sont donc situées dans la partie supérieure des graphiques de la
figure 5.20. On remarque qu’il y a deux minima locaux d’énergie distincts, donnant deux
nuages de points. Pour chaque minimum d’énergie, on obtient des structures de plus ou
moins bonne affinité, mais pour toutes les séquences on remarque que les structures de
meilleures affinités sont également parmis les plus stables. Les graphiques qui présentent
un maximum de points (structures) dans la partie gauche supérieure, correspondent aux
mutants qui lient le ligand avec une bonne affinité et qui ont une structure stable. Les
mutants DFEQ, DQEQ, EQDQ, EQQQ, DFDQ, QQEQ et YQEQ correspondent a ce
critere.

Le comportement de ces séquences avec le L-TyrAMP doit également étre analysé.
Les énergies de dépliement se trouvent entre -850 et -630 kcal.mol™!. Ces énergies de
dépliement sont, en moyenne, plus faibles qu’avec le D-TyrAMP. On remarque que 1'op-
timisation génere des structures groupées autour de minima d’énergie bien distincts, au
nombre de deux dans la plupart des cas, mais pouvant aller jusqu’a quatre ou plus pour
les mutants NDQQ, NQEQ et QQEQ. Ici, la structure de meilleure affinité correspond
toujours a une énergie de dépliement élevée, sauf pour les mutants EQDQ, NDQQ, ou
quelques structures moins stables dérogent a cette regle (figure 5.21).

De cette analyse, il ressort que les mutants DFEQ et EQDQ seraient ceux qui amélio-

reraient le plus la liaison du D-TyrAMP.

TyrRS de M. jannaschii Pour les complexes TyrRS:D-TyrAMP, les énergies de dé-
pliement se trouvent entre -1040 et -940 kcal.mol~!. On constate ici qu’il y a au moins deux
minima d’énergie par mutant. La meilleure affinité est toujours donnée par une structure
d’énergie de dépliement élevée (figure 5.22). Méme constat avec le ligand L-TyrAMP : il
y a deux minima locaux d’énergie de dépliement, mais I'affinité maximale n’est pas tou-
jours donnée par la structure qui a la plus grande énergie de dépliement. Pour les mutants
LDDN, LLVE, NQDE, QQVD, la structure de TyrRS donnant la meilleure affinité pour
le L-TyrAMP n’a pas une énergie de dépliement tres élevée; elle est peu stable (figure

5.23).
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F1GURE 5.20 — Energie de repliement en fonction de 'affinité pour les complexes Fco-
TyrRS:D-TyrAMP
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F1GURE 5.21 — Energie de repliement en fonction de 'affinité pour les complexes Fco-
TyrRS:L-TyrAMP
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FIGURE 5.22 — Energie de repliement en fonction de 'affinité pour les complexes Mja-
TyrRS:D-TyrAMP
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FIGURE 5.23

TyrRS:L-TyrAMP
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5.4.0.3 Energies de dépliement comparées aux énergies des structures re-

construites

TyrRS d’E. coli L’énergie de dépliement est obtenue par Proteus a partir de la ma-
trice d’énergie, en tenant compte également des énergies de référence. En revanche, la
reconstruction 3D des structures prédites permet un calcul direct de 1'énergie totale es-
timée apres une légere minimisation d’énergie (cf. Chapitre Dessein computationnel de
la TyrRS : méthodes). Il est donc intéressant de vérifier qu’il y a une certaine cohérence
entre ces valeurs. Il s’agit donc de comparer les énergies obtenue par Proteus et par Xplor.
Avec le D-TyrAMP, on remarque 'existence de deux groupes de structures. Ceci est tres
visible sur la figure 5.24 pour les mutants YFEQ et YQEQ. On constate qu’il y a des mi-
nima d’énergie donnés par Xplor, comme il y a des minima d’énergie donnés par Proteus,
et que ceux-ci semblent corrélés "par groupes'. Globalement, plus I'énergie du systeme
est stable, plus I'énergie de dépliement est élevée au sein d’'un méme bassin d’énergie.
Mais d'un groupe a 'autre, on peut avoir une méme énergie de dépliement pour des éner-
gies Xplor tres différentes (figure 5.24). Pour les complexes L-TyrAMP, la répartition des

énergies Xplor autour de minima locaux est plus marquée (figure 5.25).

TyrRS de M. jannaschii On constate également que les structures les plus stables
ont des énergies de dépliement élevées. Il y a donc un bon accord entre les calculs d’énergie
Xplor et Proteus. La méme observation est faite avec le ligand L-TyrAMP (cf. figures 5.31

et 5.30 en Appendice).

5.4.0.4 Répartition des énergies de repliement

TyrRS d’E. coli Les énergies de dépliement des structures de TyrRS liées au D-
TyrAMP, sont globalement comprises entre -750 et -600 kcal.mol™! (figure 5.26). Pour
toutes les séquences, la majorité des structures sont dans un intervalle de 20 kcal.mol ™.
Avec le L-TyrAMP, les structures ont une énergie de dépliement comprise entre -900 et
-600 kecal.mol™* (figure 5.27). Pour la native et les mutants DFEQ, EQQQ, QQEQ, YFEQ

et YQEQ, on observe deux minima locaux d’énergies, un vers -850 kcal.mol™! et l'autre
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FIGURE 5.24 — Energies de dépliement comparées aux énergies des structures reconstruites
pour les complexes Eco-TyrRS:D-TyrAMP
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FIGURE 5.25 — Energies de dépliement comparées aux énergies des structures reconstruites
pour les complexes Eco-TyrRS:L-TyrAMP
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vers -650 kcal.mol™!, alors que pour les mutants DQEQ, EQDQ, EQVQ, NDQQ, NQEQ

et DFDQ), seul celui vers -650 kcal.mol ™! existe.

TyrRS de M. jannaschii Pour le ligand D-TyrAMP, les énergies de dépliement calcu-
lées par Proteus sont réparties entre -1040 et -960 kcal.mol™! pour la native. Les mutants
ont tous une énergie de dépliement plus grande (cf. figure 5.32 en Appendice). Avec le
ligand L-TyrAMP, I’énergie de dépliement est entre -1040 et -960 kcal.mol~!. Tous les
mutants augmentent cette énergie de dépliement également, sauf LDDN et LQDN qui
conservent des valeurs d’énergies de dépliement comparables a la native (cf. figure 5.33 en
Appendice). Ce sont donc ces deux mutants, LDDN et LQDN, qui vont favoriser le ligand
D-TyrAMP, car ils ont des structures plus stables que la native avec le D-TyrAMP, et de

meéme stabilité que la native avec le ligand natif.

5.4.0.5 Répartition des énergies des structures reconstruites (énergies "Xplor")

TyrRS d’E. coli Pour les complexes TyrRS:L-TyrAMP, les énergies données par Xplor
sont comprises entre -3400 kcal.mol™! et -3300 kcal.mol™' (figure 5.28). Pour les mu-
tants YFEQ et YQEQ), il existe un autre minimum local d’énergie, entre -2800 et -2600
kcal.mol™t . Pour les complexes avec D-TyrAMP, on distingue majoritairement deux
groupes d’énergie : un premier entre -3400 et -3200 kcal.mol~! et un second entre -2900 et
-2800 kcal.mol~t. Ceci est le cas pour la native et I’ensemble des mutants. Pour la native
et les mutants DFEQ, EQQQ, QQEQ et YFEQ, un troisiéme groupe de structures existe,

avec une énergie entre -2800 et -2600 kcal.mol™! (figure 5.29).

TyrRS de M. jannaschii Les énergies pour les complexes TyrRS:D-TyrAMP sont
comprises entre -2350 et -2250 kcal.mol~! pour la TyrRS native. On constate que tous
les mutants générés donnent des énergies sensiblement du méme ordre de grandeur :
les mutants créés sont donc tres stables (cf. figure 5.34 en Appendice). De méme, les
énergies des complexe TyrRS:L-TyrAMP sont comprises entre -2400 et -2300 kcal.mol ™.
Les mutants donnent donc des structures d’énergies comparables a la native (cf. figure

5.35 en Appendice).
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FIGURE 5.26 — Répartition des énergies de dépliement pour les complexes Eco-TyrRS:D-
TyrAMP
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FIGURE 5.27 — Répartition des énergies de dépliement pour les complexes Fco-TyrRS:L-
TyrAMP
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FIGURE 5.28 — Répartition des énergies des structures reconstruites pour les complexes
Eco-TyrRS:D-TyrAMP
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FIGURE 5.29 — Répartition des énergies des structures reconstruites pour les complexes
FEco-TyrRS:L-TyrAMP
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5.5 Conclusions

Pour les prédictions de structures de TyrRS native liées au ligand natif, notre méthode
a été en mesure de retrouver des structures proches de la structure cristallographique,
groupées dans un minimum d’énergie local. Notre méthode a également échantillonné des
structures correspondant a d’autres minima locaux d’énergie. Avec le D-TyrAMP, nous
avons également généré plusieurs structures, explorant ainsi plusieurs minima d’énergie
possibles. Dans le cas de 'apoenzyme, nous avons observé que la liberté de placement des
chaines latérales permet plus de conformations possibles. L’étude de spheres de différentes
tailles, centrées sur le ligand, a montré que le site actif est I’endroit de la structure le plus
concerné par l'optimisation de séquence et de structure. Aussi, pour une méme séquence,
les structures de TyrRS proposées par notre méthode sont tres différentes selon le ligand.

Pour la génération de séquences mutantes par CPD, il est satisfaisant d’observer que
nous retrouvons souvent l'acide aminé natif & une position mutante, ou bien un acide
aminé avec des propriétés physico-chimiques proches. Nous générons aussi parfois des
acides aminés aux propriétés tres différentes. Aussi, certaines combinaisons de mutations
donnent finalement des acides aminés tres proches de la séquence native, mais dans un
ordre différent. Pourtant, quelques séquences sont tres différentes et suscitent d’autant plus
notre interét. Les séquences générées et leurs structures sont d’une stabilité comparable a
la native. Il faut cependant noter que les mutations peuvent entrainer des modifications
structurales du squelette, qui ne peuvent pas étre retranscrites ici puisque nous maintenons
le squelette protéique fixe. Au sujet des affinités des séquences générées, certains mutants
peuvent présenter une affinité supérieure pour le ligand non naturel, mais également pour
le ligand natif. D’autres sont plus spécifiques. Une telle étude systématique permet ainsi
de se pencher a la fois sur le probleme de l'affinité et sur celui de la spécificité. Nous
verrons dans le chapitre suivant des analyses complémentaires sur les séquences les plus

prometteuses.
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5.6 Appendice. Résultats supplémentaires pour M.

jannaschii

195



CHAPITRE 5. CPD DE LA TYRRS : CARACTERISATION DES SEQUENCES ET
STRUCTURES OBTENUES

F1GURE 5.30 — Energies de dépliement comparées aux énergies des structures reconstruites
pour les complexes Mja-TyrRS:D-TyrAMP
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FIGURE 5.31 — Energies de dépliement comparées aux énergies des structures reconstruites
pour les complexes Mja-TyrRS:L-TyrAMP
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FIGURE 5.32 — Répartition des énergies de dépliement pour les complexes Mja-TyrRS:D-
TyrAMP
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FIGURE 5.33
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FIGURE 5.34 — Répartition des énergies des structures reconstruites pour les complexes
Mja-TyrRS:D-TyrAMP
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FI1GURE 5.35 — Répartition des énergies des structures reconstruites pour les complexes
Mja-TyrRS:L-TyrAMP
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Chapitre 6

CPD de la TyrRS d’E. coli: Analyse

des résultats d’évolution dirigée

Ce chapitre va plus en avant dans ’analyse des meilleures séquences obtenues a l’issue
de la modélisation de I’évolution dirigée, a la fois avec les ligands L et D-Tyrosine, et
avec les ligands L et D-TyrAMP. Les meilleures séquences prédites ont fait 'objet de
calculs d’affinité, de simulations de dynamique moléculaire, puis d’estimations d’affinité
par des calculs d’énergies libre par la méthode de résolution de I’équation de Poisson-
Boltzmann (PBFE). Nous nous sommes également attachés a I’étude des structures 3D.
Certaines séquences, enfin, ont fait l'objet d’analyses biochimiques. Nous recouperons
toutes les informations disponibles pour une méme séquence. Enfin, nous proposerons

d’autres positions de la séquence qu’il pourrait étre intéressant de muter.

6.1 Choix des séquences a analyser

6.1.1 CPD de la TyrRS liée a la D-Tyr

Le protocole qui a été utilisé pour I’évolution dirigée est rappelé dans la figure 6.1. Nous
mutons les positions suivantes: D81, Y175, Q179 et Q201. Ce sont elles qui sont jugées
responsables de la stéréo-spécificité de 'interaction avec le ligand. A l’issu des 100000

cycles heuristiques, 144 séquences uniques ont été obtenues. Leurs énergies de repliement
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sont du méme ordre de grandeur, entre -1730 et -1720 kcal.mol~!. On sélectionne les mille
structures d’énergie de repliement les plus basses. Dans ce jeu de données, on ne retrouve
plus que 71 séquences uniques. L’affinité est ensuite calculée pour ces mille structures,
recouvrant les 71 séquences. On peut alors comparer la fixation a la D-Tyr de ces mutants
par rapport a 'enzyme natif. Dans le tableau 6.1, on indique les mutants prédits donnant
au moins une structure ayant une affinité supérieure ou comparable a la TyrRS native

pour la D-Tyr.

FI1GURE 6.1 — Schéma détaillé de la procédure de CPD appliquée a la TyrRS avec les
ligands L-Tyr et D-Tyr. Une séquence/structure: constitue la séquence et le jeu de rota-
meres prédits a issue d'un cycle heuristique.

100000 cycles heuristiques

Elimination des doublons de séquence/structure

Tri sur I'énergie de repliement.

Sélection de 1000 jeux de séquence/structure d'énergie de repliement stable.
Reconstruction

Calcul d'affinité

Tri sur 'affinité

Identification de séquence/structure de bonne affinité

Réoptimisation de ces séquences:

Ligand natif Ligand modifié

20000 cycles heuristiques 20000 cycles heuristiques

Elimination des doublons de séquence/structure  |Elimination des doublons de séquence/structure
Reconstruction Reconstruction

Calcul d'affinité Calcul d'affinité

Estimation de la spécificité des séquences
Identification des séquences de bonne affinité et spécificité pour le ligand non naturel

Ligand natif Ligand modifié
Dynamique moléculaire Dynamique moléculaire
PBFE PBFE

A partir de ce tableau, deux séquences semblent particulierement intéressantes. La
premiere est KYED, car elle est prédite a travers 364 structures différentes, sur les mille

sélectionnées. La deuxieme est la séquence HDED, qui possede I'affinité moyenne la plus
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TABLE 6.1 — Séquences susceptibles de lier préférentiellement la D-Tyrosine. Energies en

kcal.mol~?
Séquence mnombre de charge Energie de dépliement écart  Affinité écart Meilleure
structures moyenne type moyenne type affinité
DYQQ 256 -1 -1729.91 10.26 -7.89 1.78 -11.48
EKDD 85 -2 -1721.12 11.08 -21.88 6.83 -27.42
FYER 13 0 -1721.49 9.80 -19.82 1.66 -24.30
FYMD 2 -1 -1721.28 2.80 -22.00 2.10 -24.10
NWDD 2 -2 -1719.36 0.33 -22.23 1.11 -23.34
HDED 7 -2 -1720.04 2.52 -22.64 0.26 -23.02
KSDD 2 -1 -1722.95 0.76 -21.44 0.26 -21.70
KDED 3 -2 -1727.49 9.70 -20.83 0.23 -21.10
FDHD 2 -1 -1717.83 0.33 -17.50 2.21 -19.70
EKER 8 0 -1721.16 7.70 -18.23 0.28 -18.50
HDHD 1 0 -1717.61 0.00 -18.26 0.00 -18.26
DYER 6 -1 -1719.79 10.19  -12.79 2.44 -18.06
HDER 12 0 -1722.50 8.76 -16.36 1.55 -17.98
DDKE 3 -2 -1724.04 12.13  -17.75 0.16 -17.91
DWDD 18 -3 -1721.08 8.71 -16.09 0.93 -17.71
HDDD 3 -2 -1716.88 1.02 -9.12 5.95 -17.53
EHER 2 0 -1728.30 11.63  -16.60 0.91 -17.51
YWDD 1 -2 -1717.64 0.00 -16.77 0.00 -16.77
KDER 2 0 -1722.47 1.87 -16.57 0.02 -16.59
KYED 364 -1 -1716.96 8.20 -13.65 0.57 -15.44
DWDR 31 -1 -1717.91 4.22 -9.59 2.61 -15.37
DDKD 3 -2 -1732.96 4.15 63.25  54.36  -13.63
DWRD 1 -1 -1718.48 0.00 -12.63 0.00 -12.63
DDRD 9 -2 -1719.36 6.78 -10.33 1.50 -12.05
DDRE 2 -2 -1730.68 12.78  -11.76 0.01 -11.77
DWHD 6 -1 -1717.88 2.35 -9.59 0.67 -10.45
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forte. Cependant, nous la remplacerons par HYED), qui est proche de la séquence HDED
mais avec la position Y175 native. De plus, nous étudierons la séquence KYEQ, déri-
vant de la séquence KYED prédite mais avec I'acide aminé Q201 natif. Ces "retouches’,
HDED—HYED et KYED—KYEQ), ont été effectuées pour se rapprocher de la séquence
native et ne pas trop modifier I'environnement électrostatique du ligand ; en effet, KYED
et HYED portent une charge de -1 sur ces quatre positions, comme la séquence native
DYQQ.

Une autre séquence, EKDD, est prédite a travers 87 structures sur mille ; mais I'intro-
duction de trois charges supplémentaires dans le site actif ne parait pas réaliste, compte
tenu du simple changement d’énantiomérie du ligand. Les autres séquences sont également
laissées de coté, car on ne veut pas introduire de tryptophane ou de phénylalanine qui
favoriseraient a la fois la liaison de la L-Tyr et celle de la D-Tyr par effet hydrophobe avec
le cycle aromatique de la tyrosine. On choisit donc de faire I’étude approfondie des trois
séquences de TyrRS mutantes : HYED, KYED et KYEQ. Le mutant RYQQ proposé par

les expérimentalistes sera également étudié.

6.1.2 CPD de la TyrRS liée au L-TyrAMP et au D-TyrAMP

On veut a présent générer des mutants liant préférentiellement le D-TyrAMP. Pour
cela, on réalise par Proteus 100000 cycles heuristiques avec le ligand D-TyrAMP, d’une
part, et avec le ligand L-TyrAMP, d’autre part. On obtient 28 séquences prédites. Pour
chacune, on fait un rééchantillonage des rotameres a séquence fixe (figure: 6.2).

A Tissu de cette étude exhaustive, nous sélectionnons onze mutants sur la base de
laffinité au nouveau ligand D-TyrAMP. Sont sélectionnés tous les mutants donnant des
structures de meilleures affinités au D-TyrAMP que la structure native. Aux positions 81,
75, 179 et 201, nous étudierons donc la séquence native DYQQ et les mutants sélectionnés:
DFEQ, DQEQ, EQDQ, EQQQ, EQVQ, NDQQ, NQEQ, DFDQ, QQEQ, YFEQ, YQEQ.
La différence d’énergie libre de liaison AAG entre D-TyrAMP et L-TyrAMP est estimée
a 8.53 kcal.mol™! en moyenne pour la TyrRS native. Pour tous les mutants, qu’ils aient

été prédits initialement avec le L-TyrAMP ou avec le D-TyrAMP, les énergies libres de
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FIGURE 6.2 — Schéma détaillé de la procédure de CPD appliquée a la TyrRS avec les
ligands L-TyrAMP et D-TyrAMP.

Mutagénése combinatoire a travers 100000 cycles heuristiques

Reconstruction des structures 3D
Calcul d'affinité protéine-ligand

Réoptimisation de toutes les séquences prédites:

- 20000 cycles heuristiques (séquence fixe)
- Reconstruction des structures 3D
- Calcul d'affinité

Sélection des séquences de bonne affinité et spécificité pour le ligand non naturel
Simulation des complexes TyrRS:Ligand par dynamique moléculaire

Affinité estimée avec un modéle diélectrique continu (méthode “PBFE”)
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liaison indiquent qu’ils favoriseraient la liaison du D-TyrAMP, car leur AAG est négative

(table 6.2).

TABLE 6.2 — Affinités moyennes des mutants et de la native en complexe avec le D-
TyrAMP ou avec le L-TyrAMP (kcal.mol™!). La premiére colonne indique avec quel ligand
le mutant a été prédit initialement. La derniére colonne indique la différence d’affinités
entre le D-TyrAMP et le L-TyrAMP.

Affinité Affinité Affinité Affinité

L-TyrAMP L-TyrAMP D-TyrAMP D-TyrAMP
Ligand Séquence moyenne min moyenne min AAG

DYQQ -52.85 -56.85 -44.32 -50.59 8.53

D DQEQ -54.88 -59.39 -58.61 -61.60 -3.73
L&D NQEQ -50.80 -58.21 -54.19 -58.43 -3.39
D DFDQ -48.08 -56.98 -58.92 -61.69 -10.84
D EQDQ -46.97 -55.35 -57.61 -61.16 -10.64
L&D QQEQ -47.17 -55.24 -48.76 -53.37 -1.59
L&D NDQQ -43.53 -99.11 -47.79 -52.86 -4.26
D EQVQ -46.02 -55.09 -50.62 -53.30 -4.6
D EQQQ -46.79 -55.06 -50.92 -55.77 -4.13
D DFEQ -47.80 -53.43 -56.88 -60.17 -9.08
L&D  YFEQ -34.37 -53.07 -45.33 -57.21 -10.96
L&D  YQEQ -36.15 -52.82 -43.44 -57.07 -7.29

6.2 Analyse générale des séquences obtenues

Dans cette section nous considérons I’ensemble des séquences prédites. Dans les sec-

tions suivantes, nous les considérerons individuellement.

6.2.1 Vue d’ensemble

Nous regarderons ici les propriétés des acides aminés prédits a chacune des quatre
positions actives. Les séquences sont indiquées dans la figure 6.3.

Dans le cas de la TyrRS en liaison a la D-Tyr, 71 séquences sont identifiées. A la
position 81, on retrouve des acides aminés chargés positivement ou négativement; on
retrouve également quelques résidus aromatiques. Nous avons vu que les résidus aroma-
tiques avaient tendance a stabiliser a la fois la liaison de la L-Tyr et celle de la D-Tyr,

car l'effet hydrophobe sur le cycle aromatique du ligand joue un réle important dans la
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FIGURE 6.3 — Séquences prédites par notre protocole d’évolution dirigée, en fonction du
ligand.

(a) Evolution dirigée avec le ligand(b) Evolution dirigée avec les ligands D-TyrAMP et L-
D-Tyr TyrAMP
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fixation des deux ligands. Les mutations intéressantes a cette position sont donc celles qui
transforment le résidu natif chargé négativement en résidu chargé positivement. A la po-
sition 175, on retrouve beaucoup d’acides aminés aromatiques, qui rappellent la tyrosine
native. Mais on y trouve également des résidus chargés positivement ou négativement.
On remarque également qu’une séquence est prédite avec une sérine a cette position. A
la position 175, on retrouve principalement des résidus chargés positivement ou négati-
vement. On trouve dans quatre séquences une tyrosine, alors qu’'un autre mutant place
une méthionine a cette position. A la position 201, I'acide aminé natif est prédit par deux
séquences ; les autres séquences présentent des acides aminés chargés positivement ou né-
gativement. Un mutant place un tryptophane a cette position, sans doute pour remplacer

I'effet de la tyrosine 175 mutée en lysine dans cette séquence.

Dans le cas de la TyrRS d’E. coli en liaison au L-TyrAMP ou au D-TyrAMP, 28
séquences mutantes ont été identifiées, dont 14 a la fois avec le L-TyrAMP et le D-
TyrAMP, ce qui laisse penser qu’elles ne sont pas tres spécifiques. Des lysines en positions
175 et 179 apparaissent avec le ligand D-TyrAMP. Des acides aminés hydrophobes L, V,
et I a la position 179 apparaissent avec le ligand D-TyrAMP. Des phénylalanines et des
tyrosines sont prédites aux positions 81, 175 et 179, autant avec le L-TyrAMP qu’avec le
D-TyrAMP. Les forces hydrophobes stabilisent le cycle aromatique de la partie tyrosine
du ligand sans favoriser ni la forme L ni la forme D. Un fait remarquable est que la position
201 ne soit jamais mutée, bien qu’elle soit autorisée a le faire. L’observation des structures
a conduit a identifier une interaction tres forte entre 'aspartate 200 et la glutamine 201,

qui expliquerait que cet acide aminé soit systématiquement prédit sous sa forme native.

On prédit globalement plus de résidus chargés positivement avec ’acide aminé seul
qu’avec le ligand adénylé. La présence de ’AMP favorise clairement les acides aminés
chargés négativement aux trois premieres positions mutées. La position 201, autorisée a
muter avec tous les ligands, reste fixée sur le type natif quand le ligand est adénylé. On
prédit un acide aminé chargé a cette position quand la protéine est simulée avec le ligand

D-Tyr.
Une autre séquence a été prédite par observation structurale, par les expérimentalistes,
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Sandra Wydau et Pierre Plateau. Il s’agit du mutant RYQQ. L’arginine a la position 81,
permettrait de défavoriser le positionnement du groupement ammonium de la L-Tyr, et

de favoriser celui de la D-Tyr.

6.2.2 Etude de la TyrRS native

On réalise 100000 cycles heuristiques pour explorer les rotameres de la TyrRS native
avec les différents ligands. Un filtre est appliqué pour ne garder qu’un seul exemplaire des
structures identiques. Toutes les structures différentes sont reconstruites a partir du sque-
lette protéique cristallographique et des prédictions de rotameres. L’affinité moyenne sur
toutes ces structures est calculée. Cette moyenne donne une bonne estimation de I'affinité
pour un ligand a travers différentes conformations structurales d’une méme séquence. Les
comparaisons d’affinités d’'une méme séquence pour différents ligands nous permet d’en
estimer la spécificité. Les résultats sont résumés dans la table 6.3.

TABLE 6.3 — TyrRS native. Optimisation des structures. Energies en kcal.mol ™!

Complexe nombre de Energie de dépliement affinité écart Meilleure
structures moyenne * moyenne type affinité
TyrRS:D-Tyr 256 -1729.91 -7.89 1.78  -11.48
TyrRS:L-Tyr 678 -1729.40 -14.71 4.04 -22.21
TyrRS:D-TyrAMP 69 -648.98 -44.32 4.68 -50.59
TyrRS:L-TyrAMP 110 -713.51 -52.85 2.16  -56.85

* . Plus I'énergie de dépliement est élevée, plus il est facile de dénaturer le systeme.
On constate que 'énergie moyenne de dépliement des complexes TyrRS:Tyr est ici tres
différente de celle des complexes TyrRS: TyrAMP. Ceci s’explique par le fait que le systeme
étudié dans chaque cas est une spheére de 25 A autour du ligand. La sphere du complexe
TyrRS:TyrAMP est composée de plus de résidus que la sphere du complexe TyrRS:Tyr.
On constate également qu’il y a une influence de la forme L ou D du ligand sur I’énergie
de dépliement du complexe TyrRS:TyrAMP. Le D-TyrAMP donnerait une énergie de
dépliement plus stable au complexe. Cette différence n’est pas observée pour le complexe
TyrRS:Tyr.

Il a été déterminé expérimentalement chez Bst-TyrRS que la différence d’énergie libre

de liaison entre D-Tyr et L-Tyr est de 1.9 kcal.mol™!. Ici, si nous regardons la meilleure
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affinité pour chaque complexe, AAG = 10.73 kcal.mol™!, alors que cet écart n’est plus
que de 6.26 kcal.mol~! lorsque le ligand est adénylé. Notre méthode reproduit la tendance
expérimentale, mais les différences d’énergies libres sont surestimées.

La figure 6.4 montre la superposition des cinq structures prédites de meilleures affini-
tés avec les quatre ligands. Avec le ligand L-Tyr, seul I’Asp81 présente des conformations
différentes, alors qu’avec le ligand D-Tyr, les quatres positions présentent plusieurs ro-
tameres distincts. Les conformations des rotameres restent tres proches quel que soit le
ligand. On constate cependant une différence qui semble importante pour la spécificité
entre L-Tyr et D-Tyr au niveau du résidu GIn179. Les atomes OE1 et NE2 sont inversés

avec les deux ligands. Pour le complexe TyrRS:TyrAMP, il n’y a pas d’inversion.
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FIGURE 6.4 — TyrRS native. Superposition des 5 structures de meilleures affinités.

(a) TyrRS:L-Tyr
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6.2.3 Séquences prédites avec le ligand D-Tyr
6.2.3.1 Mutant HYED

TABLE 6.4 — Mutant HYED. Ré-optimisation des structures. Energies en kcal.mol ™.

Complexe nombre de Energie de dépliement  affinité  écart Meilleure
structures moyenne moyenne type affinité
TyrRS:D-Tyr 342 -1851.66 -8.68 2.35 -15.85
TyrRS:L-Tyr 977 -1848.75 -18.55  4.20 -27.78
TyrRS:D-TyrAMP 57 -801.25 -40.92 5.89 -46.98
TyrRS:L-TyrAMP 170 -863.84 -47.68  5.95 -55.62

La séquence HYED a été prédite en liaison avec la D-Tyr. Les rotameres ont été ré-
optimisées par 20000 cycles heuristiques avec chaque ligand. Le complexe TyrRS:TyrAMP
apparait beaucoup plus stable que le complexe TyrRS:Tyr (Table 6.4). Ce mutant qui
donne une bonne affinité pour la D-Tyr, favoriserait également la L-Tyr. Il n’a donc pas
une bonne spécificité pour la D-Tyr. Les structures de meilleures affinités sont montrées
dans la figure 6.5. On note pour le complexe TyrRS:TyrAMP que I'histidine peut avoir
deux orientations du cycle bien différentes, alors qu’elle reste dans le méme emplacement

pour le complexe TyrRS:Tyr.
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FIGURE 6.5 — Mutant HYED. Superposition des 5 structures de meilleures affinités.

(a) TyrRS:L-Tyr (b) TyrRS:D-Tyr

7 [
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6.2.3.2 Mutant KYED

TABLE 6.5 — Mutant KYED. Ré-optimisation des structures. Energies en kcal.mol ™!

Complexe nombre de Ener dépliement  affinité  écart Meilleure
structures moyenne moyenne type affinité
TyrRS:D-Tyr 969 -1738.28 -6.98 1.09 -10.20
TyrRS:L-Tyr 993 -1738.15 -20.10 1.79 -24.66
TyrRS:D-TyrAMP 89 -706.36 -28.53  6.29 -45.58
TyrRS:L-TyrAMP 261 -849.19 -39.48  9.91 -54.11

En se basant sur les affinités moyennes (table 6.5), on constate que ce mutant lierait
la L-Tyr mieux que la TyrRS native et moins bien la D-Tyr. Aussi, il lierait les deux
ligands adénylés moins bien que la native. Sur la figure 6.6, nous voyons que la chaine
latérale du ligand n’est pas orientée de la méme maniere pour les conformations L et D.
Aussi, la chaine latérale du Glul79 est plus proche de 'ammonium dans les structures
avec la forme D du ligand. Avec le D-TyrAMP, la Tyr175 peut également se trouver dans
des conformations qui rapprochent son groupe hydroxyle de 'ammonium du ligand. Le
positionnement de la Lys81 est singuliere. Cette lysine stabilise le groupement carboxylate
des tyrosines L et D. Mais en présence de I’AMP, il semble y avoir plusieurs orientations
possibles. La premiere placerait 'extrémité de la chaine latérale de la lysine vers le phos-
phate, la deuxieme la placerait vers 'ammonium. En présence de D-TyrAMP, on peut
avoir un déplacement de la Tyrl75 et du Glul79 qui s’adaptent a la conformation D du

ligand.
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FIGURE 6.6 — Mutant KYED. Superposition des 5 structures de meilleures affinités.

(a) TyrRS:L-Tyr (b) TyrRS:D-Tyr
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6.2.3.3 Mutant KYEQ

TABLE 6.6 — Mutant KYEQ. Ré-optimisation des structures. Energies en kcal.mol™!

Complexe nombre de Ener dépliement  affinité  écart Meilleure
structures moyenne moyenne type affinité
TyrRS:D-Tyr 356 -1745.02 -9.46 3.03 -17.19
TyrRS:L-Tyr 925 -1744.91 -13.85 2.93 -28.19
TyrRS:D-TyrAMP 100 -720.24 -36.60  10.10  -53.98
TyrRS:L-TyrAMP 352 -817.77 -43.46 9.94 -58.05

Ce mutant semble tres intéressant. Il augmente d’une part 'affinité moyenne pour
la D-Tyr et diminue d’autre part celle pour la L-Tyr. Malheureusement, il diminue les
affinités moyennes pour les ligands adénylés par rapport a la native. En revanche, si nous
observons les affinités maximales, elles sont supérieures a la native pour tous les ligands
(table 6.6). Sur la figure 6.7, nous voyons que pour le complexe TyrRS:L-Tyr, la Lys81 peut
adopter deux conformations. Dans un cas, elle stabilise le carboxylate de la tyrosine. Dans
I’autre cas, elle interagit avec le Glul79. Pour les complexes avec la D-Tyr, on constate
que cette lysine ne présente qu'une orientation possible, celle qui stabilise le carboxylate.
Pour le complexe TyrRS:L-TyrAMP, I'extrémité chargée de la chaine latérale de la lysine
peut stabiliser le groupement C=0O du ligand ou le phosphate. Dans le cas du complexe
TyrRS:D-TyrAMP, il n’y a qu'une seule conformation pour cette lysine, celle qui stabilise

le phosphate.
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FIGURE 6.7 — Mutant KYEQ. Superposition des 5 structures de meilleures affinités.

(a) TyrRS:L-Tyr (b) TyrRS:D-Tyr

(d) TyrRS:D-TyrAMP
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6.2.3.4 Mutant RYQQ

TABLE 6.7 — Mutant RYQQ. Ré-optimisation des structures. Energies en kcal.mol ™!

Complexe nombre de Ener dépliement  affinité  écart Meilleure
structures moyenne moyenne type affinité
TyrRS:D-Tyr 379 -1873.55 -7.67 1.94 -15.18
TyrRS:L-Tyr 473 -1872.95 -11.34  2.16 -16.49
TyrRS:D-TyrAMP 162 -853.78 -34.85 7.23 -45.98
TyrRS:L-TyrAMP 353 -855.93 -39.26  7.32 -54.17

La séquence RYQQ a été proposée par les expérimentalistes sur observation de la
structure cristallographique. L’étude des affinités moyennes pour le ligand RYQQ apparait
singuliere. Ce mutant diminuerait ’affinité des quatres complexes considérés, mais aug-
menterait le ratio des affinités D-Tyr/L-Tyr ou D-TyrAMP /L-TyrAMP. Ce mutant donne
cependant une affinité maximale pour le complexe TyrRS:D-Tyr supérieure a la meilleure
affinité de la native. Dans la figure 6.8, nous voyons que pour le complexe TyrRS:L-Tyr, la
chaine latérale de I’arginine 81 peut étre proche de celle du ligand ou s’en éloigner. Pour
le complexe TyrRS:D-Tyr, la position des chaines latérales est plus variable. Dans ces
deux cas, la Tyrl75 s’est écartée du ligand par rapport a la structure native, pour libérer
I’espace nécessaire a I’arginine. Pour le complexe TyrRS:L-TyrAMP, L’ Arg81 stabilise le
groupement phosphate. Pour le complexe TyrRS:D-TyrAMP, la chaine latérale du ligand
adopte une conformation différente de celle du ligand cristallographique. Ceci serait di
a 'encombrement stérique créé par la chaine latérale de I’Arg81, car ici, la Tyrl75 est
dans une conformation proche de la structure cristallographique. On note un placement
couplé des chaines latérales de I’Arg81 et de la GIn179. On peut avoir un rapprochement
de 'atome OE1 de la GInl79 avec le groupement guanidine de I’arginine 81. Si ’atome
OELl est orienté différemment, cette interaction n’a pas lieu et la chaine latérale entiere

de la GIn179 est déplacée.
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FIGURE 6.8 — Mutant RYQQ. Superposition des 5 structures de meilleures affinités.

(a) TyrRS:L-Tyr (b) TyrRS:D-Tyr
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FI1GURE 6.9 — Mutant EQQQ. Superposition des 5 structures de meilleures affinités.

(a) TyrRS:L-TyrAMP (b) TyrRS:D-TyrAMP

2,

\,\0
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Y

6.2.4 Séquences prédites avec L-TyrAMP ou D-TyrAMP

6.2.4.1 Mutant EQQQ

TABLE 6.8 — Mutant EQQQ. Ré-optimisation des structures. Energies en kcal.mol ™!

Complexe nombre de Ener dépliement  affinité  écart Meilleure
structures moyenne moyenne type affinité
TyrRS:D-TyrAMP 60 -647.87 -46.79  3.32 -55.06
TyrRS:L-TyrAMP 116 -718.87 -50.92 2.67 -55.77

La séquence EQQQ a été prédite en liaison avec le D-TyrAMP. Ce mutant améliore
laffinité moyenne pour le ligand D-TyrAMP et diminue celle pour le ligand L-TyrAMP ;
il en va de méme pour les affinités maximales. Ceci en fait un bon candidat pour notre
étude. Pour ces deux complexes, les chaines latérales du Glu81 et de la GIn201 sont placées
de maniere identique (figure 6.9). La chaine latérale de la GInl75 s’écarte du site actif
également dans les deux cas. Un fait remarquable est le positionnement des atomes NE2
et OE1 du groupement amide de la GIn179. Ils s’inversent selon que ligand est L ou D,

comme pour la TyrRS native.
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F1GURE 6.10 — Mutant QQEQ. Superposition des 5 structures de meilleures affinités.

(a) TyrRS:L-TyrAMP (b) TyrRS:D-TyrAMP
S TS - TN - 7\ ~

6.2.4.2 Mutant QQEQ

TABLE 6.9 — Mutant QQEQ. Ré-optimisation des structures. Energies en kcal.mol™*

Complexe nombre de Ener dépliement  affinité  écart Meilleure
structures moyenne moyenne type affinité
TyrRS:D-TyrAMP o4 -648.41 -AT.17 4.57 -55.24
TyrRS:L-TyrAMP 125 -742.03 -48.76 2.00 -53.37

La séquence QQEQ a été prédite a la fois en présence du ligand L-TyrAMP et du
D-TyrAMP. Ce mutant améliore I'affinité moyenne pour le ligand D-TyrAMP et diminue
celle pour le ligand L-TyrAMP ; de méme pour les affinités maximales. C’est également
un bon candidat pour notre étude. Les chaines latérales du Glul79 et de la GIn201 sont a
la méme position indifféremment avec la forme L ou D du ligand (figure 6.10). La chaine
latérale de la GIn175 est repoussée du site actif, comme pour le mutant précédent. On

observe pour la GIn81 la méme inversion de positionnement des atomes OE1 et NE2.
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FIGURE 6.11 — Mutant YQEQ. Superposition des 5 structures de meilleures affinités.

(a) TyrRS:L-TyrAMP (b) TyrRS:D-TyrAMP

6.2.4.3 Mutant YQEQ

TABLE 6.10 — Mutant YQEQ. Ré-optimisation des structures. Energies en kcal.mol ™!

Complexe nombre de Energie de dépliement  affinité  écart Meilleure
structures moyenne moyenne type affinité
TyrRS:D-TyrAMP 93 -623.85 -36.15  14.69 -52.82
TyrRS:L-TyrAMP 90 -696.97 -43.44 12,42 -57.07

La séquence YQEQ a été prédite a la fois en présence du ligand L-TyrAMP et D-
TyrAMP. Ici, les affinités moyennes sont inférieures a celle de la native pour les deux
ligands. On arrive cependant a prédire des structures plus affines pour les deux ligands.
Dans la figure 6.11, pour le complexe TyrRS:L-TyrAMP, la Tyr81 peut avoir une orienta-
tion comparable a celle de la Tyrl75 native, en pointant son groupement hydroxyle vers
le ligand. Elle peut s’orienter également vers le bas, alors la chaine latérale du Glul79 se
déplace. Dans le cas du complexe TyrRS:L-TyrAMP, la Tyr81 est orientée vers le bas, la
chaine latérale 179 est déplacée dans le site actif, et ce glutamate interagit plus favora-
blement avec la D-Tyr. La GInl75 est éloignée du site actif dans les deux cas, mais on
observe cependant l'inversion de positionnement des atomes OE1 et NE2 selon la forme
L ou D du ligand. Ce mutant semble défavoriser la liaison au L-TyrAMP, plus qu’il ne

favorise réellement le D-TyrAMP.
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FIGURE 6.12 — Mutant DQEQ. Superposition des 5 structures de meilleures affinités.

(a) TyrRS:L-TyrAMP (b) TyrRS:D-TyrAMP

TIPRK

6.2.4.4 Mutant DQEQ

TABLE 6.11 — Mutant DQEQ. Ré-optimisation des structures. Energies en kcal.mol~*

Complexe nombre de Energie de dépliement  affinité  écart Meilleure
structures moyenne moyenne type affinité
TyrRS:D-TyrAMP 73 -641.73 -54.88 2.31 -59.39
TyrRS:L-TyrAMP 59 -661.01 -58.61 1.14 -61.60

La séquence DQEQ a été prédite en liaison avec le D-TyrAMP. Les affinités moyennes
et maximales pour les ligands sont bien supérieures a celle de la native, avec toujours plus
d’affinité pour le ligand L-TyrAMP. Nous voyons sur la figure 6.12 que pour ce mutant,
les chaines latérales semblent au premier abord positionnées identiquement pour les deux
ligands. On remarque pourtant que les atomes OE1 et NE2 des glutamines 175 et 201

sont inversés.

225



CHAPITRE 6. CPD DE LA TYRRS D’E. COLI: ANALYSE DES RESULTATS
D’EVOLUTION DIRIGEE

FIGURE 6.13 — Mutant EQDQ. Superposition des 5 structures de meilleures affinités.

a) TyrRS:L-TyrAMP b) TyrRS:D-TyrAMP
y y

6.2.4.5 Mutant EQDQ

N

TABLE 6.12 — Mutant EQDQ. Ré-optimisation des structures. Energies en kcal.mol~*

Complexe nombre de Energie de dépliement  affinité  écart Meilleure
structures moyenne moyenne type affinité
TyrRS:D-TyrAMP 53 -651.13 -46.97 5.38 -55.35
TyrRS:L-TyrAMP o8 -663.23 -57.61 2.07 -61.16

La séquence EQDQ a été prédite en liaison avec le D-TyrAMP. L’affinité moyenne et

I’affinité maximale sont améliorées par rapport a la native pour les deux ligands. Au regard

de la figure 6.13, nous voyons que pour ce mutant, les acides aminés aux quatre positions

sont placés identiquement. Les deux acides aminés chargés interagissent directement avec

I’ammonium du ligand L ou D.
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FIGURE 6.14 — Mutant DFEQ. Superposition des 5 structures de meilleures affinités.

a) TyrRS:L-TyrAM b) TyrRS:D-TyrAMP
y y

N -

6.2.5 Séquences d’affinité moindre

TABLE 6.13 — Mutant DFEQ. Ré-optimisation des structures. Energies en kcal.mol™*

Complexe nombre de Energie de dépliement affinité  écart Meilleure
structures moyenne moyenne type  affinité
TyrRS:D-TyrAMP 62 -647.52 -47.80  3.12 -53.43
TyrRS:L-TyrAMP 112 -746.48 -56.88 1.51 -60.17

Mutant DFEQ La séquence DFEQ a été prédite en liaison avec le D-TyrAMP. L’affi-
nité moyenne et I'affinité maximale sont améliorées par rapport a la native pour les deux
ligands. Sur la figure 6.14, nous voyons que pour ce mutant également, les acides ami-
nés aux quatre positions sont positionnés identiquement. Les deux acides aminés chargés

interagissent directement avec 'ammonium du ligand.
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FIGURE 6.15 — Mutant EQVQ. Superposition des 5 structures de meilleures affinités.

(a) TyrRS:L-TyrAMP (b) TyrRS:D-TyrAMP

(o

TABLE 6.14 — Mutant EQVQ. Ré-optimisation des structures. Energies en kcal.mol™!

Complexe nombre de Energie de dépliement  affinité  écart Meilleure
structures moyenne moyenne type affinité
TyrRS:D-TyrAMP 70 -645.36 -46.02 1.89 -55.09
TyrRS:L-TyrAMP 62 -661.51 -50.62 0.98 -53.30

Mutant EQVQ La séquence EQVQ a été prédite en liaison avec le D-TyrAMP. L’affi-
nité moyenne et I'affinité maximale sont améliorées par rapport a la native pour les deux
ligands. Pour ce mutant, la Vall79, de par sa taille, permet un meilleur positionnement du
Glu81, ce dernier interagit plus favorablement avec le D-TyrAMP qu’avec le L-TyrAMP.

La GInl75 peut voir ses atomes OE1 et NE2 inversés selon le ligand (figure 6.15).
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FIGURE 6.16 — Mutant NDQQ. Superposition des 5 structures de meilleures affinités.

(a) TyrRS:L-TyrAMP (b) TyrRS:D-TyrAMP

TABLE 6.15 — Mutant NDQQ. Ré-optimisation des structures. Energies en kcal.mol ™!

Complexe nombre de Energie de dépliement  affinité  écart Meilleure
structures moyenne moyenne type affinité
TyrRS:D-TyrAMP 28 -650.92 -43.53  4.64 -55.11
TyrRS:L-TyrAMP 123 -662.42 -47.79 1.62 -52.86

Mutant NDQQ La séquence NDQQ a été prédite a la fois en présence du ligand L-
TyrAMP et D-TyrAMP. L’affinité moyenne est améliorée par rapport a la native pour les
deux ligands. Mais lorsqu’on regarde les affinités maximales, seul le complexe TyrRS:D-
TyrAMP a été amélioré par rapport a la native. Sur la figure 6.17, I’Asn81 peut voir ses
atomes OD1 et ND2 inversé ou pas selon le ligand. Les trois autres acides aminés sont
dans la méme conformation quel que soit le ligand. Cet ensemble d’acides aminés chargés

ou polaires encadre 'ammonium du ligand.
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FI1GURE 6.17 — Mutant NQEQ. Superposition des 5 structures de meilleures affinités.

(a) TyrRS:L-TyrAMP (b) TyrRS:D-TyrAMP

TABLE 6.16 — Ré-optimisation des structures. Energies en kcal.mol ™

Complexe nombre de Energie de dépliement  affinité  écart Meilleure
structures moyenne moyenne type affinité
TyrRS:D-TyrAMP 65 -642.95 -50.80 2.19 -58.21
TyrRS:L-TyrAMP 96 -660.12 -54.19 1.67 -58.43

Mutant NQEQ La séquence NQEQ a été prédite a la fois en présence du ligand L-
TyrAMP et D-TyrAMP. L’affinité moyenne et I'affinité maximale sont améliorées par
rapport a la native pour les deux ligands. Les affinités maximales pour les deux ligands
sont semblables. La figure 6.17 nous indique que I’Asn81 peut voir ses atomes OD1 et
ND2 inversés selon que le ligand soit L ou D. Les trois autres acides aminés sont dans la

méme conformation quel que soit le ligand.
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FIGURE 6.18 — Mutant DFDQ. Superposition des 5 structures de meilleures affinités.

(b) TyrRS:D-TyrAMP
S

TABLE 6.17 — Mutant DFDQ. Ré-optimisation des structures. Energies en kcal.mol™!

Complexe nombre de Energie de dépliement  affinité  écart Meilleure
structures moyenne moyenne type affinité
TyrRS:D-TyrAMP 48 -647.43 -48.08 5.60 -56.98
TyrRS:L-TyrAMP 70 -661.99 -58.92 0.89 -61.69

Mutant DFDQ La séquence DFDQ a été prédite en liaison avec le D-TyrAMP. L’af-
finité moyenne et l'affinité maximale sont améliorées par rapport a la native pour les

deux ligands. La figure 6.18 n’est pas tres informative car les conformations des chaines

latérales mutées sont semblables quel que soit le ligand.
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FI1GURE 6.19 — Mutant YFEQ. Superposition des 5 structures de meilleures affinités.

(a) TyrRS:L-TyrAMP (b) TyrRS:D-TyrAMP

TABLE 6.18 — Ré-optimisation des structures. Energies en kcal.mol ™

Complexe nombre de Energie de dépliement  affinité  écart Meilleure
structures moyenne moyenne type affinité
TyrRS:D-TyrAMP 65 -624.43 -34.37  14.65  -53.07
TyrRS:L-TyrAMP 149 -789.31 -45.33 1298  -57.21

Mutant YFEQ La séquence YFEQ a été prédite a la fois en présence du ligand L-
TyrAMP et D-TyrAMP. L’affinité moyenne est diminuée par rapport a la native pour les
deux ligands. Cependant, les affinités maximales sont supérieures a celle obtenue pour
la TyrRS native. Sur la figure 6.19, on retrouve une orientation vers le bas de la Tyr81,
comme chez le mutant YQEQ. Ici, la Phel75 empéche le positionnement vers ’'ammonium
de la Tyr81. Les acides aminés mutés sont disposés de la méme facon quel que soit le ligand.

Cependant, le Glul79, s’oriente de maniere a interagir avec 'ammonium du ligand.
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6.3 Etude par dynamique moléculaire et confronta-

tion aux résultats expérimentaux

A Tissue de 'analyse des résultats d’évolution dirigée, nous voyons que la plupart des
mutants prédits permettent d’augmenter la fixation de la D-Tyr ou du D-TyrAMP, sans
pour autant inverser le ratio de fixation D/L. Les seuls mutants qui semblent y parvenir
sont les mutants : EQQQ, EQDQ et NDQQ. Une propriété structurale est retrouvée dans
plusieurs mutants, les glutamines ont tendance a inverser les positions de leurs atomes
OE1 et ND2 selon que le ligand soit L ou D. I’atome OFE1 s’orientera ainsi au plus pres
de Pammonium du ligand. Etudions maintenant plus en détail toutes ces séquences qui
paraissent déja lier la D-Tyr un peu mieux que la native. Nous étudierons 1’évolution des
structures au cours de simulations de dynamique moléculaire. De plus, pour certaines de
ces séquences, nous décrirons des mesures expérimentales d’activité. En effet, au sein du
laboratoire, des travaux expérimentaux de mutagénese combinatoire par oligonucléotides
dégénérés ont été menés par Pierre Plateau et Sandra Wydau sur la TyrRS, pour favo-
riser la liaison de la D-Tyr. Cette mutagénese aléatoire concerne également les quatre
résidus Asp81, Tyrl75, GInl179 et GIn201. Les biochimistes ont conduit des expériences
d’aminoacylation avec du pyrophosphate inorganique radiomarqué décrites plus loin. Ils
ont également mesurés des constantes d’inhibition avec radiomarquage de la tyrosine puis
introduction de L-Tyr ou de D-Tyr froide. Ils ont ainsi obtenu une information biochi-
mique sur lefficacité des séquences prédites pour lier la L-Tyr et la D-Tyr. Une autre
expérience a été réalisée par Sandra Wydau et Pierre Plateau, I'analyse cinétique de la
réaction d’échange de phosphate inorganique. Le milieu contient initialement de la tyro-
sine radiomarquée, puis la réaction est inhibée avec de la L-Tyr ou de la D-Tyr froide.

On mesure alors la vitesse Vmax.

Dans ce qui suit, nous revenons donc sur les séquences les plus intéressantes, pour les
étudier par dynamique moléculaire et par calculs d’affinité Poisson-Boltzmann et pour

donner, quand ils sont disponibles, les résultats expérimentaux.
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6.3.1 Etude de la TyrRS native

TABLE 6.19 — Affinité protéine-ligand en kcal.mol™!). TyrRS native.

PBFE
Complexe CASA 3ns 5ns AAG
TyrRS:D-Tyr -7.9 -43 -46 405
TyrRS:L-Tyr -14.71 5.0 -5.1
TyrRS:D-TyrAMP 4432 68 -66 +05
TyrRS:L-TyrAMP -52.85 -6.7 -7.1
TyrRS(cristallo):L-TyrAMP - -7.2 0 -T2

TABLE 6.20 — Dynamique moléculaire de la TyrRS native. Déviation RMSD (A) par rap-
port a la structure initiale.

* . Simulations initiées a partir de la structure cristallographique. Les autres sont initia-
lisées a partir de la structure optimisée par Proteus.

3 ns 5 ns
chaine chaine chaine chaine

Complexe principale latérale ligand | principale latérale ligand
TyrRS:D-Tyr 0.7 1.1 0.9 0.7 1.1 1.0
TyrRS:L-Tyr 0.7 1.2 0.7 0.7 1.2 0.7
TyrRS:D-TyrAMP | 0.6 1.0 0.8 0.6 1.1 0.8
TyrRS:L-TyrAMP | 0.7 1.0 1.0 0.7 1.0 1.0
*TyrRS:L-TyrAMP | 0.7 1.0 1.1 0.7 1.1 0.8
*TyrRS Apoenzyme | 0.7 1.3 - 0.7 1.1 -

* . Simulations initiées a partir de la structure cristallographique.
Les autres sont initialisées a partir de la structure optimisée par Proteus.

L’analyse du rmsd par rapport a la structure initiale (table 6.20) montre que la struc-
ture ne se dénature pas au cours de la dynamique, et qu’elle reste proche de la structure
initiale. On calcule le rms des coordonnées par rapport a la structure cristallographique
sur une sphére de 15 A autour du ligand, en moyenne, sur les 100 derniéres ps, aprés 3
ou 5 ns de dynamique. Les déviations sont de 0.6 & 0.7 A pour la chaine principale et de
0.8 & 1 A pour le ligand, quelque soit le ligand. Une étude exhaustive des distances inter
atomiques permet de savoir quels atomes interagissent avec 'ammonium du ligand (table
6.21). Quelques résidus interagissent directement avec I'ammonium du ligand. L’Asp41
lie 'ammonium, cette position pourrait sembler intéressante a muter, mais elle est en fait
impliquée dans la coordination du magnésium nécessaire a I’aminoacylation de I’ARN{.

La structure finale du complexe avec le L-TyrAMP est montré dans la figure 6.20. On voit
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que la structure évolue peu au cours de la dynamique. Cependant, le cycle de la Tyr175,

ainsi que la base adénosine, apparaissent un peu plus mobiles que le reste de la structure.

Une deuxieme simulation du complexe TyrRS:L-TyrAMP a été menée en prenant
comme structure initiale pour la dynamique celle de meilleure affinité générée par Proteus.
Apres 5 ns de dynamique, le rms moyen par rapport a la structure de départ sur une sphere
de 15 A autour du ligand est légérement plus grand que dans la simulation précédente.
On voit donc que la structure reste encore stable au cours de la dynamique. Plusieurs
résidus interagissent directement avec 'ammonium (table 6.21); sans surprise, il s’agit

des résidus 81, 175, 179 et 201.

Nous avons également simulé le complexe TyrRS:D-TyrAMP. Apres 5 ns de dyna-
mique, le rms moyen obtenu par rapport a la structure cristallographique sur une sphere
de 15 A autour du ligand est de 0.6 A pour le squelette protéique et de 1.1 A pour les
chalnes latérales. Les atomes OD1 et OD2 de l'aspartate 81 stabilisent le groupement
ammonium du TyrAMP par liaison hydrogene. La liaison hydrogene entre 'hydroxyle de
la tyrosine 175 et 'ammonium du TyrAMP est également un élément stabilisant, ainsi
que I'atome OE1 de la glutamine 179. La glutamine 201 a une action stabilisante pour le
TyrAMP, en effet, 'atome OE1 est tres proche du groupement ammonium. D’autres in-
teractions sont également importantes. L’arginine 204 interagit a la fois avec la glutamine
179, la glutamine 201, et 'aspartate 81. L’aspartate 200 interagit avec la glutamine 201,
de maniere a fixer sa conformation et favoriser ainsi son interaction avec 'ammonium
du ligand. On constate (table 6.21) que les mémes atomes des mémes résidus sont en
contact avec 'ammonium des ligand L-TyrAMP et D-TyrAMP. On voit (figure 6.21) que
le squelette protéique et les chaines latérales des résidus mutés ont peu évolué au cours de
la dynamique moléculaire. En revanche, la partie tyrosine du ligand s’est déplacée dans

le site actif.

A partir des structures obtenues par dynamique, nous estimons 'affinité protéine-
ligand avec un traitement de Poisson-Boltzmann, dite méthode PBFE (Poisson Boltzmann
Free Energy). On considére la protéine et le ligand comme des corps diélectriques, avec

une constante diélectrique € qui sera généralement prise égale a 4. Ici, avec ¢ = 4, en
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moyennant sur 5 ns de dynamique, la différence d’énergie libre d’association AAG entre
L- et D-Tyr est égale & 0.5 kcal. mol™" en faveur de la L-Tyr (table 6.19). Ce résultat est
proche de la valeur expérimentale de 1.9 kcal.mol™. On retrouve la méme valeur quand
on ¢tudie les ligands adénylés, ce qui est également en accord avec l'expérience, ou la

différence d’énergie libre est de 1.03 kcal.mol~!.

TABLE 6.21 — Distance des atomes avec le groupement ammonium apres 5 ns de dyna-
mique.

Distance a ’azote du
L-TyrAMP
Nom de I'atome  Acide aminé | cristallographique (A) L-TyrAMP (A) D-TyrAMP (A)
OD2 ASP 41 2.8 4.7 4.1
OD1 ASP 81 2.9 4.7 4.7
OD2 ASP 81 4.6 2.6 2.7
OH TYR 175 2.9 2.7 2.9
OE1 GLN 179 2.9 3.1 3.3
OE1 GLN 201 3.8 2.8 2.6

236



6.3. ETUDE PAR DYNAMIQUE MOLECULAIRE ET CONFRONTATION AUX
RESULTATS EXPERIMENTAUX

F1GURE 6.20 — TyrRS native:L-TyrAMP. Superposition de la structure cristallographique
(en vert) et de la structure apres 5 ns de dynamique moléculaire (en rouge).
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FIGURE 6.21 — TyrRS native. Superposition de la structure de meilleure affinité (en vert),
et de la structure apres 5 ns de dynamique moléculaire (en rouge).

(a) TyrRS:L-TyrAMP (b) TyrRS:D-TyrAMP

6.3.2 Séquences prédites avec le ligand D-Tyr
6.3.2.1 Mutant HYED

TABLE 6.22 — Affinité protéine:ligand (kcal.mol™!). Mutant HYED.

PBFE
Complexe CASA 3 ns 5ns AAG
TyrRS:D-Tyr -8.68  -6.4 -7.3 -7.8 sur Hns et -6.9 sur 3 ns

TyrRS:L-Tyr -18.55 0.5 0.5
TyrRS:D-TyrAMP -40.92 -4.7 -4.1  6.61 sur 3 ns
TyrRS:L-TyrAMP -47.68 -11.31 -

TABLE 6.23 — Dynamique moléculaire du mutant HYED. Déviation RMSD (A) par rap-
port a la structure initiale.

3 ns 5 ns
chaine chaine chaine chaine
Complexe principale latérale ligand | principale latérale ligand
TyrRS:D-Tyr 0.7 1.2 0.7 0.8 1.2 0.5
TyrRS:L-Tyr 0.6 1.0 1.0 0.73 1.1 1.0
TyrRS:D-TyrAMP | 0.7 1.1 0.7 0.6 1.1 0.9
TyrRS:L-TyrAMP calcul en cours

Avec CASA, ce mutant n’était pas prédit pour lier préférentiellement la D-Tyr (table

6.28). En revanche, selon les calculs PBFE, ce mutant aurait une forte préférence pour la
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D-Tyr, avec AAG = —7.8 kcal.mol™!. Nous verrons que les expériences (cf. sous chapitre
6.3.3) montrent une légere amélioration pour la liaison de la D-Tyr. Lorsque le ligand est
adénylé, AAG = 6.61 kcal.mol™! sur 3ns de dynamique. Le mutant HYED favoriserait la
liaison de la D-Tyr mais pas celle du D-TyrAMP.

Les résidus 179 et 201 interagissent directement avec 'ammonium du ligand L-TyrAMP
(table 6.24). Pour le complexe TyrRS:D-TyrAMP, apres 5 ns de dynamique, le rms moyen
par rapport a la structure cristallographique est inférieur & 1.1 A (table 6.24). Les résidus
179 et 201 interagissent également avec 'ammonium du D-TyrAMP, le résidu 204 interagit
spécifiquement avec 'ammonium du D-TyrAMP. C’est donc cette derniere interaction qui

favoriserait spécifiquement le résidu D-TyrAMP (figure 6.22).

TABLE 6.24 — Distances des atomes au groupement ammonium apres 5 ns de dynamique
pour le complexe TyrRS:D-TyrAMP et apres 2.8 ns pour le complexe TyrRS:L-TyrAMP

Distance a 'azote du

Nom de l'atome  Acide aminé | L-TyrAMP (A) D-TyrAMP (A)
OE1 GLU 179 2.5 2.8
OE2 GLU 179 3.9 2.8
OD1 ASP 201 2.6 4.0
0D2 ASP 201 3.8 2.9
HD22 ASN 204 3.6 3.4
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FIGURE 6.22 — Mutant HYED. Superposition de la structure de meilleure affinité (en
vert), et de la structure apres 5 ns de dynamique moléculaire (en rouge) pour le complexe
TyrRS:D-TyrAMP. Superposition de la structure de meilleure affinité (en vert), et de la
structure apres 2.8 ns de dynamique moléculaire (en rouge) pour le complexe TyrRS:L-

TyrAMP .

(a) TyrRS:L-TyrAMP

(b) TyrRS:D-TyrAMP

6.3.2.2 Mutant KYED

TABLE 6.25 — Affinité protéine:ligand (kcal.mol™!). Mutant KYED.

PBFE
Complexe CASA 3ns 5ns AAG
TyrRS:D-Tyr 698 62 68 -92
TyrRS:L-Tyr -20.10 2.8 24
TyrRS:D-TyrAMP -2853 -49 -46 7.1
TyrRS:L-TyrAMP -39.48 -12.0 -11.7

TABLE 6.26 — Dynamique moléculaire du mutant KYED. Déviation RMSD (A) par rap-

port a la structure initiale.

3 ns 5 ns
chaine chaine chaine chaine

Complexe principale latérale ligand | principale latérale ligand
TyrRS:D-Tyr 0.8 1.1 0.7 0.8 1.3 0.5
TyrRS:L-Tyr 0.8 1.2 1.1 0.8 1.3 1.3
TyrRS:D-TyrAMP | 0.7 1.0 1.0 0.7 1.0 1.0
TyrRS:L-TyrAMP | 0.6 0.9 0.6 0.6 0.9 0.7
De 1 & 5 ns de dynamique moléculaire, AAG = —9.2 kcal.mol™! pour la différence

D-Tyr/L-Tyr. Ce mutant lierait donc mieux la D-Tyr que la L-Tyr. Mais ceci n’est plus
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vrai lorsque le ligand est adénylé : AAG = 7.1 kcal.mol™!. |

Pour le complexe TyrRS:L-TyrAMP, apres 5 ns de dynamique, le rms moyen par
rapport & la structure de départ sur une sphére de 15 A autour du ligand est inférieur
a 1.3 A (table 6.26). Les résidus 175, 179 et 201 interagissent avec le ligand L-TyrAMP.
Au cours de la dynamique, il y a un réajustement de plusieurs chaines latérales. Tout
d’abord celle du ligand mais également celle de la tyrosine 175. La lysine 81 se rapproche
du groupement phosphate du ligand (figure 6.23). Pour le complexe TyrRS :D-TyrAMP,
apres 5 ns de dynamique, le rms moyen par rapport a la structure de départ sur une
sphere de 15 A autour du ligand est inferieur & 1.3 A (table 6.26). Les résidus 175 et
179 stabilisent les deux ligands, mais les résidus 41 et 76 stabilisent spécifiquement le
D-TyrAMP pour ce mutant (table 6.27). Ici, la conformation de la partie tyrosine du
ligand est tres différente apres la dynamique. Le positionnement de la lysine 81 est tres
différent également par rapport a son positionnement avec le ligand L-TyrAMP. En effet,
ici, la chaine latérale de la lysine 81 se rapproche de 'ammonium du ligand et repousse
la chaine latérale de I'aspartate 201. C’est pour cela que ce dernier résidu interagit avec

le L-TyrAMP mais pas avec le D-TyrAMP (figure 6.23).

TABLE 6.27 — Distances des atomes au groupement ammonium apres 5 ns de dynamique.

Distance a ’azote du
Nom de 'atome  Acide aminé | L-TyrAMP (A) D-TyrAMP (A)

OD1 ASP 41 5.2 2.9
OD2 ASP 41 4.9 2.8
HG1 THR 76 6.1 3.2
OH TYR 175 2.9 3.1
OE1 GLU 179 3.2 4.7
OE2 GLU 179 2.7 2.8
OD2 ASP 201 2.8 7.6
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FIGURE 6.23 — Mutant KYED. Superposition de la structure de meilleure affinité (en
vert), et de la structure apres 5 ns de dynamique moléculaire (en rouge).

(a) TyrRS:L-TyrAMP (b) TyrRS:D-TyrAMP

00

6.3.2.3 Mutant KYEQ

TABLE 6.28 — Affinité protéine:ligand (kcal.mol™!). Mutant KYEQ.

PBFE
Complexe CASA 3ns bHns AAG
TyrRS:D-Tyr 046 -64 59 16
TyrRS:L-Tyr -13.85 -7.5  -7.5

TyrRS:D-TyrAMP -36.60 -9.2 -89 5.2
TyrRS:L-TyrAMP  -43.46 -14.8 -14.1

TABLE 6.29 — Dynamique moléculaire du mutant KYEQ. Déviation RMSD (A) par rap-
port a la structure initiale.

3 ns 5 ns
chaine chaine chaine chalne
Complexe principale latérale ligand | principale latérale ligand
TyrRS:D-Tyr 0.7 1.2 0.4 0.7 1.2 0.7
TyrRS:L-Tyr 0.7 1.1 0.6 0.7 1.2 1.0
TyrRS:D-TyrAMP | 0.7 1.2 0.8 0.7 1.2 0.9
TyrRS:L-TyrAMP | 0.6 1.0 0.7 0.6 1.0 0.5

De 1 4 5 ns de dynamique moléculaire, les calculs PBFE donnent AAG=1.6 kcal.mol™*
pour la différence D-Tyr/L-Tyr, et AAG=5.2 kcal.mol~! pour la différence D-TyrAMP /L-

TyrAMP. Les résultats de dynamique moléculaire et d’évolution dirigée sont en accord.
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Ce mutant ne lierait pas mieux les ligands D que le L, mais augmenterait un peu le ratio
de fixation en faveur de la D-Tyr.

Pour le complexe TyrRS:L-TyrAMP, apres 5 ns de dynamique, le rms moyen par
rapport & la structure de départ sur une sphere de 15 A autour du ligand est inférieur &
1.2 A (table 6.30). Les résidus 41, 175 et 179 interagissent avec 'ammonium du ligand
L-TyrAMP. On observe également pour ce mutant (figure 6.24), un déplacement de la
lysine 81 vers le groupement phosphate du ligand au cours de la dynamique moléculaire ;
ceci permet a la glutamine 201 de se rapprocher de 'ammonium, mais pas suffisamment
pour créer une liaison hydrogene. La tyrosine 175 rapproche également son groupement
hydroxyle de 'ammonium du ligand au cours de la dynamique. La partie tyrosine du
ligand s’est également déplacée dans le site actif au cours de la dynamique.

Pour le complexe TyrRS:D-TyrAMP, apres 5 ns de dynamique, le rms moyen par rap-
port & la structure cristallographique sur une sphére de 15 A autour du ligand est inferieur
4 1.2 A (table 6.30). Les résidus 175 et 179 interagissent également avec I'ammonium du
D-TyrAMP. La glutamine 201 lie spécifiquement la D-Tyr dans ce mutant. Les struc-
tures avant et apres dynamique sont semblables d’un point de vue des interactions. Les
rotameres des chaines latérales évoluent peu. Ici (figure 6.24), c’est le squelette protéique
qui s’est le plus adapté aux mutations au cours de la dynamique, bien que le rms de la

structure apres dynamique par rapport a la structure initiale reste faible.

TABLE 6.30 — Distances des atomes au groupement ammonium apres 5 ns de dynamique.

Distance a I'azote du
Nom de 'atome  Acide aminé | L-TyrAMP (A) D-TyrAMP (A)

OD1 ASP 41 2.8 4.3
OD2 ASP 41 3.2 4.7
OH TYR 175 2.8 2.8
OE1 GLU 179 2.5 4.5
OE2 GLU 179 4.3 2.6
OE1 GLN 201 4.4 2.7
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FIGURE 6.24 — Mutant KYEQ. Superposition de la structure de meilleure affinité (en
vert), et de la structure apres 5 ns de dynamique moléculaire (en rouge).

(a) TyrRS:L-TyrAMP (b) TyrRS:D-TyrAMP

6.3.2.4 Mutant RYQQ

La séquence RYQQ a été proposée par les expérimentalistes sur observation de la struc-
ture cristallographique. Les résultats des calculs de PBFE entre 1 et 5 ns de dynamique
avec € = 4 sont : AAG=-9.1 kcal.mol™! pour D-Tyr/L-Tyr, et AAG=11.8 kcal.mol™*
pour la différence D-TyrAMP /L-TyrAMP. Ce mutant favoriserait la liaison de la D-Tyr,
mais pas celle du D-TyrAMP. Le protocole d’évolution dirigée nous prédisait que le ligand

L était favorisé dans les deux cas.

Pour le complexe avec le L-TyrAMP, apres 5 ns de dynamique, le rms moyen par
rapport & la structure de départ sur une sphere de 15 A autour du ligand est inferieur &
1.6 A (table 6.33). Les résidus 41, 75, 179 et 201 stabilisent ’ammonium du L-TyrAMP
(table 6.33). La structure de ce complexe n’évolue pas beaucoup au cours de la dynamique
(figure 6.25).

Avec le D-TyrAMP, apres 5 ns de dynamique, le rms moyen par rapport a la structure
de départ sur une sphere de 15 A autour du ligand est inferieur a 1.8 A (table 6.33). Seuls
les résidus 41 et 175 stabilisent 'ammonium du D-TyrAMP (table 6.33). Ici, figure 6.25,
la partie tyrosine du ligand a tourné d’environ 90 ° . Cette conformation du ligand dans le

site actif apparalt défavorable : on perd l'interaction entre les groupement hydroxyle du
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ligand et de la tyrosine 37, dont la chaine latérale est figurée en gris.

TABLE 6.31 — Affinité protéine:ligand (kcal.mol™!). Mutant RYQQ.

PBFE
Complexe CASA 3ns b5ns AAG
TyrRS:D-Tyr -7.67  -6.0 -59 -9.1
TyrRS:L-Tyr -11.34 3.7 3.2
TyrRS:D-TyrAMP -34.85 3.2 3.1 118
TyrRS:L-TyrAMP -39.26 -8.8 -8.8

TABLE 6.32 — Dynamique moléculaire du mutant RYQQ. Déviation RMSD (A) par rap-

port a la structure initiale.

3 ns 5 ns
chaine chaine chaine chaine
Complexe principale latérale ligand | principale latérale ligand
TyrRS:D-Tyr 0.8 1.2 1.4 0.7 1.3 1.6
TyrRS:L-Tyr 0.7 1.1 1.6 0.7 1.1 0.9
TyrRS:D-TyrAMP | 0.7 1.0 1.8 0.7 1.1 1.8
TyrRS:L-TyrAMP | 0.6 0.8 0.6 0.6 0.8 0.7

TABLE 6.33 — Distances des atomes au groupement ammonium apres 5 ns de dynamique.

Nom de 'atome

Acide aminé

Distance a ’azote du
L-TyrAMP (A) D-TyrAMP (A)

OD2
OH
OE1
OE1

ASP 41
TYR 175
GLN 179
GLN 201

3.3
2.7
2.7
3.3

2.7
3.4
6.9
6.0
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FIGURE 6.25 — Mutant RYQQ. Superposition de la structure de meilleure affinité (en
vert), et de la structure apres 5 ns de dynamique moléculaire (en rouge).

(a) TyrRS:L-TyrAMP (b) TyrRS:D-TyrAMP

6.3.3 Comparaison aux résultats expérimentaux

Plusieures expériences ont été menées par les biochimistes Sandra Wydau et Pierre
Plateau. Ils ont mené une mutagénese combinatoire par oligonucléotides dégénérés sur la
TyrRS, pour favoriser la liaison de la D-Tyr. Cette mutagénese aléatoire concerne nos
quatre résidus actifs : Asp81, Tyrl75, GInl79 et GIn201. Malheureusement, la toxicité
relative de la D-Tyr rend difficile la croissance et la détection des colonies de mutants
actifs pour la D-Tyr expérimentalement. De plus, il existe une compétition entre I’ARN®
chargeant I’acide aminé modifié et le facteur de terminaison de la traduction. Cette com-
pétition s’effectue sur le site de fixation au ribosome en regard du codon stop. En consé-
quence, de nombreuses protéines tronquées et non actives sont produites lorsqu’on veut
produire des protéines avec des acides aminés non naturels. Actuellement, les biologistes
de cette équipe travaillent a mettre en place un crible suffisamment pertinent pour palier

a ces difficultés.

Les expérimentalistes ont conduit des expériences d’aminoacylation en présence de 50
uM d’ATP avec de la tyrosine radiomarquée, puis, ils ont inhibé le signal par introduction
de tyrosine froide. Ces expériences ont été menées a la fois avec la L-Tyr et avec la

D-Tyr froide. Les constantes d’inhibition calculées permettent d’avoir une information
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biochimique sur 'efficacité des séquences prédites pour lier la L-Tyr et la D-Tyr. Ils ont
également mené une étude par fluorescence. Un signal est détecté pour la TyrRS native
lice a la L-Tyr, mais pas pour la TyrRS native liée a la D-Tyr. On ne peut donc pas
interpréter ces expériences pour la native comme pour les mutants.

Une autre expérience a été réalisée par Sandra Wydau et Pierre Plateau, 'analyse
cinétique de la réaction d’échange de pyrophosphate inorganique (PPi). Cette réaction est
étudiée en présence de 50 uM d’ATP et de PPi radioactif. Le milieu contient initialement
de la tyrosine radiomarquée, puis la réaction est inhibée avec de la L-Tyr ou de la D-Tyr

froide. On mesure alors la vitesse Vmax.

TyrRS + ATP + Tyr < TyrRS + TyrAMP + PPi (6.1)

AMP + PPi[P]**> & [P]**ATP + PPi (6.2)

Dans le cas de la TyrRS native, les Vmax ont été calculées pour la réaction d’échange
de PPi (table 6.34). La TyrRS a une vitesse d’aminoacylation plus grande avec la L-Tyr
qu’avec la D-Tyr. Par le calcul de constante d’inhibition, les expérimentalistes ont montré
que la L-Tyr se lie 6 fois mieux que la D-Tyr a la TyrRS native (table 6.35). L’affinité
de I'inhibiteur est d’autant plus grande que le K; est faible. Ici, K; de la L-Tyr froide est
bien moindre que celui de la D-Tyr froide. Les résultats de dynamique moléculaire et les
résultats expérimentaux sont du méme ordre de grandeur pour la native. La dynamique
moléculaire prédit en effet que la L-Tyr se lie 2.3 fois mieux que la D-Tyr.

TABLE 6.34 — Cinétique de la réaction d’échange de pyrophosphate inorganique.

sequences  Vipae(L-TYT) 875 Viypao(D-Tyr) g7t Ymee(D=Tur)

Vinaz (L=Tyr)

WT=DYQQ 1.8 6.5% 1073 3.6%1073
HYED 0.03 1.7%107* 5.7% 1073
RYQQ 0.03 1.7%107* 5.7 %1073

Les expérimentalistes ont également étudié la vitesse d’aminoacylation du mutant
HYED. La V0. (L-Tyr) et la V.. (D-Tyr) sont diminuées mais le ratio D-Tyr/L-Tyr est
légerement amélioré (table 6.34). Par le calcul de constante d’inhibition (table 6.35), on

voit que le ratio K7~/ K" augmente également. Ce mutant n’inverse donc pas le
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TABLE 6.35 — Constantes d’inhibition de la L-Tyr et de la D-Tyr liée a la TyrRS native
Unité: pM

D—Tyr
Séquence KPTvr o gETvr %
DYQQ 210 35 6
KYED 143 14 10
KYEQ 486 8 60

ratio de fixation D-Tyr/L-Tyr, mais le K; a quand méme été diminué pour la D-Tyr
par rapport a la native, donc on a quand méme augmenté 'affinité pour la D-Tyr par
ces mutations. La méthode d’évolution dirigée in silico est en accord sur ce point : le
ratio de fixation D/L est amélioré mais pas inversé. La dynamique, elle, annonce que le
ligand D-Tyr se lierait plus facilement, mais la dynamique avec le ligand adénylé donne
une estimation de 'affinité qui ne va pas dans ce sens. Les résultats de la dynamique
recoupent ainsi les résultats expérimentaux.

Pour le mutant KYEQ), le calcul de constante d’inhibition (table 6.35) montre une

D-T L-T . : .
YT/K; Y. Ce mutant n’inverse donc pas le ratio de fixation

augmentation du ratio K;
D-Tyr/L-Tyr; il avantage au contraire la fixation de la L-Tyr. La méthode d’évolution
dirigée in silico prédisait ce mutant KYEQ avec un peu plus d’affinité pour la D-Tyr, ce
qui est en accord avec les simulations de dynamique moléculaire mais n’est pas vérifié par
les résultats expérimentaux. Pour le mutant RYQQ (table 6.34), on voit qu’en réalité la
Vinaz €st tres affectée pour les deux ligands, cependant, le ratio des vitesses est comparable
a celui de la native.

Alinsi, nous n’avons pas pour l'instant réussit a identifier de mutants inversant le ratio
de fixation D/L. Cependant, les mutants se replient de maniére stable et certains peuvent

améliorer un peu la fixation de la D-Tyr par rapport a celle de la L-Tyr.

248



6.3. ETUDE PAR DYNAMIQUE MOLECULAIRE ET CONFRONTATION AUX
RESULTATS EXPERIMENTAUX

6.3.4 Séquences prédites avec L- ou D-TyrAMP
6.3.4.1 Mutant EQQQ

La séquence EQQQ a été prédite en liaison avec le D-TyrAMP. La valeur de AAG
calculée par PBFE est de -0.9 kcal.mol™'; ce mutant favoriserait donc légérement la
liaison du D-TyrAMP. Les résultats du protocole d’évolution dirigée et de la dynamique
moléculaire concordent (table 6.36).

Pour le complexe TyrRS:L-TyrAMP, apres 5 ns de dynamique, le rms moyen par
rapport & la structure cristallographique sur une spheére de 15 A autour du ligand est
inferieur & 1.3 A (table 6.37). Les résidus 41, 81, 175 et 179 interagissent avec I’ammonium
du ligand (table 6.38). Au cours de la dynamique, la chaine latérale de la glutamine 175
s’est réorientée dans le site actif. La chaine latérale de la glutamine 179 s’est réajustée de
maniere a interagir avec 'ammonium du ligand (figure 6.26).

Pour le complexe TyrRS:D-TyrAMP, apres 5 ns de dynamique, le rms moyen par
rapport a la structure de départ sur une sphere de 15 A autour du ligand est inferieur & 1.2
A. L’atome OE1 du glutamate 81 stabilise 'ammonium du ligand. On perd une interaction
par rapport a 'aspartate natif a cette position. La chaine latérale de la glutamine 175 est
orientée de maniere a libérer ’espace pour 'ammonium de la D-Tyr. L’atome OE1 de la
glutamine 179 stabilise 'ammonium du ligand. Le glutamate 81 fait également une liaison
hydrogene avec le résidu 204. La chaine latérale du glutamate 175 prend moins d’espace
dans le site actif que la tyrosine native et libere ainsi la place pour le positionnement
de 'ammonium du D-TyrAMP. La structure ne se modifie pas réellement apres 5 ns de
dynamique moléculaire. Ce mutant semble donc tres stable. ’ammonium du ligand s’est

tout de méme adapté au site catalytique (figure 6.26).

TABLE 6.36 — Affinité protéine:ligand (kcal.mol™!). Mutant EQQQ.

PBFE
3 ns 5 ns AAG
Ligand CASA =6 e=4 =4 =6
D-TyrAMP -50.92 -89 -11.2 -11.3 -9.0 -0.9 (¢ =4)
L-TyrAMP -46.79 -84 -10.5 -10.4 -85
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TABLE 6.37 — Dynamique moléculaire du mutant EQQQ. Déviation RMSD (A) par rap-
port a la structure initiale.

3 ns D ns
chaine chaine chaine chaine
Ligand principale latérale ligand | principale latérale ligand
D-TyrAMP | 0.7 1.0 1.2 0.7 1.0 1.2
L-TyrAMP | 0.8 1.2 0.7 0.8 1.3 0.7

FIGURE 6.26 — Mutant EQQQ. Superposition de la structure de meilleure affinité (en
vert), et de la structure apres 5 ns de dynamique moléculaire (en rouge).

(a) TyrRS:L-TyrAMP (b) TyrRS:D-TyrAMP
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TABLE 6.38 — Distances des atomes au groupement ammonium apres 5 ns de dynamique.

Distance a 'azote du
Nom de l'atome  Acide aminé | L-TyrAMP (A) D-TyrAMP (A)
OD1 ASP 41 3.6 2.9
OD2 ASP 41 2.8 2.7
OE1 GLU 81 2.6 2.6
NE2 GLN 175 3.3 4.9
OE1 GLN 179 2.6 2.6

6.3.4.2 Mutant QQEQ

La séquence QQEQ a été prédite a la fois en présence du ligand L-TyrAMP et du
D-TyrAMP. Les calculs d’affinité PBFE indiquent que AAG = —0.9 kcal.mol™! pour la
différence D-TyrAMP /L-TyrAMP (table 6.39). Ce mutant favoriserait donc la liaison du
D-TyrAMP, ce qui confirme les résultats d’évolution dirigée.

Pour le complexe TyrRS:L-TyrAMP, apres 5 ns de dynamique, le rms moyen par rap-
port & la structure cristallographique sur une sphére de 15 A autour du ligand est inferieur
2 1.2 A (table 6.40). Les résidus 41 et 179 interagissent directement avec 'ammonium du
L-TyrAMP (table 6.41). Sur la figure 6.27, on voit que la partie tyrosine du ligand s’est
déplacée dans le site actif; toute la structure suit ce mouvement sans changement des
interactions du ligand avec les résidus mutés au cours de la dynamique.

Pour le complexe TyrRS:D-TyrAMP, apres 5 ns de dynamique, le rms moyen par
rapport & la structure de départ sur une sphere de 15 A autour du ligand est inferieur &
1.1 A (table 6.40). Le résidus 41 et 179 interagissent également avec le D-TyrAMP, mais
plus les résidus 41 et 175 (table 6.41). La chaine latérale de la glutamine 175 est orientée
de maniere a libérer I'espace pour le positionnement de 'ammonium du ligand dans le site
actif. Le glutamate 179 avec ses atomes OE1 et OE2 stabilise plus 'ammonium du ligand
que la glutamine native qui ne possede qu’un atome interagissant avec 'ammonium : OE1
(figure 6.27). Avec le ligand D-TyrAMP, la structure évolue peu au cours de la dynamique.

Les interactions des chaines latérales mutées sont conservées au cours de la dynamique.
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TABLE 6.39 — Affinité protéine:ligand (kcal.mol™!). Mutant QQEQ.

PBFE
3 ns 5 ns AAG
Ligand CASA =6 e=4 ec=4 =6
D-TyrAMP -48.76 -9.2 -11.6 -11.5 -9.0 -0.9 (¢=4)
L-TyrAMP -47.17 -84 -10.2 -96 -7.9

TABLE 6.40 — Dynamique moléculaire du mutant QQEQ. Déviation RMSD (A) par rap-

port a la structure initiale.

3 ns 5 ns
chaine chaine chaine chaine
Ligand principale latérale ligand | principale latérale ligand
D-TyrAMP | 0.6 1.0 1.0 0.7 1.1 1.0
L-TyrAMP | 0.7 1.1 0.8 0.8 1.2 0.9
APO 0.7 1.1 - 0.7 1.1 -

FIGURE 6.27 — Mutant QQEQ. Superposition de la structure de meilleure affinité (en
vert), et de la structure apres 5 ns de dynamique moléculaire (en rouge).

(a) TyrRS:L-TyrAMP

(b) TyrRS:D-TyrAMP
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TABLE 6.41 — Distances des atomes au groupement ammonium apres 5 ns de dynamique.

Distance a ’azote du
Nom de l'atome  Acide aminé | L-TyrAMP (A) D-TyrAMP (A)

OD1 ASP 41 2.7 2.8
OD2 ASP 41 2.6 2.9
OE1 GLU 179 2.6 3.4
OE2 GLU 179 3.8 2.8

6.3.4.3 Mutant YQEQ

La séquence YQEQ a été prédite a la fois en présence du ligand L-TyrAMP et D-
TyrAMP. Par PBFE, on obtient AAG = —6.3 kcal.mol~! pour la différence D-TyrAMP /L-
TyrAMP. Ce mutant favoriserait donc la liaison du D-TyrAMP, ce qui confirme les résul-
tats d’évolution dirigée.

Avec le ligand L-TyrAMP, apres 5 ns de dynamique, le rms moyen par rapport a la
structure de départ sur une sphere de 15 A autour du ligand est inferieure & 1.1 A (table
6.43). Les résidus 179, 201 et 204 interagissent avec le ligand. I’ Asn 204 apparait ici comme
une position qu’il serait intéressant de muter (table 6.44). Au cours de la dynamique, la
tyrosine 81 approche son groupe hydroxyle de 'ammonium du ligand. Le glutamate 179
s’en rapproche également. La chaine latérale de la glutamine 175 s’est écartée du site actif
(figure 6.28).

Avec le ligand D-TyrAMP, apres 5 ns de dynamique, le rms moyen par rapport a
la structure de départ sur une sphére de 15 A autour du ligand est inferieur & 1.1 A.
Les résidus 179 et 201 stabilisent 'ammonium du D-TyrAMP (table 6.44). Sur la figure
6.28, on voit qu’avec le ligand D-TyrAMP, la tyrosine 81 s’est retournée dans le site
actif, pointe son groupe hydroxyle maintenant vers le phosphate. La chaine latérale de la
glutamine 175 s’est écartée du site actif. La nouvelle orientation de la chaine latérale de
la tyrosine 81 libere I'espace pour 'ammonium du ligand. La glutamine 201 stabilise a la

fois 'ammonium et le groupe C=0 du ligand.
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TABLE 6.42 — Affinité protéine:ligand (kcal.mol™'). Mutant YQEQ.

PBFE
3 ns 5 ns AAG
Ligand CASA =6 =4 =4 =6
D-TyrAMP -43.44 -62 -6.7 -76 -6.0 -63(c=4)
L-TyrAMP -36.15 -4.1 -3.1 -20 -28

TABLE 6.43 — Dynamique moléculaire du mutant YQEQ. Déviation RMSD (A) par rap-

port a la structure initiale.

3 ns D ns
chaine chaine chaine chaine
Ligand principale latérale ligand | principale latérale ligand
D-TyrAMP | 0.8 1.1 1.0 0.8 1.1 1.0
L-TyrAMP | 0.8 1.5 1.5 0.8 1.6 1.1

FIGURE 6.28 — Mutant YQEQ. Superposition de la structure de meilleure affinité (en
vert), et de la structure apres 5 ns de dynamique moléculaire (en rouge).

(a) TyrRS:L-TyrAMP

(b) TyrRS:D-TyrAMP
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TABLE 6.44 — Distances des atomes au groupement ammonium apres 5 ns de dynamique.

Distance a 'azote du

Nom de l'atome  Acide aminé | L-TyrAMP (A) D-TyrAMP (A)
OE1l GLU 179 2.6 2.7
OE2 GLU 179 2.9 3.7
OE1 GLN 201 2.8 2.7
HD21 ASN 204 3.2 4.4
HD22 ASN 204 3.4 3.4

6.3.4.4 Mutant EQDQ

La séquence EQDQ a été prédite en liaison avec le D-TyrAMP. Par PBFE, on obtient
AAG = 18.4 kcal.mol™! pour la différence D-TyrAMP /L-TyrAMP. Ce mutant défavori-
serait donc la liaison du D-TyrAMP, ce qui confirme les résultats du protocole d’évolution
dirigée (table 6.45).

Pour le complexe TyrRS:L-TyrAMP, apres 5 ns de dynamique, le rms moyen par
rapport & la structure de départ sur une sphere de 15 A autour du ligand est inferieur &
0.9 A (table 6.46). Les résidus 41, 81 et 179 interagissent avec 'ammonium du L-TyrAMP
(table 6.47). Au cours de la dynamique (figure 6.29), il y a un déplacement du ligand et
une adaptation du squelette protéique, mais les positions des chaines latérales sont restées
celles prédites.

Pour le complexe TyrRS:D-TyrAMP, apres 5 ns de dynamique, le rms moyen par
rapport & la structure cristallographique sur une sphére de 15 A autour du ligand est
inferieur & 1.0 A (table 6.46). Il y a beaucoup d’interactions avec le ligand D-TyrAMP.
Les résidus 81, 179, 201 et 204 stabilisent cette forme du ligand (table 6.47). De méme
que pour le L-TyrAMP, la partie tyrosine du ligand s’est un peu déplacée au cours de la
dynamique, mais les chaines latérales des positions mutées ont conservé leur conformation

au cours de la dynamique (figure 6.29).

TABLE 6.45 — Affinité protéine:ligand (kcal.mol™!). Mutant EQDQ.

PBFE
3 ns 5 ns AAG
Ligand CASA =6 =4 =4 =6
D-TyrAMP -57.61 -6.8 -10.0 -11.3 - 18.4 (e = 4)

L-TyrAMP -46.97 -9.7 -16.0 -29.7 -
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TABLE 6.46 — Dynamique moléculaire du mutant EQDQ. Déviation RMSD (A) par rap-
port a la structure initiale.

3 ns D ns
chaine chaine chaine chaine
Ligand principale latérale ligand | principale latérale ligand
D-TyrAMP | 0.8 1.3 1.3 0.6 1.0 0.9
L-TyrAMP | 0.8 1.1 0.6 0.6 0.9 0.7

FIGURE 6.29 — Mutant EQDQ. Superposition de la structure de meilleure affinité (en
vert), et de la structure apres 5 ns de dynamique moléculaire (en rouge).

(a) TyrRS:L-TyrAMP (b) TyrRS:D-TyrAMP
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TABLE 6.47 — Distances des atomes au groupement ammonium apres 5 ns de dynamique.

Distance a 'azote du
Nom de l'atome  Acide aminé | L-TyrAMP (A) D-TyrAMP (A)

OD1 ASP 41 2.9 5.3
OD2 ASP 41 2.8 4.5
OE1 GLU 81 2.6 2.8
OD1 ASP 179 2.8 4.4
0OD2 ASP 179 3.6 2.8
OE1 GLN 201 4.4 2.6
HE22 GLN 201 5.0 3.2
ND2 ASN 204 4.8 3.1

6.3.4.5 Mutant DQEQ

La séquence DQEQ a été prédite en liaison avec le D-TyrAMP. Pour la différence
D-TyrAMP/L-TyrAMP, AAG = 1.0 kcal.mol~!. Ce mutant ne favoriserait donc pas la

liaison du D-TyrAMP, comme prévu par I’évolution dirigée (table 6.48).

Avec le L-TyrAMP, apres 3 ns de dynamique, le rms moyen par rapport a la structure
de départ sur une sphere de 15 A autour du ligand est inferieur a 1.1 A (table 6.49). Les
résidus 41, 81, 175 et 179 stabilisent 'ammonium du L-TyrAMP (table 6.50). La structure
se réarrange au cours de la dynamique (figure 6.30 ). La glutamine 179 oriente I'atome
OEL1 en interaction avec 'ammonium du ligand. La chaine latérale de la glutamine 201
s’écarte de 'ammonium du ligand.

Pour le D-TyrAMP, apres 3 ns de dynamique, le rms moyen par rapport a la structure
cristallographique sur une sphére de 15 A autour du ligand est inferieur & 1.3 A (table
6.49). Les résidus 81, 179, 201 et 204 interagissent avec 'ammonium du ligand (table

6.50). Ici, la structure évolue peu au cours de la dynamique (figure 6.30).

TABLE 6.48 — Affinité protéine:ligand (kcal.mol™!). Mutant DQEQ.

PBFE
3 ns AAG
Ligand CASA e=4 =6
D-TyrAMP -59.4  -55 -6.1 1.0 (¢=4)
L-TyrAMP -61.6 -6.5 -7.2
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TABLE 6.49 — Dynamique moléculaire du mutant DQEQ. Déviation RMSD (A) par rap-
port a la structure initiale.

3 ns
chaine chaine
Ligand principale latérale ligand
D-TyrAMP | 0.8 1.3 0.9
L-TyrAMP | 0.8 1.1 1.0

FIGURE 6.30 — Mutant DQEQ. Superposition de la structure de meilleure affinité (en
vert), et de la structure apres 3 ns de dynamique moléculaire (en rouge).

(a) TyrRS:L-TyrAMP (b) TyrRS:D-TyrAMP
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TABLE 6.50 — Distances des atomes au groupement ammonium apres 5 ns de dynamique.

Distance a 'azote du
Nom de l'atome  Acide aminé | L-TyrAMP (A) D-TyrAMP (A)

OD2 ASP 41 2.6 8.2
OD1 ASP 81 4.5 2.8
0OD2 ASP 81 2.7 4.2
NE2 GLN 175 3.2 5.9
OE1l GLU 179 2.7 3.0
OE2 GLU 179 4.6 2.6
OE1 GLN 201 5.6 2.7
NE2 GLN 201 4.6 3.3
HD21 ASN 204 6.1 2.8

6.3.5 Séquences d’affinité moindre
6.3.5.1 Mutant DFEQ

La séquence DFEQ a été prédite en liaison avec le D-TyrAMP. On obtient, AAG = 5.0
kcal.mol™! pour la différence D-TyrAMP/L-TyrAMP avec ¢ = 6, en utilisant 3 ns de
dynamique. Ce mutant favoriserait donc légerement la liaison du D-TyrAMP par rapport
a lenzyme natif, comme prévu par I’évolution dirigée (figure 6.51).

TABLE 6.51 — Affinité protéine:ligand (kcal.mol™1) et déviation RMSD (A) par rapport a
la structure initiale. Mutant DFEQ.

PBFE RMSD sur 3 ns
3 ns chaine chaine
Ligand CASA e£=6 AAG | principale latérale ligand
D-TyrAMP -56.88 -3.3 5.0 0.8 1.3 14
L-TyrAMP -47.80 -8.3 0.8 1.3 0.9

Mutant EQVQ La séquence EQVQ a été prédite en liaison avec le D-TyrAMP. On
obtient, AGp_ryanmp = —4.2 keal.mol™! pour la différence D-TyrAMP/L-TyrAMP avec
e = 6, en utilisant 3 ns de dynamique. Ce mutant favoriserait donc la liaison du D-

TyrAMP, comme prévu par 1’évolution dirigée (figure 6.52).

6.3.5.2 Mutant NQEQ

La séquence NQEQ a été prédite a la fois en présence du ligand L-TyrAMP et D-
TyrAMP. Avec le calcul PBFE, on obtient AAG = 12.7 kecal.mol™! pour la différence
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TABLE 6.52 — Affinité protéine:ligand (kcal.mol™") et déviation RMSD (A) par rapport a
la structure initiale. Mutant EQVQ.

PBFE 3 ns

3ns chaine chaine
Ligand CASA ¢ =6 | principale latérale ligand
D-TyrAMP -50.62 -4.2 0.7 1.2 0.9

D-TyrAMP/L-TyrAMP, de 1 a 5 ns de dynamique. Ce mutant ne favoriserait donc pas

la liaison du D-TyrAMP, comme prévu par I’évolution dirigée (figure 6.53).

TABLE 6.53 — Affinité protéine:ligand (kcal.mol™1). Mutant NQEQ.

PBFE RMSD sur 3 ns
3 ns 5 ns AAG | chaine chaine
Ligand CASA =6 =4 =4 =6 principale latérale ligand
D-TyrAMP -54.19 -53 26 - - 127 108 1.2 1.1
L-TyrAMP -50.80 -9.4 -10.1 - -13.4 - 0.8 1.2 0.8

6.3.5.3 Mutant DFDQ

La séquence DFDQ a été prédite en liaison avec le D-TyrAMP. Les calculs PBFE
donnent AAG = 1.9 kcal.mol~! en utilisant 3 ns de dynamique, avec ¢ =6. Ce mutant
favoriserait donc légerement la liaison du D-TyrAMP, comme prévu par I’évolution dirigée

(figure ?7).

captionAffinité protéine:ligand (kcal.mol™!). Mutant DFDQ.

PBFE RMSD sur 3 ns
3 ns chaine | chaine
Ligand CASA =6 AAG | principale latérale ligand
D-TyrAMP -58.92 -23 1.1 1.9 0.9 1.3
L-TyrAMP -48.08 -4.2 0.8 1.3 0.9

6.3.5.4 Mutant YFEQ

La séquence YFEQ a été prédite a la fois en présence du ligand L-TyrAMP et D-
TyrAMP. Les calculs PBFE donnent AG = 5.5 kcal.mol™! en utilisant 3 ns de dynamique,
avec € =6. Ce mutant favoriserait donc tres légerement la liaison du D-TyrAMP, comme

prévu par ’évolution dirigée (tablee 6.54).

260



6.4. CONCLUSION

TABLE 6.54 — Affinité protéine:ligand (kcal.mol™!). Mutant YFEQ.

PBFE RMSD sur 3 ns

3 ns chalne chaine
Ligand CASA e¢=6 & =4 | principale latérale ligand
D-TyrAMP -34.37 -3.4 -547 0.9 1.5 1.1

6.4 Conclusion

Nous avons mené ici I’évolution dirigée de la TyrRS d’E. coli avec les ligands tyrosine
et tyrosyl-adénylate. Plusieurs observations ressortent. En présence du ligand tyrosine,
on prédit plus d’acides aminés chargés positivement qu’avec 'adénylate. Ceci peut étre
dit a 'encombrement stérique. En effet, la partie AMP du ligand rend le placement de
grandes chaines latérales (Arg, Lys) moins facile dans le site actif. Avec le TyrAMP,
on prédit au contraire des résidus chargés négativement sur les trois premieres positions
mutées. Avec ce ligand adénylé, la position 201 ne mute pas, alors qu’elle peut le faire.
Cette glutamine 201 réalise une liaison hydrogene avec la glutamine 200. Ainsi, la chaine
latérale de Glu201 est tres bien orientée pour interagir avec 'ammonium du ligand. Au
cours de I’évolution dirigée, nous nous sommes apercus qu’'un mutant favorisant la liaison
de la D-Tyr n’était pas forcément favorable a la liaison du D-TyrAMP. C’est le cas du
mutant RYQQ par exemple. On voit qu’il n’est donc pas si aisé de trouver un mutant qui

stabilise les différents états du complexe.

L’observation des énergies de repliement est également intéressante. Pour la TyrRS
native et les mutants HYED et KYED, on observe que 1'énergie de repliement est plus
stable pour le complexe TyrRS:TyrAMP que pour le complexe TyrRS:Tyr. La forme
L ou D ne modifie pas cette stabilité pour le complexe TyrRS:Tyr, en revanche, elle
stabiliserait davantage le complexe TyrRS:TyrAMP. On note que si les résultats CASA
et PBFE donnent souvent la méme information sur ’affinité pour un ligand donnée, les
deux jeux de données ne sont pas tres corrélés. Nous représentons dans la figure 6.31 tous

les résultats d’affinité CASA et PBFE (avec € = 4).

Les analyses structurales que nous avons conduites donnent plusieurs informations.

Les glutamines natives ou prédites ont tendance a orienter I’atome OE1 vers ’'ammonium
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du ligand. Les lysines, prédites souvent avec la D-Tyr, s’averent stabiliser le groupement
phosphate de 'AMP et sont peu impliquées dans la spécificité. Les résidus aromatiques
tyrosine et histidine peuvent déplacer toute leur chaine latérale en présence de D-Tyr, et
ainsi libérer I'espace pour 'ammonium de la D-Tyr dans le site actif du ligand. En dehors
des résidus 81, 175, 179 et 201, deux autres résidus sont ici remarqués. La glutamine 200
et 'arginine 204. Ils n’intéragissent pas directement avec le ligand, mais appartiennent au
réseau d’interactions secondaires stabilisant le ligand.

Quelques séquences obtenues par évolution dirigée ont ensuite fait 'objet d’analyses
biochimiques. A l'issue des expériences, le mutant KYED apparalt comme augmentant le
ratio de fixation D/L, sans I'inverser, ce qui corrobore les résultats de 1’évolution dirigée
et de la dynamique moléculaire menée sur ce mutant. Il en est de méme pour le mutant
HYED. En revanche, pour le mutant KYEQ), les expériences montrent que la fixation
de la D-Tyr n’est pas améliorée par rapport a la TyrRS native, alors que les prédictions
d’évolution dirigée et les dynamiques prévoyaient une légere amélioration.

L’évolution dirigée avec le D-TyrAMP propose les mutants EQQQ, QQEQ, YQEQ),
comme favorables a la liaison du D-TyrAMP. Les résultats de dynamique moléculaire

confirment ce résultat. Ces séquences restent a tester expérimentalement.
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FIGURE 6.31 — Affinités PBFE (¢ = 4) en fonction des affinités CASA.
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6.5 Vers de nouvelles positions a muter pour mieux
lier la D-Tyrosine

Pour trouver d’autres résidus de la structure qu’il serait intéressant de muter, nous
avons procédé a une recherche exhaustive d’acide aminés de la structure cristallographique
sur la base de deux criteres: (i) la distance au groupement ammonium de la L-Tyr ou de
la D-Tyr doit étre inférieure & 10 A; (ii) la surface accessible au solvant de ce résidu
doit également étre supérieure a 10% de la surface totale exposée quand la protéine est
dépliée. On identifie ainsi treize positions intéressantes: 40F, 41D, 43T, 81D, 85K, 89R,
175Y, 176N, 179Q, 182D, 200D, 201Q, 204N. La position 41 doit étre laissée de coté, car
I’Asp41 intéragit avec 'ion magnesium de maniére essentielle pour I'aminoacylation de
I’ARNt. On étudie quelques mutations aux autres positions avec un protocole simple. A
partir de la structure cristallographique, on teste tous les rotameéres a la position modifiée,
le reste de la structure étant fixe. Une faible minimisation d’énergie de la chaine latérale
mutée en présence du reste du systeme fixe permet a celle-ci de s’adapter. Pour chacun de
ces rotameres, on estime l'affinité protéine-ligand. On garde alors le rotameére qui donne
la meilleure affinité (table 6.55). La seule mutation qui semble favoriser la D-Tyr est la
mutation N204R, qu’il serait intéressant d’étudier plus en détail.

Nous avons également appliqué le protocole d’évolution dirigée par Proteus, en définis-
sant quelques-uns des résidus ci-dessus comme "actifs". Les positions autorisées a muter
sont les suivantes: 40, 41, 81, 175, 176, 179, 201 (table 6.56). En gras, sont figurés les
acides aminés déja rencontrés aux positions correspondantes dans cette these. Bien qu’on
parte de séquences et structures aléatoires au début d’un cycle heuristique, on retrouve ici
une identitée forte avec des séquences que nous avons déja étudiées. Notre méthode d’évo-
lution dirigée permet donc de converger vers des structures similaires a travers différents

essais sur le méme systeme.
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D-TYROSINE

TABLE 6.55 — Affinités relative D/L pour des mutations choisies de la TyrRS d’E. coli.

Différences d’énergies libres de liaison (D-Tyr) - (L-Tyr) en kcal.mol™'.

Mutation différence D/L

native
F40E
T43E
DS&1L
K&5E
R8IE
Y175F
N176L
N176K
Q179L
Q179N
D182L
D200E
Q201D
N204D
N204R

7.05
5.9
6.39
3.74
6.28
6.48
5.68
6.25
6.29
4.42
4.89
8.73
6.59
2.42
6.42
-1.38

TABLE 6.56 — Evolution dirigée de la TyrRS d’E. coli avec le ligand D-Tyr et 6 positions

actives.
Positions mutées 40 81 175 176 179 201
Native F D Y N Q Q
Séquences H W E Y L R
Prédites E H W D H L
D K D H K Q
K Y Y W H
R E S F D
N Q D E
T
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Chapitre 7

Conclusion

L’introduction d’acides aminés non naturels dans les protéines permet d’accroitre les
possibilités du Protein Design. Des peptides aux fonctions différentes peuvent réaliser de
nouvelles réactions chimiques. Le CPD joue donc un réle important dans la recherche
de peptides pharmaceutiques, et dans I'industrie des biotechnologies. Par exemple, des
peptides synthétisés avec des acides aminés D seraient plus résistants aux protéases, qui
les reconnaissent mal. De tels peptides auraient une durée de vie prolongée dans la cellule.
C’est pourquoi nous nous y intéressons dans cette these.

La méthode de CPD présentée dans cette these se veut générale. Elle a déja été mise
en ceuvre pour la modélisation de 1’évolution dirigée de I’AsnRS avec le solvant CASA. Les
développements récents apportés ont permis de réaliser le CPD de I’AsnRS avec le solvant
GB également. Le but était de lier préférentiellement I'aspartate au lieu du ligand naturel,
I’asparagine. La méthode de CPD que nous avons utilisée est simple, mais exhaustive ; elle
permet de proposer de nombreux mutants. Les séquences ainsi prédites doivent ensuite
faire I'objet d'une étude sur la spécificité, étre étudiées par dynamique moléculaire, et
enfin étre étudiées par mutagénese dirigée expérimentale.

Cette méthode présente quelques inconvénients. Tout d’abord, le squelette protéique
est fixé dans sa conformation cristallographique et ne s’adapte pas aux mutations in-
troduites. Ensuite, la discrétisation de ’espace conformationnel par 'usage d’une bibilo-
theque de rotameres introduit un biais, car on ne peut pas analyser I'immense possibilité

de conformations comme dans un espace continu. Une autre limitation qui nous intéresse
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directement est I'incertitude sur les calculs de stabilités et d’affinités, incertitudes qui sont
proches des différences d’énergie libre de liaison entre D-Tyr et L-Tyr. Ces incertitudes
rendent difficile I'identification de mutants ayant une affinité pour la D-Tyr supérieure
a la native. Si nous avions choisi d’introduire un groupement chimique plus conséquent
qu’une simple modification de la stéréochimie, les résultats donnés par la méthode auraient

probablement été plus tranchés en faveur de tel ou tel ligand.

Nous avons utilis¢ au cours de cette étude un programme d’évolution dirigée repo-
sant sur un champ de force et un modele de solvant simple, dans un premier temps
(CHARMM19 et CASA respectivement). Nous avons montré que cette méthode simple
permettait d’estimer approximativement la stabilité des protéines ou encore 'affinité des
complexes. Dans un second temps, nous avons essayé d’améliorer ce modele en utilisant
un champ de force "tout atomes" et un modele de solvant plus sophistiqué (respectivement
AMBER et GB-HCT). Avec ces deux méthodes, on obtient des résultats cohérents aux
résultats expérimentaux. Le facteur limitant de 1’étude avec le solvant GB-HCT a été le
temps de calcul ; mais "'automatisation des procédures et 'amélioration de 'efficacité des
calculs permettra dans un avenir proche d’utiliser le CPD avec le champ de force AMBER
et un modele de solvant GB-HCT, de fagon plus automatique. Ceci permettrait sans doute

d’obtenir des séquences plus cohérentes d’un point de vue de la modélisation des charges.

Au cours de cette étude, nous avons cherché a caractériser les séquences et structures
obtenues par le protocole de CPD. Les structures prédites sont stables et peuvent présen-
ter des affinités supérieures a la native pour un ligand donné. Puis, nous nous sommes
intéressés a la modélisation de 1’évolution dirigé de la TyrRS d'E. coli., pour qu’elle lie
plus favorablement la D-Tyrosine ou le D-Tyrosyl adénylate. Notre protocol de CPD
nous permet d’identifier quelques mutants prometteurs. Les tests expérimentaux sont mi-
tigés, mais une activité pour la D-Tyrosine a bien été identifiée. Pour la TyrRS native,
les données expérimentales sont en assez bon accord avec les simulations de dynamique
moléculaire. Nous sommes donc en mesure de penser que les mutant HYED et KYED fa-
voriseraient la liaison de la D-Tyr. Mais, les simulations de dynamique moléculaire, nous

montrent que dans le cas de KYED, le D-TyrAMP n’est pas lié avec plus d’affinité que le
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L-TyrAMP. Il faut donc rechercher des mutants qui stabilisent également le D-TyrAMP.
Le mutant KYEQ qui semblait prometteur par sa bonne affinité a la D-Tyr, apparait en
réalité peu spécifique. Les mutants EQQQ et QQEQ sont prédits avec une bonne affinité
et une bonne spécificité pour le D-TyrAMP, et ceci est vérifié par les simulations de dyna-
mique moléculaire. Ils sont également prédits pour étre plus spécifiques que les mutants
précédents. Ces séquences prometteuses devront faire également 'objet de vérifications

expérimentales.
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Chapitre 8

Annexes

8.1 CPD avec le champ de force "tout atome" AM-

BER et le modeéle de solvant GB-HCT

8.1.1 Champ de force AMBER

Jusqu’a présent nous utilisions le champ de force Charmm19 pour notre modélisation
de I’évolution dirigée. Dans ce modele les hydrogenes polaires sont représentés explici-
tement alors que les hydrogenes non polaires sont combinés aux atomes qui les portent.
Autrement dit, les hydrogenes non polaires sont représentés implicitement, par un change-
ment des parametres des atomes de carbone. Ceci permet d’obtenir des résultats proches
de ceux issus d’une représentation tout atomes. Ce champ de force a été développé initia-
lement pour augmenter la rapidité des modélisations. Cet avantage est maintenant plus
relatif, compte tennu de 'augmentation des ressources de calculs. Nous cherchons donc a
implémenter le champ de force "tout atome" AMBER dans notre procédure de CPD. Ce
champ de force a été paramétré sur des données expérimentales de petites molécules et

de calcul ab initio pour les charges [106].
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8.1.2 modeéle de solvant GB

Nous avons remarqué au cours de notre étude que le modele de solvant CASA re-
transcrit mal les interactions électrostatiques. Il a aussi été montré que le champ de force
AMBER permet de modéliser les structures d’une maniere plus corrélée avec les résultats
obtenus par un modele explicite comme la résolution de I’equation de Poisson-Boltzmann
[136]. La modélisation du solvant GB a donc été implémentée dans notre modele d’évolu-
tion dirigée, conjointement au champ de force AMBER tout atome. Cette représentation

du solvant apparait dans la fonction d’énergie a travers une énergie de solvatation :

Eelec = Leoul + Esolv (81)

Esolv - Eself + Eint (82)

On rappelle que E,.y est la somme des énergies self atomiques, c’est a dire les énergies
d’interaction des charges i du soluté avec le solvant. Ce terme est inversement proportion-
nel au rayon de Born, B;. E;,; est la somme des énergies d’interaction entre les charges
i et j du soluté. Ce terme tient compte de I’écrantage des charges par le solvant. Dans
cette approche, ’énergie d’interaction entre deux acides aminés dépend de toute la struc-
ture protéique, mais peut étre calculé approximativeent a partir des énergies des paires
de résidus [135]. Le grand temps de calcul nécessaire a ce modele plus précis que CASA,
nous oblige a paralléliser les calculs et a utiliser le supercalculateur du CINES (Centre

Informatique National de 'Enseignement Supérieur).

8.1.3 Une approximation des rayons de solvatations

Pour les modélisations avec le solvant GB, une collaboration a été menée avec le Pr.
Giorgios Archontis et son doctorant Savvas Polydoridis du department de physique, de
I'université de Chypre. Un des parametres du modele de Born est le rayon de solvatation
B; de 'atome i. Pour une charge au centre d’une cavité sphérique, ce rayon serait celui
de la sphere. Dans notre étude, on construit B,.,, une approximation de Bi. On calcule

un rayon de Born moyen pour le squelette protéique et un autre pour la chaine latérale,
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FIGURE 8.1 — représentation des rayon de Born atomique,Bi,et de leurs simplification par
des moyennes sur la chaine latérale et sur le squelette protéique, Bres

=242 B =3.59

res(chaine latérale) res(squelette protéique)

2.65
1.92 2.98

1.2

et ce, pour chaque résidu. Les B,.s sont calculés dans une étape antérieure au calcul de
la matrice d’interaction. Ainsi, pendant I’étape de calcul de la matrice d’énergie, on lit
directement ces rayons atomiques moyens.

Le calcul des rayons moyens B,.s se déroule comme suit. On utilise une constante
diélectrique de 4 pour le soluté et de 80 pour 'eau.

On calcule I’énergie self de tout le systéme, puis on fixe ce terme pour chaque atome
au cours de I’étude. On garde en mémoire toutes les charges des atomes, puis on les rend
nulles, sauf pour la chaine latérale de la position 1, le rayon de Born moyen pour la chaine

latérale est calculée a partir de I’énergie Self.

0q?
INE

i =

(8.3)

Ensuite, tous les atomes récupérent leur charge initiale, la méme opération est faite pour
calculer le rayon moyen du squelette protéique de la position 1. L’opération est répété
pour tous les acides aminés de la protéine ainsi que pour le ligand.

D’autre part, nous nous intéressons aux énergies de référence des 20 acides aminés,
que nous estimons a partir de tri-peptides Ala-X-Ala, avec un modele de solvant de Born

généralisé GB-HCT et le champ de force Amber "tout atome". On utilise le méme jeu de
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tri-peptides que celui utilisés pour la paramétrisation du modele CASA. Ces structures
sont issues de tri-peptides extraits des structures cristallographiques de six protéines de
la PDB : le lysosyme (2LZM), la BPTI (Bovin Pancreatic Trypsin Inhibitor; 4PTI), la
nucléase de staphylocoque (1STN), 'a toxine (1PTX), la ribonucléase A (2RN2), et la
cyclophiline (2CPL). Pour chaque tri-peptide, I'énergie E,;s est calculée pour I'ensemble
du tri-peptide, puis fixée pour la suite de 1’étude. L’énergie d’interaction de la chaine
latérale X avec elle méme et le squelette protéique est calculée. Pour choisir la structure
de tri-peptide optimale pour chaque type X, le critere est 1’énergie apres minimisation.
Ainsi, pour chaque type d’acide aminé X, la structure du tri-peptide donnant 1’énergie la
plus faible est retenue, pour représenter 'acide aminé X dans I’état dénaturé.

Les énergies obtenues avec les deux modeles de solvant pour chaque acide aminé sont
représentées dans la table 8.1. Ces deux modeles donnent des énergies du méme ordre de
grandeur. Mais avec GB, on remarque que 'effet électrostatique est plus important, et sans
doute mieux modélisé, les différences d’énergies entre acides aminés polaires et apolaires
étant plus grandes. Les énergies de référence propres au modele GB nous serviront par la
suite dans toutes les modélisations d’évolution dirigée réalisées avec ce solvant.

Voyons maintenant si notre approximation du rayon de solvatation moyen ne conduit
pas a une erreur trop grande pour notre modele. Pour cela nous calculons les énergies de
référence avec et sans moyennation des rayons de Born moyen (figure 8.2 et 8.2).

Les énergies de référence modélisées avec ou sans moyennation des rayons de Born
atomiques sont tres proches. On va pouvoir utiliser cette approximation dans les mo-
délisations qui suivent. Les rayons vont donc pouvoir étre pré-calculés et appliqués aux

peptides modélisés.

8.1.4 Validations expérimentales
8.1.4.1 Calcul d’énergie libre sur des peptides

Les peptides utilisés pour ce test sont trois peptides en hélices a. Une position par-
ticuliere est mutée en tous les acides aminés possibles. Des données expérimentales pour

toutes ces mutations permettent d’extraire ’énergie libre de repliement des hélices natives
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TABLE 8.1 — Energie de référence (kcal/mol) avec deux modeles de solvant différents.

Acide aminé

modeéle de solvant CASA

modele de solvant GB-HCT

central du  dans le champ de force CHARMM19 dans le champ de force AMBER

tri-peptide avec eps=4
ALA -10.89 4.23
ASP -19.30 -11.15
ASN -16.40 -11.73
ARG -24.96 -38.77
GLU -20.86 -5.38
GLN -16.70 -9.22
HIS -18.0 (HIE) 24.37
HSP -21.88 (HIP) 30.40
ILE -12.61 10.34
LEU -12.26 6.48
LYS -21.64 1.90
MET -13.30 2.95
PHE -16.52 7.68
SER -13.00 -1.10
TYR -18.62 1.97
THR -12.13 -2.47
TRP -20.91 19.38
VAL -10.50 2.08

TABLE 8.2 — Energie de référence (kcal/mol) avec le modele de solvant GB-HCT. Energies
calculées avec rayons atomiques dans la colonne de gauche B; et rayon moyen dans la
colonne de droite Bes. (¢ =4

Acide aminé
ALA
ASP
ASN
ARG
GLU
GLN
HIE
HIP
ILE
LEU
LYS
MET
PHE
SER
TYR
THR
TRP
VAL

B;
4.23
-11.152
-11.73
-38.77
-2.38
-9.22
24.37
30.40
10.34
6.48
1.90
2.95
7.68
-1.10
1.97
-2.47
19.38
2.08

BT’GS
4.25
-10.35
-11.26
-37.15
-4.35
-8.77
24.44
31.33
10.33
6.46
2.69
2.97
7.44
-1.24
1.95
-2.44
19.18
2.09
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F1GURE 8.2 — Calcul des énergies de référence avec et sans 'utilisation de rayons de
solvatation moyen.

Energies de référence calculées avec les Bres (kcal/mol)

T T T T T T T T
-5 0 5 10 15 20 25 30

Energies de référence calculées avec les rayons de Born atomiques (kcal/mol)

et mutantes [206, 196] . On ne considérera pas les mutations en cystéine, glycine et pro-
line, qu’on ne peut pas modéliser avec notre protocole. On dispose au final d’informations
biochimiques sur 47 mutations de ces trois peptides. K2AE2 est une hélice de 21 acides
aminés, qui sera mutée sur la position 12. KEAKE une hélice de 17 résidus, mutée sur
la position 9; et pepT1 est un fragment d’hélice de la ribonucléase T1, avec 17 résidus,
mutée sur la position 9. A la position mutée, on place successivement tous les acides ami-
nés possibles, si bien qu’on obtient une protéine native et dix sept mutants pour chaque
peptide. Voici les séquences des trois peptides utilisés :

pepT1 : SSDVSTAQXAAYKLHED [196],

KEAKE : YEAAAKEAXAKEAAAKA [197],

K2AE2 : YSEEEEKAKKAXAEEAEKKKK [198],

Le protocole de modélisation est I'optimisation structurale des rotameres par le pro-
gramme Proteus, décrit précédemment. Pour chaque peptide et pour chaque séquence

mutante, 100000 cycles heuristiques sont réalisés ; compte tenu de la petite taille des pep-
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FI1GURE 8.3 — 3 peptides utilisés pour tester le protocol d’évolution dirigée avec le modele
de solvant GB-HCT

K2AE2

tides, ils ne conduisent qu’a un nombre tres faible de structures différentes (inférieur a
5). On reconstruit les structures obtenues. Les programmes ont été modifiés pour prendre
en compte la nouvelle modélisation du solvant. ici on obtient une erreur moyenne de
0.99 kcal.mol™! sur 47 mutations. c’est pour I'instant un peu moins bon qu’avec le mo-
deéle de Solvant CASA (0.56 kcal.mol™! sur le méme échantillon) mais Perreur est encore

acceptable (figure 8.3 et 8.4).

8.1.4.2 Validation sur la TyrRS de B. stearothermophilus

Nous disposons de données expérimentales sur 13 mutants de Bst-TyrRS. Il s’agit de
constantes de dissociations des complexes TyrRS:Tyr natif et mutants. La méme valida-
tion du protocole d’évolution dirigée est réalisée, on trouve une erreur moyenne de 1.72
kcal.mol™!. cette erreur est un peu plus grande qu’avec le modele CASA (0.62 kcal.mol™1).

Le protocol de calcul de la matrice d’énergie est similaire a celui décrit avec le solvant
CASA. On utilise ici une constante diélectrique de 8 pour la protéine et un coefficient «
de -0.03 pour le terme de surface exposée au solvant. Des énergies de références sont cal-
culées avec cette constante diélectrique. On calcule ainsi un terme d’énergie li¢, un terme
d’énergie non lié qui inclut les termes Eqe 5 et Ey,, ainsi qu'un terme d’énergie de surface.

Lors de la reconstruction, on ne calcule que les énergies d’interactions protéine-solvant
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TABLE 8.3 — Energies libres calculées et expérimentales pour les trois peptides hélicaux.

Peptide s Mutation

AG calculé
en kcal.mol ™!

AG expérimental
en kcal.mol~!

pepT1
ALA 0.42 -0.31
ARG 0.31 0.16
ASN 0.99 0.31
ASP 0.98 0.37
GLN -1.49 -0.01
HIE -1.3 0.36
ILE 1.81 0.03
LEU -1.35 -0.09
LYS -0.96 0.07
MET -1.25 -0.16
PHE -0.6 0.29
SER -1.29 0.16
THR -1.95 0.34
TRP -0.7 -0.23
TYR -1.39 0.07
VAL -1.29 0.33
K2AE2

ALA 0.27 -0.21
ARG 0.26 0.2

ASN 1.32 0.38
ASP 2.38 0.15
GLN -0.9 0.64
HIE -0.79 0.57
ILE 2.3 0.32
LEU 0.87 0.9

LYS 1.5 0.52
MET -1.13 0.17
PHE -0.55 1.74
SER -1.28 0.9

THR -0.53 0.68
TRP -0.06 0.33
TYR 0.16 0.55
VAL 1.28 0.59

KEAKE

ALA 0.4 -0.32
ARG 1.16 -0.33
ASN 1.64 0.8

ASP 2.05 0.78
GLN 0.24 0.3

HIE -0.48 0.85
ILE 2.42 0.46
LEU 0.93 -0.01
LYS 0.41 -0.12
MET 0.06 0.13
PHE -0.55 0.13
SER -1.2 0.69
THR -0.78 0.93
TRP -0.59 0.3

TYR -0.08 0.46
VAL 1.25 0.93
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F1GURE 8.4 — Comparaison des données expérimentales et des données modélisés avec le
nouveaux traitement du solvant sur les trois peptides hélicaux.

—e— pepTl
* - KEAKE
—— KEAKE2

Energies libres calculées (kcal/mol)

T T T T T T T
-3 -2 -1 0 1 2 3

Energies libres expérimentales (kcal/mol)

pour estimer l'affinité (figure 8.4 et 8.5). Les énergies d’interaction protéine-protéine et
ligand-ligand sont négligées. Un controle a été réalisé sur ce protocole, en optimisant la
structure d’'un mutant, "identité", T234T, pour lequel la variation d’énergie libre de liai-
son est nulle. La structure est optimisée selon le protocole donné. Nous estimons alors la

différence d’énergie libre de liaison & 0.05 kcal.mol™!, ce qui est proche de zéro.
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TABLE 8.4 — Energies libre calculées et expérimentales pour 13 mutants de TyrRS de B.
stearothermophilus.

Mutations AAG calculé  AAG expérimental

en kcal.mol™! en kcal.mol™!
Y 34F 0.39 1.40
D38A 0.32 2.41
T51A 0.12 0.00
D78A 3.03 2.61
N123A 2.02 0.93
N123D 0.04 3.33
Y169F 0.96 2.79
Q173A -5.35 2.31
K230A -0.39 0.38
F231L 0.26 0.00
K233A 1.86 -0.08
T234A 0.89 -0.17
T234S 0.88 0.05
controle
T234T 0.05 0.00

FIGURE 8.5 — 13 mutants de Bst-TyrRS. Comparaison des données expérimentales et des
données modélisées avec le nouveau traitement du solvant.

Energies libres calculées (kcal/mol)

Energies libres expérimentales (kcal/mol)
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8.1.5 Conclusion

Bien que les erreurs moyennes par rapport aux données expérimentales soit un peu plus
importantes avec le modele de solvant GB-HCT qu’avec le modele CASA, elles sont du
méme ordre. Les interactions électrostatiques semblent cependant mieux modélisées avec
le solvant GB-HCT. Ceci porte a croire que les séquences prédites par un programme
d’évolution dirigée utilisant ce dernier modele de solvant pour le calcul de la matrice

d’énergie conduirait a une meilleur prédiction de séquence.
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