Struktura i funkcija atipi¢nih arhealnih seril-tRNA-sintetaza
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Tocnost sinteze proteina ovisi o isparvnom povezivanju amino kiseline i pripadne
tRNA molekule. Stvaranje navedene kovalentne veze jest enzimska reakcija,
katalizirana aminoacil-tRNA-sintetazama (aaRS). AaRS ¢ine porodicu od 20 razlicitih
enzima, od kojih je svaki specifican za jednu od 20 standardnih aminokiselina.
Porodica se dijeli na dva razreda, svaki sa po 10 ¢lanova, koji se razlikuju po strukturi
1 karakteristi¢cnim motivima kataliticke domene. Reakcija aminoaciliranja odvija se u
dva koraka. U prvom koraku dolazi do stvaranja veze izmedu aminokiseline i
molekule ATP, te do nastanka aminoacil-adenilata. Aminoacil-adenilat je aktivirani
intermedijer reakcije, te u drugom koraku aminokiselina biva prensena na 3’-kraj

odgovarajuc¢e molekule tRNA.

Obzirom na klju¢nu ulogu koju ovi enzimi imaju u procesu translacije geneticke
informacije, dugo se smatralo da ¢e primarni aminokiselinski slijed kao 1 tercijarna
sturktura pojedine sintetaze specificne za odredenu aminokiselinu biti evolucijski
o¢uvani. Medutim, sekvenciranjem prvog arhealnog genoma, Methanococcus
janaschii 1996. g., otkrivene su znacajne razlike u primanoj sekvenci pojedinih
sintetaza. Daljnjom akumulacijom primarnih sekvenci iz brojnih projekata
sekvenciranja genoma, postalo je jasno da je kompleksnost ove porodice enzima
mnogo veca no $to se smatralo. U pravilu, sintetaze arhealne i eukariotske domene
zivota c¢ine skupinu sintetaza eukariotskog tipa, a drugu skupinu, sintetaze
prokariotskog tipa, ¢ine enzimi prokaritske domene Zivota, kojima pripadaju i
mitohondrijske sintetaze.

Medutim, postoje iznimke i ovom pravilu $to je vidljivo kod seril-tRNA-sintetaza
(SerRS). Jednu skupinu SerRS ¢ine enzimi prisutni samo u pojedinim metanogenim
arhejama, dok drugoj skupini pripadaju SerRS svih ostalih organizama.
Methanosarcina barkeri seril-tRNA-sintetaza (Mb-SerRS), kao i ostale atipicne

SerRS metanogenih arheja, posjeduje duzu N-terminalnu domenu izrazito niske



homologije aminokiselinskog slijeda s ostalim SerRS. Osim toga, za ove sintetaze
karakteristi¢na je 1 delecija unutar ocuvanog motiva 2 koji gradi aktivno mjesto.

U svrhu razumijevanja mehanizma reakcije aminoaciliranja kod metanogenih
sintetaza s izmjenjenim aktivnim mjestom, kao i stvaranja interakcija izmedu
molekule tRNA i N-terminalne domene odredena je kristalna struktura Mb-SerRS.

Struktura atipi¢ne metanogene SerRS prikazana je na slici 1.

Slika 1.: Struktura Mb-SerRS: kataliticka domena jedne podjedinice je prikazana
ruzicastom, a drugoe sivom bojom. tRNA-vezna domena oba monomera prikazana je
zutom, a uzvojnice za koje se smatra da stvaraju interakcije s molekulom tRNA
crvenom bojom. Atom cinka, kao i aminokiseline koje ga koordiniraju su u svijetlo
plavoj boji.

Mb-SerRS je homodimerni protein. Monomer je graden od dvije domene: C-
terminalne kataliticke domene i N-terminalne tRNA vezne domene. Sve aaRS koje
pripadaju razredu II karakterizira slicna struktura kataliticke domene: osam lanaca
gradi P-nabranu plo¢u omedenu uzvojnicama. Zanimljivo, atipicna SerRS
metanogene arheje posjeduje jedinstvenu inserciju unutar kataliticke domene. Ova, 30
aminokiselina duga insercija ima uredenu sekundarnu strukturu uzvojnica-omca-
uzvojnica (helix-loop-helix, HLH). Unutar dimera SerRS, HLH jednog monomera
stvara interakcije s kataliticlkom i1 tRNA-veznom domenom drugog monomera.
Pozicija motiva HLH, kao 1 brojne vodikove veze izmedu uzvojnice tog motiva i
uzvojnice N-terminalne domene govore o vaznosti koju motiv HLH ima u prostornom

usmjeravnju i pozicioniranju N-terminalne domene. N-terminalna domena bitna je za



stvaranje interakcija s tRNA 1 usmjeravanje 3’-kraja molekule tRNA u aktivno
mjesto.

RjeSavanjem ove strukture otkriven je ion cinka u aktivnom mjestu. Ioni metala
unutar proteinskih molekula mogu posjedovati bilo kataliticku bilo strukturnu ulogu.
S obzirom da je ion cinka otkriven u aktivhom mjestu, postojala je indikacija da bi
reakcija prepoznavanja supstrata i aktivacije serina unutar aktivnog mjesta mogla biti
drugacija u odnosu na SerRS prokariotskog tipa, iako oba tipa SerRS imaju istu
strukturnu gradu C-terminalne domene.

Da bismo ispitali tu pretpostavku, odnosno da bismo razumjeli ulogu cinka unutar
aktivnog mjesta, rijeSili smo strukturu enzima u kompleksu sa: serinom, ATP
molekulom, te stabilnim analogom seril-adenilata, 5’-O-(N-(L-
seril)sulfamoil)adenozinom.

1z rijeSenih struktura vidi se da je ion cinka, koordiniran aminoksielinama Cys 306,
Cys 461 and Glu 355, direktno ukljuen u vezanje serina, stvaranjem interakcija s
njegovom amino i pobo¢nom hidroksilnom skupinom. Bez prisustva serina ili analoga
seril-adenilata omca koja ukljucuje aminokiseline 394-410 nema vidljivu elektronsku
gusto¢u. Nakon vezivanja aminokiseline u aktivno mjesto dolazi do stvaranja

interakcija izmedu hidroksilne skupine serina i GIn400, te omc¢a poprima uredenu

strukturu.
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Slika 2A.: Omit mapa elektronske gusto¢e kompleksa Mb-SerRS s analogom seril-
adenilata vezanim u aktivho mjesto. Protein je prikazan sivo, omc¢a koja postaje
uredena nakon vezivanja serina ljubicasto, ion cinka svijetlo plavo, a seril-adenilat
analog je prikazan kao Stapi¢astim modelom.

Slika 2B: Prikaz interakcija aminokiselina aktivnog mjesta i analoga seril-adenilat.



Uloga i vaznost cinka je potvrdena i biokemijskim eksperimetima. Mutacijom bilo
koje od tri aminokiseline koje koordiniraju cink enzim potpuno gubi aktivnost. Prema
tome, SerRS metanogenog tipa posjeduju, za razliku od sintetaza bakterijskog tipa,
ion cink u aktivnom mjestu i bitno drugaciji mehanizam selekcije pripadne
aminokiseline.

Za razliku od N-terminalne domene bakterijske SerRS, koja je gradena od dvije duge
uzvojnice, N-terminalna domena Mb-SerRS ima kompaktnu, globularnu strukturu
gradenu od petolancane beta nabrane ploce, omedene sa Cetiri uzvojnice. Prema tome,
atipicne serRS metanogenih arheja posjeduju novu domenu za vezivanje tRNA.

Sli¢na domena nije detektirana ni u jednoj drugoj aaRS.

N-terminal

HLH fold domains

catalytic
domains

Slika 3: Usporedba SerRS-monomera metanogene arheje (ruzicasto) i bakterijskog
predstavnika (plavo).

Vaznost pojedinih aminokiselina N-terminalne domene u stvaranju interakcija s
pripadnom molekulom tRNA istrazit ¢e se biokemijskom analizom mutiranih Mb-

SerRS.



