N
N

N

HAL

open science

Caractérisation des domaines N-terminal et de liaison a
’ADN du récepteur des androgenes par des approches
biophysiques

Sandra Meyer

» To cite this version:

Sandra Meyer. Caractérisation des domaines N-terminal et de liaison a PADN du récepteur des
androgenes par des approches biophysiques. Biophysique. Université de Strasbourg, 2015. Francais.

NNT: 2015STRAJ091 . tel-01451349

HAL Id: tel-01451349
https://theses.hal.science/tel-01451349
Submitted on 1 Feb 2017

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-01451349
https://hal.archives-ouvertes.fr

J’ UNIVERSITE DE STRASBOURG  \¢ &z

RASBOURGE

ECOLE DOCTORALE des Sciences de la Vie et de la Santé
UMR7104 — U964 Institut de Génétique et Biologie Moléculaire et Cellulaire

TH ES E présentée par :
Sandra MEYER

soutenue le : 14 Décembre 2015

pour obtenir le grade de : Docteur de I'université de Strasbourg

Discipline/ Spécialité : Sciences de la Vie et de la Santé / Aspects moléculaires et
cellulaires de la biologie

Caractérisation des domaines
N-terminal et de liaison a ’ADN du
recepteur des androgenes par des

approches biophysiques.

THESE dirigée par :

M. KIEFFER Bruno PR, Université de Strasbourg
RAPPORTEURS :
Mme LANDRIEU Isabelle DR, Université de Lille
M. BOURGUET William DR, Centre de biochimie structurale de Montpellier

EXAMINATEUR :
M. METZGER Daniel DR, IGBMC, Strasbourg

MEMBRES INVITES :

M. CERALINE Jocelyn Co-Directeur de thése, MCU-PH, Université de Strasbourg
M. DELSUC Marc-André DR, IGBMC, Strasbourg






A mes grands-parents,
A mes filles,

A Romain,






Remerciements

Cette thése représente quatre années de science mais également quatre années d'appren-

tissage sur soi-méme ainsi que quatre années parsemées de jolies rencontres.

Tout d'abord, je tiens a remercier Mme Isabelle Landrieu, M. William Bourguet et M. Da-

niel Metzger, Directeurs de Recherche, pour I'honneur qu'ils me font de juger ce travail.

Je remercie Jocelyn Céraline, mon co-directeur de thése. Merci, de m'avoir accueilli dans
ton laboratoire il y a de ¢a cing ans pour réaliser mon stage de Master 2, puis de m'avoir dirigé

vers le laboratoire de RMN de I'lGBMC pour débuter ma thése.

C'est ainsi que j'en viens a remercier mon directeur de thése, Bruno Kieffer. Merci de
m’avoir permis de réaliser ma thése dans un environnement scientifique de qualité. Le passage
du monde de la biologie au monde de la biophysique ne s'est pas fait sans mal! Je te remercie
trés chaleureusement pour ton aide devant la console du spectro’ a mes débuts, ta disponibilité
et ta patience...pour ton exigence, ta rigueur et |'autonomie que tu m'as accordée et qui m'ont
permises d'apprendre a tes cotés...pour la confiance que tu m'as accordée lors des enseigne-
ments en premiére année de |'ESBS et lors de |'encadrement des stagiaires au labo notamment
le Master 2 de Justine...pour toutes les opportunités d'ouvertures et de participation a des
congrés ou écoles de formation qui ont permis d'augmenter mon bagage scientifique...pour ton
soutien et ton aide précieuse au moment de la rédaction de ce manuscrit! Tu m'as transmis ta
passion pour la science et fait découvrir le monde fascinant de la RMN, qui j'espére me réserve

encore de belles surprises !

Un énorme MERCI a Marc-André Delsuc. A mon arrivée dans |'équipe, tu me parlais de
choses étranges comme MeDor, HCA, SAXS... et Python!! Je me demandais bien ou est-ce
que j'avais mis les pieds, moi qui aie la phobie des serpents! Finalement, j'y ai pris goiit petit
a petit pour ne jamais m'en lasser ! Pour cela et pour ton aide, je te remercie trés sincérement
pour ta grande disponibilité, pour avoir toujours su répondre a mes questions de débutante en
Python, entre autres, méme a 19h passé! Merci d'avoir été présent pour tous nos road trips
a SOLEIL ou nous n'avons jamais travaillé de nuit! Merci pour tes connaissances encyclopé-

diques! Finalement, tu as été un petit peu mon directeur de thése aussi!

Que de monde a remercier! Allez, c'est parti!!



D'abord les collégues...

Un merci a tous les membres actuels et passés de |'équipe de RMN biomoléculaire. Claude,
le grand manitou des spectros et du réseau! Merci pour ta gentillesse, ta disponibilité et ton
aide ! Isabelle, merci de m'avoir transmis ton savoir-faire concernant les expériences de titration
RMN ! Lionel, je t'ai mis & contribution ces derniéres semaines pour python et le débruitage
des spectres et je te remercie pour ton aide! Merci également pour toutes nos discussions
scientifiques ou non et nos rires partagés lors des repas du midi, pauses café ou fin de journée
quand on était les derniers au labo! Raphaél, tu te dis timide mais pourtant tu es le plus
avenant de I'équipe! Tu es toujours prét a aider dans n'importe quelle circonstance. Merci
pour ta bonne humeur quotidienne ! Justine V., merci pour les repas a I'extérieur qui nous ont
permis de nous aérer |'esprit avec Julia. Et enfin Justine W., ma super stagiaire de M2! Notre
cobaye et ma référente CcpNmr Il Merci pour tous les fous-rires que I'on a eu tout au long de
ton stage, merci d'avoir soniqué les protéines et mis mes tubes RMN dans le spectro pendant

ma grossesse | Merci pour ton aide en cette fin de thése!

Un merci a tous les membres de I'équipe oncoprotéine du 2éme étage et plus particuliére-
ment 3 :

Yves, pour ton implication & 200% dans I'enseignement et ton aide au dichro’, pour les
discussions enrichissantes du midi.

Denise, pour avoir partagé ta paillasse et tes protocoles a mon arrivée, pour &tre toujours
disponible et souriante lorsqu'on vient te voir, pour m’avoir fait découvrir les sauterelles et
autres spécialités de chez toi! J'attends le voyage du labo au Mexique!

Anne, pour les discussions science, enfants et bredele que nous avons pu avoir. D’ailleurs,
c'est bientdt le moment de se mettre aux fourneaux ! Merci également pour les astuces tech-
niques ol la découverte des piéces de I'ESBS comme la chambre chaude du 1°" ainsi que les

nombreuses fois oU tu as soniqué mes protéines pendant ma grossesse.

Un merci également a tous les membres de |'équipe de modélisation avec qui nous parta-

geons également le 2éme étage !

Un merci également a un expert de biologie moléculaire, Gunter. Thank you for having

taught me the tricks of all your exotic clonings.

Un merci également a nos supers collaborateurs de Marseille.

Véronique, merci pour ta disponibilité et ton accueil qui m'ont permis d'en savoir plus sur



le SAXS. Héléne, merci pour la semaine intense de purification que nous avons passée ensemble
a Strasbourg. Mais surtout un grand merci pour ta relecture des chapitres d'introduction et

tes suggestions de corrections pertinentes.

Merci aux personnes des services commun de I'lGBMC : Jean-Marie Garnier de la plate-
forme de clonage, Pierre et Alastair de la plateforme de cristallisation, Annick du service des

missions et Mafité, toujours souriante et disponible pour les impressions.

Puis, il y a les collégues devenues amies...

Marie-Elodie, notre rencontre marque le début d’'une aventure remplie de péripéties allant
de la morsure du chat a I'escorte de la police pour aller a ton entretien INSERM jusqu’aux
soirées mémorables 3 Langatte! Merci pour les fous rires partagés, pour ta présence dans
les bons moments comme dans les moins bons, pour ta patience, ton aide et tes conseils
lors de mes nombreuses répétitions d'oraux qui ont duré jusqu'au bout de la nuit! Merci
a ton cher et tendre, Thom, pour sa contribution 3 me déstresser avec ses incontournables

Bonguouuuuur !

Adeline, notre globe-trotteuse! Que de parcours ces quatre derniéres années! On s'est
trouvé pas mal de points communs avec Marie-Elodie pour ensuite former un trio de choc. Merci
pour ton soutien, pour les pauses déjeuners ou les petits verres de fin de journée réconfortants !
Merci d'étre la personne que tu es tout simplement! J'espére avoir |'occasion de venir te voir
dans ton nouveau pays un de ces jours!

Julia, notre espagnole-suédoise et ma colocataire de bureau! Merci pour ton amitié, pour
toutes les pauses café, déjeuners et rires partagés, pour ta générosité, pour les souvenirs de
nos passages prolongés en chambre froide, devant la console du spectro’ pour paramétrer la
DOSY, supprimer I'eau...pour ta participation & mettre la sous-couche sur les murs de notre
maison (merci a Luis qui peint plus vite que son ombre!)...pour le babysitting de cet été au

labo...pour toute I'aide que tu m’as apportée en cette fin de thése.

Puis la seule, 'unique et véritable... Baie!l

Aline, ces quelques lignes ne résumeront pas toutes nos années d'amitié ! Tout simplement
merci pour la simplicité que tu incarnes et ta passion pour la science méme si nous avons étudié
des choses complétement différentes. Les centaines de kilométres qui nous séparent n'auront
pas eu raison de nos dizaines de textos quotidiens ni de nos sessions tel'  jusqu'au bout
de la nuit! Merci pour ton soutien infaillible, ton assistance CV, lllustrator, mais aussi ton

assistance déco de ma salle de mariage, ta planification de journées détente au Spa et bien



d'autres! Enfin un énorme merci pour le temps et tout le sérieux que tu as mis a relire cette
thése malgré qu'elle soit  trop complexe et qu'il te faudrait une bible de bio’ mol"  pour

la comprendre en détail !

Et enfin la famille...

Merci a tous les membres de ma famille pour leur aide dans n'importe quelle circonstance
et particuliérement en ce moment ol nous construisons notre maison !

Un énorme MERCI & mes grands-parents sans qui rien de tout cela n'aurait été possible!
Merci pour votre soutien sans faille. Les mots ne sont rien pour résumer ce que vous représentez
pour moi. Merci pour tout.

Merci a mes filles, Mathilde et Louise, d'étre les rayons de soleil de mes journées.

Et le dernier, mais pas le moindre, merci & Romain pour ta présence quotidienne, ton
soutien, pour avoir fait tourner la maison et la construction ces derniers mois. Merci d'avoir
fait partie de cette aventure scientifique !

Enfin, je terminerai par une pensée pour mes trois  poilus , Téquila, Pépito et Cannelle,

a mes cdtés depuis mes débuts a la fac et dont la présence est source de réconfort.

En essayant continuellement
On nit par réussir.
Donc : plus ¢a rate,
Plus on a de chances que ca marche.

Proverbe Shadock



Table des matiéeres

1 Objectifs

2 Les récepteurs nucléaires : une machine allostérique complexe
2.1 Organisation des récepteurs nucléaires
2.1.1 Le domaine NTD

2.1.2 Le domaine DBD

2.1.3 La région charniére

2.1.4 Le domaine LBD

2.2 Les RNs intégrateurs de signaux . . . . . . .. ... ... ....
2.2.1 Régulation allostérique par des effecteurs . . . . . . . . ..
2.3 Description moléculaire du récepteur des androgenes (AR) . . . . .
231 Moded'actionde AR . . . . ... ...
2.3.2 Régulation post-traductionnelle de AR . . . . .. ... ..
2.3.3 ARet pathologies . . . . . . ... ... L.
2.3.4  Nouvelles stratégies thérapeutiques ciblant I'AR . . . . . .
Bibliographie . . . . . . . ...

3 Le motif protéique doigt de zinc
3.1

3.2 Publication

Introduction

Bibliographie

4 Description des protéines intrinséquement désordonnées (IDPs) :
méthodes
4.1
4.2

Découverte et définitiondes IDPs . . . . . . ... .. ... ....
Propriétés des IDPs
42.1

4.2.2 Flexibilitée et plasticité structurale des IDPs

Caractéristiques physico-chimiques des IDPs

4.2.3 Transition désordre-ordre

4.3 Fonction des IDPs

4.4

Méthodes de caractérisation des IDPs

441

Outils bio-informatiques de prédiction du désordre

© 0 N o o O



Table des matiéres

442 SDS-PAGE . . . . . . .
443 Dichroisme circulaire (CD) . . . . . .. ... . .. ... . ... ...
4.4.4 Spectroscopie de fluorescence . . . . . ... ...
4.4.5 Diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) . . . . ... ... ..
4.4.6 Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) . . . . . .. ... ... ...

45 Conclusion . . . . .

Bibliographie . . . . . . . .
5 Meécanismes moléculaires de reconnaissance de I’ADN par AR-DBD
5.1 Introduction . . . . . ...
5.2 Publication . . . . . .
6 Analyse bio-informatique de la séquence protéique humaine de AR-NTD
6.1 Prédiction ordre/désordre dans le NTD du récepteur des androgénes . . . . .
6.1.1 metaPrDOS . . . . . .
6.1.2 Analyse des clusters hydrophobes (HCA) . . . . . . . ... ... ...
6.2 Conservation de séquence . . . . . . . . . ...
6.3 Analyse des motifs d'interaction dans AR-NTD . . . . . . ... ... .....
6.4 Production et purification . . . . . . ...
6.5 Conclusion . . . . . ..
Bibliographie . . . . . . . . . ..
Annexe A
A.1 Analyse bioinformatique . . . . . . ...
A.2 Production et purification des sous-domaines de AR-NTD . . . . . . ... ..
Bibliographie . . . . . . . . . ..
7 Caractérisation biophysique de la région C-terminale de AR-NTD

vi

7.1 Reésonance magnétique nucléaire (RMN) . . . . . ... ... .. L.
7.1.1 Analyse des spectres protons . . . . . .. ... ...
7.1.2  Mesure de la diffusion translationnelle . . . . . .. ... ... ... .
7.1.3 Marquage isotopique des fragments . . . . . . . ... ... ... L.

7.2 Spectroscopie de fluorescence . . . . . . ...

7.3 Dichroisme circulaire (CD) . . . . .. ... ... . ...

7.4 Diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) . . . . ... ... ... ...

7.4.1 Structures résiduelles . . . . . ..

101
101
101

131
132
132
133
135
137
139
143
144

147
147
147
150



Table des matiéres

7.4.2 Dimensions et forme des protéines . . . . . ... ... ... ... .. 166

7.4.3 Estimation du désordre par la physique des polymeéres . . . . . . . .. 167

7.5 Conclusion . . . . . .. 170
Bibliographie . . . . . . . . .. 171
Annexe B 173
B.1 Expériences RMN . . . . . . . . ... 173
B.2 Expériences SAXS . . . . . 173
B.3 Dichroisme circulaire . . . . .. ... 174
B.4 Spectroscopie de fluorescence . . . . . . .. ... 175
Bibliographie . . . . . . . . 176

8 Etude du fragment W1-DBD par RMN 177
8.1 Production et purification du fragment . . . . . . .. ... 178
8.2 Stratégie d'attribution des fréquences de résonances . . . . . . ... ... .. 179
8.3 Publication : Attribution et étude de la structure secondaire résiduelle . . . . 182

8.4 Etude de l'interaction du fragment W1-DBD avec un élément de réponse IR3 193

8.4.1 Mise en place des expériences de titrage . . . . . . .. ... ... .. 193

842 Résultats . . . . . . . ... 193

8.5 Conclusion . . . . . . .. 198
Bibliographie . . . . . . . . .. 201
Annexe C 203
C.1 Acquisition, interprétation des spectres RMN du fragment W1-DBD . . . . . 203
Bibliographie . . . . . . . . ... 205

9 Conclusion générale 207

vii






nn

ADN
AF-1
AF-2
ANS
ANTS

ARE

ARN

AR
ASTEROIDS

BF-3
BMRB
CARM-1
CBP

CD
ChlP-seq
CLEANEX
CPa

Liste des Abréviations

Variation d'énergie libre

Variation d'enthalpie

Variation d'entropie

Déplacement chimique (en ppm)

Longueur d'onde

Coefficient de diffusion translationnelle
Constante de couplage

Rayon de giration

Rayon hydrodynamique

Tri-dimensionnel

Acide Désoxyribonulcéique

Activation Function 1, Fonction d activation 1
Activation Function 2, Fonction d activation 2
1-anilino-naphtaléne-8-sulfonate

AR-NTD Signature sequence, Séquence signature du domaine N-terminal de
AR

Androgen Response Element, Elément de réponse aux androgénes
Acide Ribonucléique
Androgen Receptor, Récepteur des androgenes

A Selection Tool for Ensemble Representation Of Intrinsically Disordered

States

Binding Function 3, Fonction de liaison 3

Biological Magnetic Resonance Bank

Coactivator Associated Arginine Methyltransferase 1
CREB Binding Protein

Circular Dichroism, Dichroisme circulaire
Chromatin Immunoprecipitation Sequencing

CLEAN chemical EXchange

Cancer de la prostate



Table des matiéres

CREB C-AMP Response Element Binding Protein

CSP Chemical Shift Perturbation, Perturbation des déplacements chimiques
CTE C-terminal Extension, Extension C-terminale

DBD DNA Binding Domain, Domaine de liaison 4 | ADN

DHT Dihydrotestosterone

DOSY Diffusion Ordered SpectrocopY

DO Densité Optique

DR Direct Repeat, Répétition directe

DTT Dithiothréitol

EDTA Ethyléne Diamine Tétra-Acétique

ELM Eukaryotic Linear Motif, Motif linéaire eucaryote

ER Estrogen Receptor, Récepteur des oestrogénes

EXSY EXchange SpectrocopY

FID Free Induction Decay

FM Flexible Meccano

GR Glucocorticoid Receptor, Récepteur des glucocorticoides
GST Glutathione-S-transferase

HAT Histone Acétyltransférase

HCA Hydrophobic Cluster Analysis, Analyse de cluster hydrophobe
HDAC Histone Déacétylase

HMQC Heteronuclear Multiple Quantum Correlation

HMT Histone Methyltransferase

HNF-4 Hepatocyte Nuclear Factor 4, Facteur nucléaire hépatocytaire 4
HSP Heat Shock Protein, Protéine de choc thermique

HSQC Heteronuclear Single Quantum Correlation

IDP Intrinsically Disordered Protein, Protéine intrinséquement désordonnée
IPTG Isopropyl -D-1-Thiogalactopyranoside

IR Inverted Repeat, Répétition inversée

IUPRED Prediction of Intrinsically Unstructured Proteins

JR Jump & Return

KID Kinase Inductible Domain

LBD Ligand Binding Domain, Domaine de liaison du ligand



Table des matiéres

LBP

LB
MAP
MBP
mDUB
MD
MnM
MoRF
MR
NCOR
NES
NF- B
NLS
NOESY
NTD
NUS
PDB
PEST
PFG-SE
PFG
PMG
PONDR
PPAR

ppm
PR
PTM
PULCON
RAP74
RAR

RC
RDC

Ligand Binding Pocket, Poche de liaison du ligand
Luria-Bertani

Microtubule Associated Protein, protéine associée aux microtubules
Maltose Binding Protein

DeUbiquitination module of SAGA

Molecular Dynamic

Minimotif Miner

Molecular Recognition Feature

Mineralocorticoid Receptor, Récepteur des Minéralocorticoides
Nuclear receptor CoRepressor

Nuclear Export Signal, Signal d export nucléaire

Nuclear Factor B

Nuclear Localisation Signal, Signal de localisation nucléaire
Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY

N-terminal Domain, Domaine N-terminal

Non Uniform Sampling

Protein Data Bank, Banque de donnée protéique
Proline-Glutamate-Serine-Threonine rich sequence

Pulse Field Gradient- Spin Echo

Pulse Field Gradient

Pre-molten globule

Predictor Of Naturally Disordered Regions

Preoxisome Proliferator-Activated Receptor, Récepteur activé par les prolifé-

rateurs de péroxisomes

partie par million

Progesterone Receptor, Récepteur a la progestérone
Post-Translational Modification, Modi cations post-translationnelles
PULse Length CONcentration determination

RNA Polymerase |l Associated Protein

Retinoic Acid Receptor, Récepteur a | acide rétinoique

Random Coil

Residual Dipolar Coupling, Couplage résiduel dipolaire

Xi



Table des matiéres

RE

RMN
RMSD

RN

RXR

SAXS
SDS-PAGE

SLiM
SLP
SMRT
SOFAST
SRC
SSpP
TAU1/5
TEV
TFE
TFIIF
TFIA
TMAO
TR

uv
VDR
ZnF

Xii

Response Element, Elément de réponse
Résonance Magnétique Nucléaire

Root Mean Square Deviation
Récepteur Nucléaire

Retionid X Receptor, Récepteur de | acide rétinoique X

Small Angle X-Ray Scattering, Di usion des rayons X aux petits angles

Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis, Gel d électropho-

rése de polyacrylamide contenant du SDS

Small Linear Motif, Petit motif linéaire

Sex-limited Protein

Silencing Mediator of Retinoid and Thyroid Receptors
band-Selective Optimized-Flip-Angle Short-Transient spectra
Steroid Receptor Coactivator

Secondary Structure Propensity, Propensité de structure secondaire
Transactivation Unit 1/5, Unité de transactivation 1/5
Tobacco Etch Virus

Trifluoroethanol

Transcription Factor Il F

Transcription Factor Il A

Trimethylamine-N-oxide

Thyroid Receptor, Récepteur thyroidien

Ultra Violet

Vitamin D Receptor, Récepteur a la vitamine D

Zinc Finger, Motif protéique en doigt de zinc



CHAPITRE 1

Objectifs

Les récepteurs nucléaires (RNs) sont des facteurs de transcription qui interviennent dans
la régulation de |'expression des génes chez les eucaryotes supérieurs. lls interviennent dans de
nombreux processus biologiques comme la croissance cellulaire, le développement, I'homéosta-
sie, I'embryogenése, la reproduction, le métabolisme ou la différenciation. Les RNs possédent
une architecture commune organisée en une structure modulaire de quatre domaines fonction-
nels. Un domaine N-terminal (NTD) qui contient la fonction d'activation indépendante du
ligand (AF-1), suivi du domaine de liaison & I'’ADN (DBD) ou domaine C puis du domaine de
liaison au ligand (LBD) ou domaine E qui dans certains cas est suivi d'une extrémité C-terminale
nommée domaine F. Une région charniére fait le lien entre le DBD et LBD, aussi nommée do-
maine D. De nombreuses pathologies humaines ont pour origine des dysfonctionnements de
RN, pour diverses raisons dont |'apparition de mutations. Ce sont des cibles privilégiées pour
la conception de nouvelles molécules thérapeutiques.

Mon projet de thése porte sur |'étude des mécanismes moléculaires de régulation de |'activité
du récepteur nucléaire des androgénes (AR). De nombreuses mutations ont été décrites et ont
pour conséquences l'implication de AR dans des pathologies variées telles que le cancer de
la prostate ou le syndrome de Kennedy (une maladie neurodégénérative). Ce travail a été
motivé par la découverte, par I'équipe du Dr Céraline, de formes tronquées du récepteur chez
des patients diagnostiqués avec un cancer de la prostate et traités par chimiothérapie. Les
récepteurs tronqués sont dépourvus de leur domaine LBD et ne conservent que les domaines
NTD et DBD. Ces récepteurs tronqués sont capables d'activer de facon constitutive |'expression
de génes qui ne sont pas sous le contrdle de I'hormone androgéne, dans une situation normale.
L’activité transcriptionnelle pathologique de ces récepteurs tronqués met en évidence le rdle
joué par le domaine NTD dans la régulation de la transcription par les récepteurs nucléaires.

Le caractére désordonné des domaines NTD rend difficile I'établissement de relations entre
leurs compositions en acide-aminés et leurs fonctions. Cependant, depuis plusieurs années, de
nombreux travaux mettent en lumiére I'importance des régions désordonnées dans les protéines

et proposent des méthodes expérimentales et conceptuelles permettant d'établir des relations



Chapitre 1. Objectifs

entre leur role biologique et leurs propriétés dynamiques et structurales. Le domaine NTD de
AR comporte 554 acides aminés et représente plus de la moitié de la protéine totale.

A mon arrivée dans le groupe de RMN biomoléculaire, la biologie structurale et les mé-
thodes associées m’étaient totalement inconnues. Mes travaux de recherche se sont attachés
a (i) comprendre le mécanisme de reconnaissance de I'ADN par un récepteur nucléaire, (ii)
caractériser les propriétés structurales du domaine AR-NTD intrinséquement désordonné en
combinant les méthodes biophysiques comme la RMN, le SAXS, le CD et la spectroscopie de

fluorescence.

Etude des mécanismes de reconnaissance de | ADN par AR-
DBD

Une premiére partie de ma thése est consacrée a la caractérisation du mécanisme molé-
culaire de reconnaissance de I'ADN par le DBD de AR, en s'appuyant sur une comparaison
systématique des propriétés d'un DBD sauvage et portant la mutation T575A. Cette mutation
conduit a une altération de la reconnaissance de I'’ADN, et des études préliminaires menées
au laboratoire dans le cadre d'une thése (Ying-Hui Wang 2010) et d'un stage de Master 2
(Wissem Medjaoui 2011) ont montré que la structure du DBD mutant, identique a celle du
sauvage, n'explique pas les différences observées entre les deux DBD. Pour comprendre ce phé-
noméne de dérégulation nous avons entrepris d'étudier la formation du complexe DBD/ADN

en solution par RMN (chapitre 5).

Etude structurale de AR-NTD intrinséquement désordonné

La deuxiéme partie de ma thése consiste en la caractérisation du domaine NTD de AR.
Nous avons réalisé une analyse bio-informatique a I'aide des outils ELM (Eukaryotic Linear
Motif) et HCA (Hydrophobic Cluster Analysis) permettant de prédire des sites d'interaction
ou de repliement (chapitre 6). Cette étude a mis en évidence plusieurs régions du NTD, qui ne
présentent pas les caractéristiques attendues pour des IDPs (faible complexité de composition,
répartition des résidus hydrophobes/hydrophiles, séquences répétées). En particulier, la partie
C-terminale du NTD, localisée a proximité immédiate du DBD (la région TAUS5) présente des
caractéristiques particuliéres qui permettent de penser que cette région pourrait adopter un
repliement tri-dimensionnel dans certaines conditions. En vue d'étudier de possibles interactions
entre ces régions de la protéine et I'activité de reconnaissance a I’ADN, nous avons entrepris le

clonage, I'expression de plusieurs fragments comprenant des segments du NTD de AR de plus
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en plus longs. Ces fragments ont ensuite été caractérisés par plusieurs méthodes biophysiques
telles que la RMN, le SAXS, le CD et la fluorescence (chapitre 7).

La caractérisation par RMN du fragment le plus court, comprenant le domaine DBD, a été
entiérement réalisée et a permis |'analyse de structures secondaires & partir des déplacements

chimiques expérimentaux (chapitre 8).
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Les récepteurs nucléaires (RNs) représentent une des voies principales de transduction du
signal permettant la régulation de la transcription des génes. Il s'agit de facteurs de trans-
cription répondant a des stimuli et, comme leur nom l'indique, dont I'action se situe dans
le noyau. Les RNs forment une superfamille de 48 membres identifiés dans le génome hu-
main [Robinson-Rechavi 2001]. Chacun d’entre eux posséde un réle non redondant dans des
processus biologiques variés comme la croissance cellulaire, le développement, I"homéostasie,
I'embryogenése, la reproduction, le métabolisme ou la différenciation [Ribeiro 1995]. Diverses
fonctions sont incluses dans I'entité protéique que forme un RN, notamment la liaison d'un
ligand, la fixation a I'ADN et le contréle de |'expression de génes cibles. Ces ligands sont des
petites molécules lipophiles qui agissent comme des signaux permettant de modifier |'activité

du récepteur. Alors que les ligands de plusieurs RNs ont été identifiés (hormones stéroidienne
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ou thyroidienne, vitamine D3, acide rétinoique, prostaglandines et acides gras), il existe encore
un ensemble de RNs définis comme orphelins pour lesquels aucun ligand n'a été défini a ce
jour. Ces derniers ne forment pas un groupe distinct des autres RNs, ce qui a mené plusieurs
auteurs a postuler que les RNs orphelins aient été les premiers membres de cette superfamille,
puis la capacité de fixation d'un ligand serait apparue pour permettre de réguler I'activité du

récepteur [Escriva 1997, Laudet 1997, Escriva 2000].

2.1 Organisation des récepteurs nucléaires

Les RNs possédent une architecture commune organisée en une structure modulaire de
quatre domaines fonctionnels (Figure 2.1). Le domaine N-terminal (NTD) ou A/B qui contient
la fonction d'activation indépendante du ligand (AF-1), suivi du domaine de liaison a I'ADN
(DBD) ou domaine C puis du domaine de liaison au ligand (LBD) ou domaine E qui dans
certains cas est suivi d'une extrémité C-terminale nommée domaine F. Une région charniére

fait le lien entre le DBD et LBD, aussi nommée domaine D.

A/B C D E F
NTD LBD
Dimérisation Dimérisation
Région
charniére
NLS

Figure 2.1 — Organisation modulaire des récepteurs nucléaires. Adapté de [Gronemeyer 2004].

2.1.1 Le domaine NTD

Le domaine NTD est la région la plus variable, a la fois en taille et en séquence, parmi les
RNs. Cela va de 23 résidus pour le récepteur a la vitamine D (VDR) a 602 résidus pour le ré-
cepteurs aux minéralocorticoides (MR). Le domaine NTD des RNs présente les caractéristiques
d'une protéine intrinséquement désordonnée (IDP, voir chapitre 4) et aucune donnée cristallo-
graphique n’est donc disponible & ce jour [Kumar 2003, McEwan 2007]. Il est alors impossible

d’établir un lien structure/fonction. Cependant la présence de désordre s'avére importante pour
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la fonction puisque ce domaine est la cible de nombreuses modifications post-traductionnelles
(PTMs) telles que la phosphorylation ou sumoylation et d'interactions avec des protéines co-
régulatrices des RNs. De plus, la présence de désordre semble étre une propriété commune des
facteurs de transcription eucaryotes comme par exemple le co-activateur CREB, NF,g et p53

[Wright 2015].

2.1.2 Le domaine DBD

Le domaine de liaison a I'ADN (DBD) est le plus conservé parmi les RNs avec 66 résidus
hautement conservés sur un total d'environ 70 résidus. La structure de ce domaine est stabilisée
par deux atomes de zinc qui coordonnent les cystéines conservées du DBD formant ainsi deux
motifs en doigt de zinc. Ces motifs sont similaires & la structure en doigt de zinc classique

identifiée dans le facteur de transcription TFIIIA [Miller 1985].

Eléments structuraux impliqués dans la spéci cité d’interaction avec I'ADN

Les nombreuses structures de DBD, complexés ou non a I'’ADN, obtenues par cristallogra-
phie ou RMN ont permis de mettre en évidence les déterminants de la spécificité de recon-
naissance des RNs vis a vis des séquences d’ADN [Luisi 1991, Schwabe 1993]. Ces différents
éléments structuraux nommeés boites P, D et une extension C-terminale (CTE) [Germain 2006]

sont présentés de facon schématique en Figure 2.2.

@ i ?
e° ®o i e
® ® ; ®®e i
® ® i ® ® 5
S s S
@ © v @@ ©
S AP ¢ ’
@ : 9@ @@ ' NLS
® pbox . © ®{;‘r =
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)

,‘ CTE g

Figure 2.2 — Représentation schématique générale du DBD des récepteurs nucléaires, notam-
ment du récepteur des androgénes ici. La boite P est colorée en verte, la boite D en rouge et

I'extension C-terminale (CTE) en bleu. Figure extraite de [Claessens 2008]

Le premier doigt de zinc contient la boite P (boite proximale) qui est constituée d'une
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suite de 5 acides aminés interagissant directement avec le grand sillon de I'ADN. Cette boite
P est située au niveau de la premiére hélice du motif en doigt de zinc et module la spécificité
d'interaction avec I'ADN. La boite D (boite distale), située au niveau du second motif en
doigt de zinc, est impliquée dans I'interface de dimérisation entre deux RNs dont le role est
également de dicter I'espacement entre les deux demi-sites (détaillé dans le paragraphe ci-
dessous). Selon le RN, comme par exemple pour le récepteur thyroidien (TR) et le récepteur
de I'acide rétinoique X (RXR), la partie variable CTE joue un réle dans la reconnaissance de

I'’ADN et la dimérisation des monomeéres au niveau du petit sillon de I'ADN [Rastinejad 1995].

Types d’éléments de réponses reconnus

Les RNs fonctionnent sous forme d’homo-diméres comme par exemple les récepteurs sté-
roidiens, ou d'hétéro-diméres comme le VDR ou les récepteurs a |'acide rétinoique (RAR) qui
s'hétérodimérisent avec RXR. Ces diméres lient des séquences d'’ADN, nommées élément de
réponse (RE), organisées en deux demi-sites hexamériques espacés d'un nombre variable de
nucléotides et arrangés de maniére répétée directe (DR, Direct Repeat) ou inversée (IR, Inver-
ted Repeat). Ces REs dériveraient tous d'une séquence hexamérique canonique 5'-PuGGT CA-
3" (Pu= A ou G) et des mutations ou duplications auraient permis de générer ce répertoire de
REs variés spécifiques a chaque type de RN [Gronemeyer 1995]. Le mode de fixation & I'’ADN
combiné a la reconnaissance d'un certain type de RE a permis de classer les RNs en quatre
catégories [Mangelsdorf 1995]. La classe | comprend les récepteurs stéroidiens qui interagissent
avec des REs de type IR sous forme d'homo-diméres. Les RNs appartenant a la classe Il fonc-
tionnent en hétéro-dimeére avec RXR et lient des REs de type DR. Puis les deux autres classes
incluent les RNs orphelins qui lient un demi-site de RE sous forme d’homo-dimére (classe IlI)

ou sous forme de monoméres (classe V).

2.1.3 La région charniere

Tout comme le domaine NTD, la région charniére ou domaine D est trés peu conservée a
la fois en séquence et en taille.

Initialement la communauté scientifique s'accordait pour dire que cette région jouait un
role de charniére flexible entre les domaines DBD et LBD permettant le positionnement du
DBD au niveau des REs au sein du complexe dimére/ADN. En effet, l'interface de dimérisation
des RNs est différente selon le type de RE reconnu.

Par la suite, la mise en évidence d'une séquence de localisation nucléaire (NLS) bipartite

entre le DBD et cette région charniére a alors permis d'impliquer cette région dans la régula-
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tion de la localisation des RNs [Zhou 1994]. Enfin cette région est également impliquée dans

I'interaction des RNs avec I'ADN et la régulation de leur activité [Haelens 2007].

2.1.4 Le domaine LBD

Le LBD est le second domaine le plus conservé parmi les RNs. Il s’agit d'un domaine
multifonctionnel permettant : (i) la fixation du ligand au niveau de la poche de liaison du
ligand (LBP, Ligand Binding Pocket), (ii) la transactivation de la transcription dépendante du
ligand relayée par la fonction d'activation 2 (AF-2) sur I'hélice H12, (iii) la dimérisation des
RNs. (Gronemeyer et laudet, 1995)

Les structures cristallographiques révélent la présence de 12 hélices (H1 & H12) anti-
paralléles disposées en trois couches pour la plupart des RNs [Wurtz 1996, Moras 1998]. Ce-
pendant, des variations de cette organisation ont été recensées notamment pour (RAR ) et le

récepteur des androgénes (AR) ou I'hélice H2 est absente [Renaud 1995, EP 2002].

Fixation du ligand et modéle du piége a souris

La fixation du ligand a lieu dans une poche (LBP) formée par les hélices H3, H7 et H10.
Un modéle élégant a été proposé quant au mécanisme moléculaire de la fixation du ligand : le
mécanisme du piége a souris (Figure 2.3) [Wurtz 1996, Moras 1998]. En effet, la fixation du
ligand entraine un réarrangement structural majeur menant a un changement conformationnel
du LBD ou la flexibilité de I'hélice H12 est I'élément crucial. Ce modéle a été proposé a partir de
la comparaison des structures cristallographiques du LBD du sous forme apo (en absence de li-
gand) [Bourguet 1995] et holo (en présence de ligand) (Figure 2.3) [Egea 2000, Renaud 1995].
Les résultats ont montré que le passage de la forme apo a holo du LBD s’accompagne d'une
compaction du domaine. Les changements conformationnels majeurs mettent en jeu princi-
palement les hélices H3, H11 et H12. En absence de ligand, I'hélice H11 est logée dans la
poche de liaison du ligand permettant sa stabilisation. Lors de la fixation du ligand, I'hélice H3
est déplacée de quelques Angstrdm ce qui entraine un repositionnement de |'hélice H11 dans
la continuité de H10. Ce mouvement induit le basculement et le repliement de I'hélice H12,
initialement exposée au solvant, sur le ligand.

Ce repliement permet de stabiliser le ligand dans la poche de liaison et également d'exposer
une surface d'interaction formée par H3, H4 et H12 comprenant la fonction d’activation 2 (AF-
2) impliquée dans les interactions avec des co-régulateurs des RNs contenant le motifs LxxLL

(ot L correspond a la leucine et x a n'importe quel acides aminé) [Gronemeyer 2004].
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H12

Figure 2.3 — Changement de conformation du LBD de RXRa« suite a la fixation du ligand. Les
éléments de structure secondaire subissant les réarrangements structuraux majeurs lors de la
fixation du ligand (H3, H4 et H11 en violet et H12 en rose) entre la forme apo (absence de
ligand) (PDB : 1LBD) et la forme holo (présence du ligand) sont indiqués (PDB : IMVC).

Interface de dimérisation

La dimérisation au niveau de ce dernier domaine permet de stabiliser I'homo-/hétéro-dimére
sur I'ADN mais n'intervient en aucun cas dans la sélection du type de RE.

La comparaison de structures 3D des LBDs de I'hétéro-dimére RARa/RXRa et de I'homo-
dimeére formé par le récepteur aux oestrogénes o (ER«) indique que les éléments structuraux
impliqués dans l'interface de dimérisation sont identiques [Germain 2013]. Les résidus des hé-
lices H7, H9, H10 et des boucles L8-9 et L9-10 forment |'interface de dimérisation mais H9 et
H10 y contribuent a plus de 75% [Bourguet 1995, Bourguet 2000b, Gampe 2000].

2.2 Les RNs intégrateurs de signaux

Jusqu'a il y a peu de temps, les RNs étaient étudiés uniquement par domaine individuel.
La vision que I'on a eu pendant longtemps était celle d'une architecture globale organisée
en quatre domaines structurellement et fonctionnellement distincts. Cependant, ces domaines
appartiennent & une méme entité protéique et il convient donc de considérer les RNs dans leur

ensemble comme des intégrateurs de signaux.
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La cellule, unité fondamentale du vivant, a mis au point des outils permettant de détecter
des signaux extérieurs ou intérieurs, réguler les voies métaboliques et la communication inter-
cellulaire. La maniére dont tout cela est orchestré débute par (i) la détection du signal, (ii) la
transmission de I'information a des effecteurs qui permettent (iii) la propagation et |'intégra-
tion du signal aboutissant a (iv) la régulation de la transcription de génes cibles en réponse au
signal.

Les RNs font partie des outils développés par la cellule pour faire face a la multitude
de signaux percus et sont un exemple d'allostérie permettant I'adaptation du comportement
cellulaire. L'allostérie peut étre vue comme une transition d'un ensemble d'états vers un état
permettant la transduction du signal aprés stimulation par des effecteurs [del Sol 2009]. La
transduction du signal dans le contexte des RNs provient de I'action commune de plusieurs

effecteurs qui sont le ligand, I'’ADN, les modifications post-traductionnelles et les co-régulateurs.

2.2.1 Régulation allostérique par des e ecteurs
Le ligand et les protéines co-régulatrices

L'effet allostérique qui fait suite a la liaison d'un ligand agoniste au niveau de la LBP
des RNs est décrit dans le paragraphe précédent. Dans le cas des RNs complexés a I'ADN
en absence de ligand, le changement conformationnel suite & la fixation du ligand induit la

dissociation des co-represseurs pour permettre |'initiation de la transcription.

A l'inverse, pour les récepteurs situés dans le cytoplasme en absence de ligand comme
AR, le changement conformationnel induit par la fixation du ligand déstabilise I'interaction
avec les chaperonnes et permet d'exposer un signal de localisation nucléaire nécessaire a la

translocation dans le noyau pour activer la transcription de génes cibles.

De plus, une seconde surface, nommée BF-3, dont les résidus sont extrémement conservés
parmi les récepteurs stéroidiens a été mise en évidence. Celle-ci est adjacente a AF-2 et des
études structurales suggérent une relation allostérique entre ces deux surfaces ou |'occupa-
tion de BF-3 par des inhibiteurs affecte le recrutement de co-régulateurs au niveau de AF-2
[Estébanez-Perpifia 2007, Buzén 2012].

Ainsi, la régulation de I'expression des génes par les RNs est le résultat d'un échange
trés bien coordonné avec leurs co-régulateurs. Comme nous le verrons en section 2.3.1, ces co-
régulateurs possédent des activités histone acétylase ou méthylase permettant la déecompaction

de la chromatine et donc la transcription de géne cible.
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L’ADN

La vision actuelle que nous avons du mécanisme de régulation médié par les RNs considére
I'’ADN comme un effecteur allostérique.

Ce concept est mis en avant par les travaux de Yamamoto et coll., ol la séquence d’ADN
correspondant a un RE joue un réle majeur dans la modulation de I'activité transcriptionnelle
du récepteur des glucocorticoides (GR) [Meijsing 2009], bien que cette étude aie été réalisée
par domaine isolé. Le GR reconnait différents REs de type DR3 et dont I'affinité de liaison n’est
pas forcément corrélées avec son activité. Les structures de diméres de GR sur des séquences
d'ADN différentes révélent une organisation similaire du dimére de maniére téte-a-téte. Mais,
un segment de 6 résidus présente une orientation différente selon la séquence d’ADN utilisée.
Le méme groupe a ensuite montré qu'une mutation dans |'interface de dimérisation abolissait la
formation du dimére de GR sur I'ADN. Ces résultats mettent en avant la régulation allostérique
de la conformation du DBD de GR au contact de I'ADN qui se propage au niveau de |'interface
de dimérisation facilitant la formation du dimére [Watson 2013].

L'analyse des séquences d'’ADN liées aux récepteurs RAR a partir d'expériences de Chip-
seq (séquengage aprés immunoprécipitation de la chromatine) qui a révélé un répertoire d'élé-
ment de réponse aux récepteurs plus large que prévu fournit également les preuves de concept
[Moutier 2012]. Alors que les éléments de réponse de |'hétéro-dimére RAR/RXR de type DR1
DR2 et DR5 étaient décrits comme canoniques, cette étude a montré que I'hétéro-dimére oc-
cupait également des REs de type DR0, DR8 et IR0. L'incapacité de I'hétéro-dimére a activer
la transcription lors de I'interaction avec un DRO contrairement & un DR2 ou DR8 suggére que
I'espacement entre les demi-sites régule la fonction du récepteur de maniére allostérique.

De plus, les premiéres structures 3D de complexes ternaires entres RNs entiers et leur REs
respectifs comme PPAR /RXR, obtenue par cristallographie, et VDR/RXR, obtenue par cryo-
microscopie électronique, indique que d'autres régions comme le LBD ou la région charniére

[Chandra 2008] ou encore le NTD [Orlov 2012] contribuent a l'interaction avec I'ADN.

Les modi cations post-traductionnelles

Les RNs et notamment leur domaines NTD et LBD sont la cible de nombreuses mo-
difications post-traductionnelles (PTMs) comme la phosphorylaion, acétylation, sumoylation,
méthylation qui agissent en tant que modulateur de la transcription. Les structures cristallo-
graphiques obtenues pour les RNs entiers montrent que des PTMs a distance de l'interface
avec I'ADN peuvent impacter les propriétés d'interaction avec I'’ADN.

En effet, la structure du récepteur HNF4- complexé a I'ADN et a un co-activateur, indique
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que ces signaux traverses de longues distances a travers la communication interdomaine pour

moduler I'interaction du récepteur avec I'ADN [Chandra 2013].

Par ailleurs, des études de simulation de dynamique moléculaire (MD) ont également étudié
cette communication interdomaine. Un exemple est la cascade de phosphorylation du récepteur
RAR initiée sur une sérine du domaine LBD (S369) et qui se termine sur une sérine du NTD
(S77) permettant la transcription de génes cibles [Bour 2005, Gaillard 2006, Samarut 2011].
Les résultats expérimentaux montrent que la premiére phosphorylation augmente I'affinité de
I'interaction du récepteur avec la cycline H dont le site d'interaction est situé a plus de 40 A.
Chebaro et al. ont mis en évidence le mécanisme allostérique engendré par la phosphorylation
de la sérine du LBD par MD [Chebaro 2013]. La phosphorylation entraine une réorientation

des hélices H9 et H10 qui affecte le site de liaison de la cycline H.

En général, les PTMs peuvent affecter tous les domaines des RNs mais le NTD est le
domaine qui compte le plus de sites de PTMs et la phosphorylation est la plus fréquente. Cela
s'explique par le caractére désordonné de ce domaine et le role de telles protéines au coeur des

réseaux de signalisation cellulaire présenté au chapitre 4.

L'organisation des RNs sur I'ADN et |'établissement de chemins allostériques a travers la
connection interdomaine conduit a l'intégration et la transduction des signaux provenant de

ces différents effecteurs.

Parmi les différents membres de la superfamille des RNs, nous nous sommes intéressés au
récepteur des androgénes pour sa particularité structurale et son réle physiologique dans le

développement et le maintien des organes reproducteurs masculins et pathologique.

2.3 Description moléculaire du récepteur des androgénes (AR)

Dans la superfamille des RNs, le récepteur des androgénes (AR) fait partie de la sous
famille des récepteurs stéroidiens (NR3C4, Nuclear Receptor subfamily 3, group C, member
4) ou I'on trouve également le récepteur des glucocorticoides (GR), des minéralocorticoides
(MR), de la progestérone (PR) et des oestrogénes (ER). Le géne de I'AR est localisé en position
q11-12 sur le chromosome X chez I'homme [Migeon 1981]. Ce géne posséde 8 exons et code
pour une protéine de 919 acides aminés avec une masse moléculaire d'environ 110 kDa. L'AR
présente |'architecture en 5 domaines commune a la plupart des RNs ainsi qu'une courte région

C-terminale adjacente au LBD (Figure 2.4).
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chromosome X 11 .
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Figure 2.4 — Organisation schématique du géne codant pour la protéine humaine AR. Adaptée

de [Lonergan PE 2011].

Domaine N-terminal

L'AR a la particularité de présenter un domaine NTD, codé par I'exon 1, de 554 résidus
représentant 60% de sa taille totale. Il se classe au 3°™® rang des RNs comptant un large
domaine NTD avec le MR et PR situés au 1°" et 2°™ rang respectivement. La fonction
d’activation (AF-1) est indispensable pour |'activité du récepteur que ce soit en présence ou
en absence de ligand. Celle-ci est composée de deux unités de transactivation, TAU1 et TAU5
comprises entre les résidus 142-485 et 371-537 respectivement [Jenster 1995]. Cependant, la
taille et la localisation précise de ces deux régions différent selon le contexte cellulaire.

Bien que ce domaine soit le plus variable en séquence, 14 résidus appartenant a la région
AF-1 (Z*AKELKCAVSVSMGL?*") sont hautement conservés parmi les espéces et absents de
tous les autres récepteurs stéroidiens. Ces résidus forment le motif ANTS (AR-NTD signature
sequence) et sont impliqués dans |'interaction avec une protéine E3 ligase elle-méme interagis-
sant avec la protéine chaperonne HSP70 [He 2004].

D’autres motifs d'interaction 2 FQNLF?" et 33W HTLF*7 de type FxxLF et WxxLF
(ou F, L et W sont la phénylalanine, la leucine et le tryptophane et x n'importe quel acide
aminé) ont également été décrits. lls interagissent avec le LBD et WxxLF interagit aussi avec
des co-activateurs de la transcription (décrits plus tard).

L'AR-NTD est unique parmi les récepteurs stéroidiens de part la présence de nombreuses
répétitions d'acides aminés responsables du polymorphisme du récepteur. Il s'agit des homo-

polyméres de glutamine (polyQ) et glycine (polyG) constitués de 20 a 23 résidus et 16 a 23
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résidus respectivement, un polyQ plus petit de 5-6 résidus, et de courtes répétitions d'alanines

(polyA) et de prolines (polyP) de 5 et 8 résidus respectivement (Figure 2.5) [Davies 2008].

CH| kkk@ evP@ vav
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Figure 2.5 — Organisation de AR-NTD présentant les localisations des homopolyméres Q21,
Q6, Q5, P8, A5, et G23.

Des études biochimiques et biophysiques ont révélé le caractére désordonné de ce do-
maine et son réle dans les voies de signalisation de part les nombreuses modifications post-
traductionnelles et les interactions avec des co-régulateurs de la transcription [Lavery 2008,
McEwan 2012]. Une structuration partielle du NTD en présence d'agents stabilisateurs de struc-
tures secondaires comme le TFE (Trifluoroethanol) ou TMAO (TetraMethylAmine-n-Oxyde)
a été décrite dans la littérature [Reid 2002] suggérant que ce domaine est susceptible de se

replier au cours d'interactions.

Domaine de liaison a I'ADN

Le domaine de liaison a 'ADN de AR est codé par les exons 2 et 3 et reconnait des
éléments de réponse aux androgénes (ARE) palindromique ou inversés répétés séparés de 3
nucléotides (IR3) dont la séquence consensus est 5'- AGAACAnnnTGTTCT- 3'. Ces AREs
sont également reconnus par les autres récepteurs stéroidiens ce qui souléve la question de la
spécificité d'expression de génes cibles vis a vis de chaque récepteur. En effet, le PR et le GR
sont souvent présents dans les organes cibles de AR et sont capables de reconnaitre les mémes
REs. Une spécificité du DBD de AR est qu'il est I'unique récepteur de cette sous-famille capable
de reconnaitre des AREs organisés sous forme de répétition directe de la séquence héxamérique
5'- AGAACA- 3’ (DR3) [Verrijdt 1999, Claessens 2001]. Cette découverte a permis de classer

les AREs en deux groupes, les classiques et les spécifiques permettant en partie d'expliquer la
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spécificité d'action des récepteurs stéroidiens in vivo. Ainsi, les génes androgéno-dépendants
contrélant la masse corporelle et osseuse contiendraient des AREs classiques alors que ceux
ayant un rdle dans le développement des organes reproducteurs auraient des AREs spécifiques
[Schauwaers 2007].

L'unique structure cristallographique d'un homo-dimére de AR-DBD est celle d'un dimére
complexé a un ARE DR3 (PDB :1R4l) (Figure 2.6) [Shaffer 2004].

AR DBD
Subunit A

Figure 2.6 — Structure cristallographique d'un dimére de AR-DBD complexé a un élément de
réponse de type DR3 (PDB : 1R4l) [Shaffer 2004].

Contrairement a ce qui était attendu par analogie avec la structure de VDR-DBD dont
les monoméres sont organisés de maniére téte-a-queue sur un RE de type DR3 [Shaffer 2002],
cette structure révéle une organisation téte-a-téte des monomeéres. L'organisation du dimére et
I'interface de dimérisation impliquant la boite D du second motif en doigt de zinc de AR-DBD
est similaire a celle observée dans le complexe GR-DBD/ADN [Luisi 1991]. Cette organisa-
tion résulte de la formation du complexe de maniére coopérative, c'est a dire qu'un premier
monomeére vient se fixer sur un demi-site avec une haute affinité exposant la boite D, puis le
DBD partenaire interagit avec le second demi-site de fagon non spécifique [Centenera 2008].
Le dimére est stabilisé sur I'ADN grace a l'interface de dimérisation dont les résidus impliqués
établissent des contacts van der Waals ou des liaisons hydrogénes [Shaffer 2004]. Ces résultats

illustrent le réle de la séquence d'ADN dans I'organisation du dimére de DBD qui peut étre
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extrapolé dans le cas de la conformation du récepteur entier sur I'’ADN.
Enfin, ce domaine contient une partie de la séquence de localisation nucléaire (NLS) bipar-

tite dépendante du ligand.

Région charniére

La région charniére est codée par I'exon 4 et une partie de I'exon 5. Cette région contient la
seconde partie de la séquence NLS bipartite dépendante du ligand (617RKCYEAGMTLGARKLKK633)
[Saporita 2003].

En plus de son réle dans la translocation nucléaire du récepteur, cette région joue un role
dans I'orientation du DBD et du LBD de part sa flexibiliteé.

La présence du motif basique (®2?RKLKKLGN®3%) a un réle inhibiteur puisque son absence
entraine une augmentation de la transactivation de AR [Haelens 2007].

En outre, la présence d'une séquence PEST riche en proline, glutamate, sérine et thréonine,
et située entre les résidus 639-657 peut &tre impliquée dans la dégradation de AR via le processus
d'ubiquitination [Tanner 2004]. En effet, la délétion de cette séquence est associée avec une

augmentation de |'activité du récepteur.

Domaine de liaison du ligand

Le LBD de AR est codé par les exons 5 3 8 et se compose de 11 hélices- numérotées de
1 3 12 avec I'hélice H2 manquante. La surface AF-2 formée aprés liaison du ligand est unique
dans le sens ou elle présente une affinité plus forte pour les motifs FxxLF du NTD comparé
aux motifs LxxLL présents chez les co-activateurs. L'interaction faible avec les motifs LxxL est
relié au faible potentiel de transactivation de AF-2 et les co-activateurs sont préférentiellement
recrutés au niveau de AF-1 qui est donc la fonction majeure de transactivation. L'interaction
N/C permet de stabiliser le ligand et joue un réle important pour I'expression sélective des
génes sous le controle de AR.

La liaison de I"hormone conduit aussi a |'exposition de la surface BF-3 formant une gouttiére
hydrophobe adjacente a AF-2 et qui régule de maniére allostérique |'interaction avec les co-

activateurs (Figure 2.7) [Estébanez-Perpifia 2007].
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Figure 2.7 — A) Structure de AR-LBD montrant les surfaces d'interaction AF-2 (rose) et BF-3
(vert) (PDB : 2AMA), B) Vue de A) apres rotation de 90 ° par rapport a I'axe permettant de
visualiser pleinement BF-3. Adapté de [Estébanez-Perpifia 2007]

Le LBD de AR posséde également une séquence d'export nucléaire (NES) localisée entre
les résidus 742-817 et inactive en présence du ligand.

De plus, ce domaine est capable de reconnaitre des ligands agonistes et antagonistes me-
nant & |'activation ou la repression de |'activité de AR respectivement. Ces deux types de
ligands se lient dans la LBP constituée de 19 résidus hydrophobes. La différence entre le méca-
nisme d'activation ou de répression est due au repliement de I'hélice H12 dans une orientation
différente ce qui empéche la formation d'une surface AF-2 adéquate pour l'interaction avec

des co-activateurs (Figure 2.8) [Bourguet 2000a].

(a) Apo-LBD (b) Holo-LBD (c) Antagonist-LBD
wﬁ \ p

>

Figure 2.8 — Représentation schématique de trois états conformationnels d'un LBD : (a) forme
apo en absence de ligand, (b) forme holo en présence d'un agoniste et (c) conformation en

présence d'un antagoniste. Figure extraite de [Bourguet 2000a].
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Agonistes de AR-LBD

La testostérone est une hormone stéroidienne dont le précurseur dans la voie de biosynthése
est le cholestérol. Dans les cellules cibles, la testostérone est convertie en dihydrotestostérone

(DHT) par I'enzyme 5a-réductase (Figure 2.9).

Cholesterol Testosterone Dihydrotestosterone

Figure 2.9 — Représentation structurale des agonistes de AR dérivés du cholostérol : testostérone

et dihydrotestostérone.

Ces deux molécules différent par la liaison C4—Cs sur le cycle A. L'absence de la double
liaison dans la DHT augmente son affinité de liaison pour le récepteur et diminue la constante

de dissociation (koff) comparé a la testostérone [Tan 2014].

Antagonistes de AR-LBD

Les antagonistes de AR-LBD se nomment anti-androgénes car ils entrent en compétition

avec le ligand naturel pour inhiber sa liaison puis |'activité du récepteur.

Les antagonistes de AR utilisés en clinique, pour traiter des patients atteints de cancer
de la prostate, sont des agonistes anti-stéroidiens dérivés de toluidides incluant le nilutamide,

flutamide, hydroxyflutamide et bicalutamide (Figure 2.10).

Cependant ces antagonistes sont également capable d'avoir des activités agonistes dont le

mécanisme est expliqué dans la section (2.3.3).

Du fait de cet effet agoniste, des antagonistes de seconde génération ont été développés

tel que I'enzalutamide connu sous le nom commercial de MDV3100 [Tran 2009].

Toutefois des effets agonistes de cette molécules ont déja été reportés dans la littérature

ce qui démontre la nécessité de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques.
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Figure 2.10 — Représentation structurale des antagonistes non stéroidiens de AR : nilutamide,
flutamide, hydroxyflutamide, bicalutamide et enzalutamide un anti-androgéne de seconde gé-

nération.

2.3.1 Mode d’action de AR

La signalisation des androgénes est médiée par I'AR. Ce récepteur posséde deux modes
d’action, I'un génomique et I'autre non-génomique (Figure 2.11). Chez I'homme la testostérone
est sécrétée par les testicules et circule dans le sang pour aller dans les cellules cibles ou elle

est convertie en DHT.

Dans le mode génomique et en absence de I'hormone, le récepteur est localisé dans le
cytoplasme complexé 3 des protéines chaperonnes comme les protéines de choc thermique
HSP90 et HSP70 qui le maintiennent dans une conformation compétente pour la liaison du

ligand.

La fixation de la DHT sur AR entraine la dissociation des chaperonnes menant a |'exposition
de la NLS permettant sa translocation nucléaire. Le changement de conformation induit par
le ligand permet l'interaction avec des co-régulateurs et I'exposition de surface pouvant étre
phosphorylé par des kinases. Dans le noyau, le récepteur interagit avec ses partenaires et
reconnait ses AREs, sur lesquels il s"homodimeérise, présents au niveau du promoteur de génes
cibles pour en moduler I'expression (Figure 2.11 1 et 2). L'AR peut également interagir avec
des facteurs de transcription eux-méme complexés a I'’ADN pour promouvoir la transcription
du géne cible (Figure 2.11 3). Les co-régulateurs sont impliqués a la fois dans |'activation ou

la répression des génes probablement dépendant du contexte cellulaire.
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Figure 2.11 — Modes d'action génomique et non-génomique de AR. Figure extraite de

[Shafi 2013].

Les co-activateurs

Les co-activateurs sont des protéines qui vont remodeler la chromatine et sont revus en
détails dans [Heinlein 2002]. Certaines protéines possédent des activités histone acétyltransfé-
rase (HAT) et vont acétyler les histones telles que les protéines de la familles p160 comprenant
les protéines SRC-1, 2 et 3 et la famille CBP/p300. Alors que d'autres, possédent une activité
histone méthyltransférase (HMT) et vont méthyler les histones comme par exemple CARM-1
(Coactivator-associated Arginine Methyl Transferase). Enfin, d'autres protéines possédent une
activité de remodelage de la chromatine ATP-dépendante comme SWI/SNF. Ce type de modi-
fication post-traductionnelle des histones permet la décompaction de la chromatine et |'accés

de la machinerie transcriptionnelle.

Les co-répresseurs

Les co-répresseurs sont divisés en plusieurs catégories selon leur mode d'action. Certains
peuvent inhiber la translocation nucléaire ou la liaison de AR sur ses AREs, et d'autres peuvent
compacter la chromatine pour la rendre inaccessible a la machinerie transcriptionnelle. Les plus
connus sont NCoR (Nuclear CoRepressor) et SMRT (Silencing Mediator for Retinoic acid anc

Thyroid hormon receptor) capables de recruter des protéines a activité histone dé-acétylase

(HDAC) permettant la décompaction de la chromatine [Heinlein 2002, Bennett 2010]. De plus,
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ces co-répresseurs empéchent l'interaction N/C et peuvent entrer en compétition avec les co-
activateurs de la famille p160 [Liao 2003]. La Figure 2.12 présente la liste des co-régulateurs
de AR actuellement recensés ainsi que leur domaine préférentiel d’interaction.

(64 PAR 313

[I64179 1RQE3 121

BRE@hSEEVE B BREROE

nG PA380 PP EPEBTSER  ppmpod MEPppH BEBAD

BIRKNntiE

BRRIRAKE DO TSERER [ AKSYR

CIEER BEKETSERE EIERhvE

EIEEN

° EI®oCk BEE ni 5 BE KE G[E|
BEEhE o
EIRREKEEERKoCEER KA
IR @R 9r CRl
o y )
BIERY oSk
FI6T8RIAKE EkET8EM@KE ERIA B RIRIE KEl 9phll FRRER
RRRAEKE EEErE PRIER (5 B ofl BB EEE hel ERIEAYE

Rl4YE CBORIIATISEE [EEof KSEREhE

[ BIZANE

Figure 2.12 — Représentation schématique de AR et de ses différents partenaires d'interaction identifiés.
Les co-activateurs sont représentés en vert, les co-répresseurs en rouge, les co-régulateurs exercant a
la fois une activité promotrice ou répressive sont encadrés en rouge. Chaque protéine est localisée au
niveau du domaine d’interaction de AR, celles qui interagissent avec plusieurs domaine de AR ou dont

le domaine est inconnu sont indiquées en bas. D'aprés http://www.androgendb.mcgill.ca.

Le mode d'action non génomique est quant a lui moins bien étudié (Figure 2.11 4), et les
androgeénes seraient capables d'activer rapidement les voies de signalisation MAPK, PI3K/AKT
et PLCy/PKT/PKA [Kousteni 2001, Heinlein 2004]. Ce mécanisme méne a l'activation de
protéine cytoplasmique, de canaux ioniques et de facteurs de transcription. Dans ce mécanisme

d'activation, I'AR activé par I'hormone serait présent au niveau de la membrane plasmique.

2.3.2 Reégulation post-traductionnelle de AR

L'AR est connecté a des voies de transduction du signal qui régulent son activité par des
modifications post-traductionnelles telles que la phosphorylation, la sumoylation, I'ubiquitina-
tion et I'acétylation [Gioeli 2012].

La Figure 2.13 présente les nombreuses PTMs reportées dans la littérature.

L'acétylation et la méthylation des résidus lysines de la région charniére serait impliquée

dans la translocation nucléaire et le recrutement de co-régulateurs de AR.
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Figure 2.13 — Modifications post-traductionnelles de la protéine humaine AR. La phosphory-
lation est indiquée en noir, |'acétylation en bleu, la sumoylation en violet, |'ubiquitination en

vert et la methylation en orange. Adaptée de [Gioeli 2012]

La sumoylation est une PTM similaire a |'ubiquitination utilisant notamment des voies
de signalisation similaires. Cependant, alors que I'ubiquitination est reliée a la stabilité de la
protéine, la sumoylation régule plutét la localisation subcellulaire et I'interaction avec I'ADN,
I'activité transcriptionnelle des protéines cibles. La sumoylation des résidus K386 et K520 de
AR au niveau des motifs 38IKLE3®® et 519VKSE®?? réprime son activité transcriptionnelle
[Poukka 2000].

La poly-ubiquitination de AR est associée avec sa dégradation alors que la mono-ubiquitination

est associée a une augmentation de la transcription.

Selon le site, la phosphorylation de AR peut se faire en présence ou en absence de ligand
et mener a I'augmentation de son activité. Néanmoins, certains sites de phophorylation sont
associés avec une diminution de I'activité du récepteur. Les sites de phosphorylation sont large-
ment majoritaires dans le NTD. Les phophorylations sont réalisées par les voies de signalisation
PI3K/AKT, Ras/MAPK et ERK.

Ainsi, la capacité de AR a répondre soit a I'hormone soit a I'activation des voies de signa-

lisation met en avant la propriété d'intégration de signaux des RNs.
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2.3.3 AR et pathologies

Les androgénes ont des actions multiples comme la différentiation des caractéres sexuels
maéle, le maintien de la masse osseuse et musculaire. De nombreuses pathologies sont associées
a des défauts de fonctionnement de I'AR dii a des mutations faux-sens ou non-sens. Autour de
1000 mutations ont été décrites pour le géne humain de I'AR et sont disponibles sur la base
de données Androgen Receptor Gene Mutations Database World Wide Web Server dont le site
web est http://androgendb.mcgill.ca/ [Gottlieb 2012].

Les mutations aboutissant & une perte de fonction sont associées avec le syndrome d’in-
sensibilité aux androgénes qui est un trouble de la différenciation sexuelle aboutissant a un
phénotype féminin pour un individu de génotype masculin, des troubles de la spermatogenése
et des maladies dues au vieillissement comme |'ostéoporose.

De plus, une mutation par expansion du triplet de nucléotide CAG codant pour la glutamine
supérieure a 38 répétitions dans le NTD entraine I'apparition d'une maladie neurodégénéra-
tive nommée atrophie musculaire spino-bulbaire ou syndrome de Kennedy [La Spada 1991,

Poletti 2004].

Roéle spécial du récepteur des androgénes dans le cancer de la prostate

Les cellules cancéreuses prostatiques, tout comme les cellules saines de la prostate, sont
sous la dépendance des androgénes pour leur survie. C'est historiquement en 1941 par castra-
tion chirurgicale que I'hormono-sensibilité du cancer de la prostate (CPa) a été mise en évidence
[Huggins 1972]. Charles Huggins a recu le prix Nobel de médecine et de physiologie en 1966
pour le traitement par thérapie hormonale du CPa. En effet, I'histoire naturelle du cancer de la
prostate est marquée par une phase d'hormono-sensibilité, dans laquelle la suppression andro-
génique s'inscrit comme le traitement efficace. Cependant, malgré une stratégie thérapeutique
standardisée, |'entrée en phase d'échappement a la castration androgénique, aprés une période
médiane de 12 3 18 mois, est irrémédiable. Cette phase d'échappement hormonal marque le
deébut d'inefficacité des méthodes de suppression androgénique aboutissant au cancer de la
prostate résistant a la castration. Plusieurs facteurs contribuent a la résistance a la castration
et I'on peut citer I'amplification du géne de AR, I'émergence de mutations dans le LBD ou
encore la perte du domaine LBD. Les mutations observées dans les cas de CPa apportent un
gain de fonction au récepteur. Ces mutations touchent tous les domaines du récepteur mais le
LBD et le NTD sont les plus ciblés [Bergerat 2009].

Des mutations de substitution d'acides aminés dans le LBD permettent au récepteur de

reconnaitre les antagonistes utilisés dans les traitements hormonaux comme agonistes pour
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activer la transcription de génes cibles. Par exemple la mutation T877A et F876L permettent
une activité agoniste des antagonistes flutamide et enzalutamide [Zhao 1999, Joseph 2013].

Les mutations dans le DBD comme la mutation T575A ménent & une modification de la re-
connaissance des AREs pouvant ainsi modifier le spectre des génes cibles de AR [Monge 2006].

Environ un tiers des mutations de AR ont lieu dans le NTD. De plus, la zone polymorphique
codant pour le polyQ est associée a un risque élevé de CPa lorsque le nombre de répétitions
est inférieur a 21 [Davies 2008].

La région charniére est la cible de nombreuses mutations non-sens menant a des codons
stop prématurés dont les conséquences sont la production d'une protéine dépourvue de LBD
(AR- LBD). Ces récepteurs tronqués présentent une activité transcriptionnelle constitutive
androgéno-indépendante [Céraline 2004].

Actuellement les mécanismes de la progression tumorale du CPa vers des formes résistantes
puis métastatiques restent flous mais il est évident que I'AR est un facteur clé de la croissance
et de la survie tumorale. Par ailleurs, le NTD joue un réle crucial dans I'activité constitutive
des récepteurs AR- LBD.

2.3.4 Nouvelles stratégies thérapeutiques ciblant I'AR

Les thérapies actuellement utilisées en clinique ciblent le LBD de I'AR. Arrivé au stade
d'échappement au traitement, les armes thérapeutiques a disposition des médecins sont donc
considérablement réduites.

[l apparait que le domaine NTD soit |'instigateur de I'activité persistante de ces récepteurs
tronqués. C'est donc tout naturellement que les nouvelles stratégies thérapeutiques tentent
de cibler I'activité de ce domaine. La nature désordonnée du NTD est reliée aux interactions
avec des partenaires et d son réle fonctionnel dans la transcription. La présence de désordre
rend impossible les études structurales avec les outils conventionnels comme la cristallographie.
Ainsi, le manque d'information structurale géne la conception rationnelle de drogues ciblant le
NTD.

Néanmoins, des petites molécules interagissant avec ce domaine et inhibant I'activité trans-
criptionnelle de AR ont été identifiées. La plus prometteuse étant la molécule EPI-001 identifiée
lors d'un criblage de composés marins extraits d'éponges [Sadar 2011]. L'interaction de cette
molécule avec AR-NTD inhibe le recrutement de CBP et RAP74, une sous-unité du facteur
général de la transcription TFIIF. Ce mécanisme suggére que EPI-001 bloque I'interaction du
NTD avec des co-activateurs. En outre, il a é&té montré que cette molécule réduit la proliféra-

tion androgéno-dépendante et androgéno-indépendante des cellules cancéreuses qui expriment
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I'AR. En revanche, aucun effet n'est observé pour les cellules ne nécessitant pas une activation
de AR pour leur croissance [Andersen 2010, McEwan 2012].
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3.1 Introduction

L'atome de zinc est impliqué dans des processus biologiques variés ou il joue un role
catalytique, structural et régulateur. Cet atome est essentiel pour stabiliser le repliement des
protéines selon un motif protéique appelé doigt de zinc  (ZnF). Ce terme tire son origine de
la découverte d'une organisation particuliére des résidus coordonnant le zinc dans la séquence
primaire du facteur de trancription TFIIIA. Cette protéine, présente dans les oocytes de xénope,
interagit avec la région codante de I'’ARN 5S pour réguler sa transcription. L'analyse de la
séquence primaire a montré la présence de sous-domaines composés de 30 acides aminés au
sein de la séquence. Deux paires de résidus cystéines et histidines extrémement conservés qui
coordonnent des atomes de zinc sont nécessaires au repliement. La représentation en deux
dimensions de ces résidus autour du zinc s'apparente a un doigt d'otl la dénomination  doigt
de zinc . Ce motif protéique comprenant deux cystéines et deux histidines a donné naissance
a la famille C2H2 largement représentée aujourd’hui parmi les protéines comprenant des doigts
de zinc.

Actuellement, le terme ZnF désigne une vaste famille de motifs et de repliements retrouvés
au sein des protéines.

L’analyse bio-informatique des séquences des génomes ainsi que des différents types de
repliement stabilisés par |'atome de zinc révéle que celui-ci a joué un réle important dans |'évo-

lution des protéomes.
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Pourquoi | atome de zinc a-t-il été sélectionné par la nature pour étre présent dans de
nombreux facteurs de transcription interagissant avec | ADN pour réguler | expression de génes

cibles ?

Les motifs a doigt de zinc stabilisent le repliement des petits domaines de liaison a I'’ADN.

Plus que la stabilisation d'un domaine structural, I'atome de zinc joue un réle dans la
reconnaissance des interactions spécifiques et non spécifiques avec I'ADN.

La structure cristallographique du facteur de transcription Zif68 lié a I'ADN a permis de
mettre en évidence les bases moléculaires de |'interaction avec I'’ADN. L'hélice- , des trois
doigts de zinc composant Zif68, interagit avec le grand sillon de I'’ADN et la liaison successive
des doigts de zinc permet a la protéine de s'enrouler autour de I'’ADN. Cette interaction est
dite canonique. Ainsi, de nombreuses études portant sur différentes protéines a doigt de zinc
ont mis en avant le mécanisme d'interaction similaire a Zif68.

Cependant, nombreuses sont les protéines a doigt de zinc qui présentent un mécanisme
d'interaction différent qui est alors qualifié de non canonique. En effet, certaines structures
cristallographiques des complexes doigt de zinc C2H2/ADN révélent la présence de contacts
avec les phosphates de I'ADN médiés par certains résidus de la protéine.

Uniquement trois types de résidus établissant ces contacts sont conservés parmi ces struc-
tures [Wolfe 2000]. Le contact phosphate le plus représenté est médié par le cycle imidazole
de I'histidine, particuliérement par le N , qui est impliqué dans une liaison hydrogéne avec un
oxygene du squelette sucre/phosphate de I'ADN. La coordination du zinc étant établie par le
N de I'histidine, le contact entre le N et le phosphate permet d"amener la protéine a proximité
immédiate du site de liaison de la protéine au niveau de I'’ADN. L'importance de ce contact est
démontrée par I'observation d'une altération de la reconnaissance de I'ADN pour des doigts de
zinc mutants ol ce contact histidine/phosphate est absent [Wolfe 2000].

De plus, le résidu chargé (arginine ou lysine) présent avant la deuxiéme cystéine du doigt
de zinc est également impliqué dans des contacts avec les phosphates de I"’ADN.

Enfin, les résidus chargés présents dans les régions permettant de relier et d'espacer deux
doigts de zinc voisins sur '’ADN (nommée linker ) ont également un réle dans le mécanisme
d'interaction avec I'ADN.

Parmi les protéines comportant un motif a doigt de zinc, les domaines de liaison a I'ADN
(DBD) des récepteurs nucléaires (RNs) représentent une famille particuliére. lls sont consti-
tués de deux sites consécutifs de coordination du zinc comportant chacun quatre cystéines

conservées parmi la superfamille des RNs, et interagissent avec des séquences d’ADN nom-
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mées élément de réponse. De plus, un résidu histidine présent au niveau du premier site de
coordination du zinc est également conservé et se trouve au contact du squelette sucre/phos-
phate de I'ADN. Cette histidine pourrait jouer un réle de stabilisation du DBD au niveau de
I'ADN similaire a celui joué par I'histidine de doigt de zinc de type C2H2.

Comme il a été mentionné dans le chapitre 2, la plupart des RNs sont présents sous forme
de dimeére au niveau de I'ADN pour réguler |'expression de leur genes cibles. On peut alors
imaginer que la combinaison de quatre sites de coordination du zinc au niveau de I'’ADN puisse
permettre d'augmenter la spécificité de reconnaissance de la méme maniére que plusieurs ZnF
sont contenus dans les protéines de la famille C2H2.

Les preuves que le site de coordination du zinc joue un réle dans la reconnaissance de
I'ADN sont fournies par les expériences d'interaction DBD/ADN suivies par RMN. En effet, la
cartographie des déplacements chimiques suite & l'interaction de la protéine avec I'’ADN met
en évidence une variation de déplacement chimique ( ppm) importante pour les résidus de
coordination du zinc (chapitre 5).

Toutefois, ce motif protéique ne se limite pas aux facteurs de transcription pour l'inter-
action avec I'ADN mais est également impliqué dans des interactions protéine/protéines. Ces
interactions interviennent dans des processus biologiques variés tels que la réplication et re-
paration de I'ADN, la traduction, la prolifération cellulaire et I'apoptose, le métabolisme et la
signalisation cellulaire. Des mutations au niveau de ces motifs protéiques entrainant des inter-
actions protéine/protéine ou protéine/ADN aberrantes sont alors associées avec de nombreuses
pathologies.

Par exemple, une mutation dans les ZnF de la protéine WT1 est associée au syndrome
de Denys-Drash dont I'une des manifestations cliniques est la formation de tumeurs de Wilms
[Little 1992]. Un autre exemple est apporté par la protéine CBP qui contient quatre domaines
structurés en doigt de zinc. Cette protéine est impliquée dans de gros complexes protéiques et
joue un réle de plateforme dans la cellule. En effet, cette protéine recrute un certain nombre
de protéines impliquées dans diverses voies de signalisation (p53 qui est impliquée dans |'apop-
tose, Mdm2 impliquée dans le sytéme de dégradation par le protéasome, c-Fos impliquée dans
la prolifération cellulaire) au niveau du promoteur de certains génes pour en moduler |'ex-
pression [Goodman 2000, Matthews 2002]. Ainsi, on comprend bien qu'une anomalie dans le
recrutement de protéines au niveau de certains promoteurs peut mener au dévelopement de
pathologies. Une illustration de ceci est l'interaction de CBP avec p53 qui se fait en partie
via un doigt de zinc TAZ de CBP, ce qui permet I'expression de génes sous le controle de
p53 en réponse a un stress cellulaire[Ferreon 2009]. p53 étant un géne suppresseur de tumeur

et CBP une protéine plateforme permettant |'interaction avec de nombreux partenaires pour
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réguler la transcription de génes cibles, il en résulte qu'une anomalie dans I'interactions entre
ces deux partenaires méne a une division cellulaire anarchique et a la formation de tumeurs
[Grossman 2001]. Enfin un dernier exemple concerne la mutation d'un seul résidu (une thréonine
substituée par une alanine en position 575, T575A) dans le DBD du récepteur des androgénes.
Cette mutation, retrouvée dans des métastases osseuses de cancer de la prostate de certains
patients, altére la reconnaissance de I'ADN par ce récepteur [Monge 2006]. L'impact de cette
mutation sur les mécanismes de reconnaissance de I'ADN de ce récepteur comparé au récepteur

sauvage est étudiée dans le chapitre 5.

3.2 Publication

Dans le cadre de I'étude du DBD du récepteur des androgénes, nous avons accepté d'écrire
un chapitre de livre sur les protéines a doigt de zinc dans la série  Encyclopedia of Life Sciences

(ELS) commandé par I'éditeur Wiley.

Meyer Sandra and Kieffer Bruno (March 2015) Protein Motifs : Zinc Fingers. In : elS.
John Wiley & Sons, Ltd : Chichester.
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Les protéines intrinséquement désordonnées (IDPs) sont des protéines dont la fonction
requiert un certain degré de désordre conformationnel. Ces protéines ne peuvent pas étre
représentées par un jeu de cordonnées unique, ce qui rend difficile leur étude par des approches
classiques telle que la cristallographie. Le désordre conformationnel confére a ces protéines des
propriétés particuliéres, qui sont indispensables a leur fonction. Par exemple, |'état désordonné
multiplie les possibilités d'interaction avec un partenaire moléculaire en exposant |'ensemble

des résidus au solvant, alors qu'une protéine globulaire ne peut utiliser a priori que ses résidus
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de surface pour interagir avec un partenaire. De ce fait, les IDPs jouent un réle majeur dans de
nombreux processus biologiques. En particulier, elles sont au coeur des réseaux de signalisation
et de régulation de processus essentiels tels que la réplication ou transcription des génes. Il en
résulte que ces protéines sont impliquées dans de nombreuses pathologies et constituent de fait
des cibles potentielles pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Ce chapitre présente |'état des connaissances sur les IDPs depuis leur découverte au cours

du XX®me sigcle ainsi que les méthodes permettant de les caractériser.

4.1 Deécouverte et dé nition des IDPs

L'idée selon laquelle une structure tridimensionnelle rigide détermine la fonction d'une pro-
téine a été introduite en 1894 par Emil Fisher [Fischer 1894]. Le concept communément appelé
clé/serrure  constituait alors le modéle de référence pour décrire la relation structure/fonc-
tion d'une protéine. Les décennies suivantes ont permis aux scientifiques de découvrir que les
protéines étaient constituées d'un enchainement d'acides aminés appelé séquence primaire. En-
viron un siécle plus tard, des études ont montrés que cette séquence primaire contient I'intégra-
lité de I'information nécessaire au repliement d'une protéine dans sa structure tridimensionnelle
et que celle-ci est directement liée a sa fonction biologique [Anfinsen 1972].

De nombreuses études portant sur le repliement des protéines tentent alors d'établir ces
liens entre la séquence primaire, la structure tridimensionnelle et la fonction des protéines. La
premiére analyse a ce sujet fut publiée par Hsien Wu en 1931. Son travail montre que la déna-
turation des protéines conduit a une perte de leur fonction. Les premiéres études de repliement
des protéines étaient réalisées a I'équilibre thermodynamique mettant ainsi en évidence deux
états macroscopiques, |'état natif et I'état dénaturé. Du fait des nombreuses controverses liées
a cette théorie, de nombreuses études cinétiques de réactions de dénaturation/renaturation ont
été menées a partir des années 70 afin de mettre en évidence des intermédiaires de repliement
[Kuwajima 1989]. Le premier état intermédiaire qui a pu étre identifié est le molten globule
(MG) ou globule fondu. Cet état est relativement compact avec des structures secondaires iden-
tiques a la structure native d'une protéine globulaire. Cependant, une partie des interactions
intramoléculaires sont perdues et la structure tertiaire est, de ce fait, plus flexible. L'existence
d'un second état intermédiaire ne possédant pas de structures secondaires stables mais préser-
vant plusieurs contacts intramoléculaires a été décrit par la suite. Cet état de repliement se
situe entre la forme complétement dénaturé ou random coil (RC), ou la chaine polypeptidique
est dépliée et peut échantillonner toutes les conformations possibles, et la forme MG. La dé-

nomination de pre-molten globule (PMG) a été adoptée pour désigner cet état intermédiaire
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de repliement [Chaffotte 1997].

C'est a partir des années 80 que des résultats expérimentaux démontrent |'importance fonc-
tionnelle de la flexibilité moléculaire dans le cas des protéines [Schweers 1994]. Ces résultats
remettent en question le paradigme de relation structure-fonction qui représentait alors un
des dogmes centraux de la biologie moléculaire, toutes exceptions a cette régle étant inter-
prétées comme des artéfacts. Il faudra attendre quelques années et I'accumulation de travaux
a ce sujet pour que la communauté scientifique accepte l'idée que des protéines ne présen-
tant pas de structure tridimensionnelle définie puissent &tre fonctionnelles. Ces protéines sont
alors regroupées dans une méme classe appelée protéines intrinséquement désordonnées (IDPs)

[Wright 1999, Dunker 2001].

A
ORDERED
MOLTEN < RANDOM
GLOBULE > CoiL
B
ORDERED
/ 1 \
MOLTEN <€ PRE-MOLTEN
GLOBULE > LOBULE
\\A A4 //r
RANDOM
ColL

Figure 4.1 — Extension du modéle de la trinité des protéines (A) au modéle du quatuor des
protéines (B). Ce modeéle propose que |'état natif et fonctionnel d'une protéine peut résulter de
quatre conformations possibles (Random coil, pré-molten golbule, molten globule et ordonné)

ainsi que des transitions entre ces états. Figure extraite de [Uversky 2002a].

La définition de cette nouvelle classe de protéines, dont la chaine polypeptidique peut adop-

ter de nombreuses conformations de facon dynamique et interchangeable, nécessite de revoir
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le paradigme structure/fonction. Avec les études de dénaturation/renaturation des protéines et
la découverte d'un premier état intermédiaire de repliement, le MG, Dunker et coll. proposent
le concept de la trinité des protéines [Dunker 2001]. Ce concept suggére que les protéines
existent sous trois états thermodynamiques distincts (ordonné, PMG et RC), chacun pouvant
correspondre a I'état natif et fonctionnel d'une protéine. L'identification de |'état intermédiaire
appelé PMG aménera ensuite les scientifiques a étendre ce concept au modéle du quatuor des
protéines. Ce modéle intégre alors I'état PMG et la fonction des protéines résulte des quatre
conformations possibles ainsi que des transitions entre ces états (Figure 4.1) [Uversky 2002a].

Cependant, il est possible que ce modéle soit encore trop simpliste pour décrire |'ensemble
des états accessibles aux IDPs et a I'origine de leurs diverses propriétés et fonctions. Il existe
évidemment un continuum de possibilités entre le passage de I'état RC a |'état replié ordonné

d'une protéine.

4.2 Propriétés des IDPs

4.2.1 Caractéristiques physico-chimiques des IDPs

La séquence primaire des IDPs code pour le désordre intrinséque de la méme maniére qu’elle
contient I'information de structure pour les protéines globulaires. La composition en acides ami-
nés des IDPs favorise les interactions avec les molécules d'eau au détriment de la formation
d’un coeur hydrophobe. C'est pourquoi les résidus hydrophobes (I, V, L) et aromatiques (W,
Y, F) sont proportionnellement moins représentés que les résidus polaires et chargés (E, K,
R, Q). L'analyse de la répartition des paramétres physico-chimiques tels que la charge nette,
I'hydrophobicité ou le volume, le long de la séquence donne un premiére indication sur le carac-
tére ordonné ou désordonné de la protéine [Uversky 2002b, Dunker 2008]. Ces observations ont
permis de classer les acides aminés en deux groupes, |'un promoteur de désordre (A, G, R, Q, S,
P, E et K), et I'autre promoteur d'ordre (W, C, F, I, Y, V, L, et N) [Dyson 2005]. La complexité
de séquence est également un moyen de faire la distinction entre une protéine repliée et une
IDP. La complexité de séquence se décrit par la diversité des types de résidus composant une
séquence protéique. Les IDPs contiennent fréquemment des séquence de moindre complexité,
comme des segments de type poly-proline ou poly-glycine. Les propriétés intrinséques des sé-
quences protéiques associées aux IDPs ont permis le développement de nombreuses méthodes
de prédiction du désordre a partir de la séquence primaire. Une premiére analyse simple consiste
a reporter la charge nette moyenne en fonction de I'hydrophobicité moyenne dans un graphe a
deux dimensions. Sur ce type de représentation, proposée par Uversky, les IDPs présentent une

hydrophobicité moindre combinée a une charge nette élevée par rapport aux protéines repliées.
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(Figure 4.2) [Dunker 2008].
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Figure 4.2 — Particularité de la séquence primaire des protéines intrinséquement désordonnées.

Figure extraite de [Dunker 2008].

4.2.2 Flexibilité et plasticité structurale des IDPs

De nombreuses études, théoriques et expérimentales, ont mis en lumiére la nature dyna-
mique et flexible de la chaine peptidique, ainsi que I'importance de ce caractére sur la fonction.
Les mesures spectroscopiques (Infra-rouge et résonance magnétique nucléaire) ainsi que les
simulations de dynamique moléculaire montrent que les mouvements qui animent la chaine
polypeptidique se produisent sur une trés large gamme de temps qui s'étend de la nanosconde
a quelques heures (Figure 4.3) [Teilum 2009].

Ces mouvements englobent les vibrations des liaisons chimiques, la rotation des chaines
latérales des acides aminés, ou encore |'adaptation d'une protéine a son ligand.

Si la flexibilité d'une protéine résulte dans la plupart des cas de la dynamique interne et
globale de celle-ci, la réciproque n'est pas forcément vraie. Ces deux paramétres sont bel et
bien distincts, et, la dynamique refléte les mouvements moléculaires intrinséques d’une protéine
comme par exemple |'échantillonnage de différentes conformations, alors que la flexibilité cor-
respond a la capacité d'une protéine d'adapter sa structure en réponse a la liaison d'un ligand

ou des changements d'environnement.
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Figure 4.3 — Phénoménes de dynamique et flexibilité a différentes échelles de temps au sein

des protéines. Figure extraite de [Teilum 2009]

Pour bien comprendre la différence entre flexibilité et dynamique il est nécessaire d'intro-
duire des notions de thermodynamique.

Les multiples conformations échantillonnées par une protéine lors du processus de replie-
ment peuvent étre représentées sous la forme d'un paysage énergétique [Bryngelson 1995].
Ce paysage énergétique adopte une forme d'entonnoir ou les valeurs a haute énergie corres-
pondent aux multiples états d'une chaine polypeptidique dépliée et les valeurs de basse énergie
correspondent a |'état natif d'une protéine repliée en une structure 3D unique (Figure 4.4)
[Dinner 2000].

Il existe plusieurs chemins de repliement pour une protéine passant par une diminution de
I'énergie libre de la protéine et une augmentation du nombre des interactions intramoléculaires.
Tous ces chemins convergent vers un point appelé état de transition pour ensuite évoluer
spontanément vers le minimum énergétique correspondant a I'état natif. Cela représente une
barriére d'énergie et |'énergie fournie au systéme pour atteindre I'état de transition est appelée
énergie d'activation.

De plus, la diminution d'énergie libre du systéme est également accompagnée d'une dimi-

nution d'entropie (Figure 4.4).
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Figure 4.4 — Schéma du processus de repliement des protéines. La théorie du paysage énergé-
tique ou entonnoir de repliement présente les multiples conformations d'une chaine polypep-
tidique dépliée, ayant une grande entropie conformationnelle, en haut avec des énergies libres
quasi identiques et élevées. Au cours du repliement, la diminution de |'entropie au cours du
passage dans I'entonnoir réduit le nombre de conformations de concert avec la diminution de
I'énergie libre de la chaine polypeptidique, permettant d'augmenter le nombre de protéines
dans une conformation native. Enfin, I'état natif correspondant a la protéine repliée en une
structure bien définie est situé en bas avec un minimum d'énergie unique. Figure extraite de

[Dill 2012]

L'énergie libre de Gibbs est reliée a des facteurs structuraux et dynamiques permettant
d'évaluer la partie d'énergie potentielle (enthalpie, H) du systéme non dissipée sous forme

de chaleur (entropie, S):

¢'= HO—T & (4.1)

HY correspond a I'enthalpie standard et peut étre rapporté aux aspects structuraux et

S0 est I'entropie qui se rapporte plutdt aux aspects  dynamiques, ainsi qu'aux interactions

avec I'eau . L'enthalpie donne des informations sur toutes les énergies d'interactions qui

stabilisent le systéme moléculaire et |a variation d'enthalpie, H?Y, correspond aux interactions
perdues ou nouvellement formées.

La mesure de la variation d'entropie, S, permet d’obtenir une information sur le désordre

du systéme, qui comprend la protéine dans son solvant (I'eau). Si SV < 0 le systéme est plus
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ordonné alors que le désordre augmente quand S° > 0, une situation qui spontanément
réalisée.

Les deux contributions enthalpiques et entropiques s'opposent lors du repliement d'une
protéine. En effet, 'enthalpie diminue avec le repliement du fait des interactions nouvellement
formées au sein du polypeptide alors que le degré d'ordre augmente, ce qui fait diminuer I'entro-
pie conformationelle. Au cours du repliement, |'enfouissement de chaines latérales non-polaires
peut conduire 3 une augmentation de |'entropie du solvant, qui compense largement le coiit
entropique lié a la baisse du nombre d'états conformationnels de la protéine. En effet, L'hy-
dratation des groupements apolaires d'une chaine polypetidique dépliée ou de zones apolaire
d'une protéine repliée est réalisée par des molécule d'eau ordonnées. Lorsque |'eau est exclue
par le rapprochement des groupements apolaires lors du repliement d'une protéine, le désordre

et donc |'entropie de ces molécules d'eau augmente. C'est ce qu'on appelle I'effet hydrophobe.

Si I'on revient maintenant aux IDPs, on comprend bien que la notion de flexibilité corres-
pond aux différents états que peuvent adopter ces protéines, caractérisés par une énergie libre
quasi identique. Ainsi la différence d'énergie entre les différents états est relativement petite
et I'énergie d'activation nécessaire pour passer d'un état a |'autre est faible. Dans ce cas, la

chaine polypeptidique échantillonne rapidement un grand nombre d'états.

Quels sont les avantages d avoir une chaine exible et dynamique pour une protéine ?

Cette dynamique a pour effets, d'une part, d’augmenter la surface d'interaction comparée
a une protéine globulaire, et, d'autre part, de permettre |'association avec différents parte-
naires du fait de cette plasticité structurale. Alors que les protéines globulaires n'utilisent
que 2 a 15% de leur surface, les IDPs en utilisent 70% pour interagir avec leur partenaires
[Gunasekaran 2004, Mészaros 2007]. De plus, la nature chimique de ces surfaces d'interaction
est une particularité des IDPs puisque les quelques résidus hydrophobes qui composent leur
séquence primaire peuvent étre utilisés pour I'interaction et non pour le repliement autour d'un
coeur hydrophobe comme pour les protéines globulaires. Ces propriétés des IDPs font que la
spécificité est indépendante de |'affinité de liaison. En effet, les grandes surfaces d'interaction
permettent d'obtenir une haute spécificité. Le coiit entropique de |'interaction est généralement
important et |'affinité de liaison est faible. Cela permet alors des interactions hautement spéci-
fiques particuliérement importantes dans les voies de signalisation et de régulation. Aussi, grace
au pourcentage élevé de surface d'interaction, les IDPs sont capable d'interagir avec différents

partenaires pour adopter alors une structure différentes selon le partenaire, c'est la plasticité.
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C’est le cas par exemple de la protéine p53, qui grice a sa partie C-terminale intrinséquement

désordonnée, peut se lier a plusieurs partenaires différents (Figure 4.5) [Oldfield 2008].

4.2.3 Transition désordre-ordre

La découverte des IDPs va de pair avec la découverte d'un mécanisme d'interaction parti-
culier de ces protéines. Le terme de repliement induit a ensuite été adopté pour caractériser une
transition désordre-ordre lors de |'interaction entre une IDP et un partenaire moléculaire. Cette
transition peut concerner soit la protéine entiére, soit un ou plusieurs domaines qui la com-
posent, soit de petites régions correspondant a des motifs de reconnaissance moléculaire MoRF
( Molecular Recognition Feature) ou SLiM (Small Linear Motif) [Vacic 2007, Cheng 2007]. Il
s'agit de courts motifs d'environ 3 a 11 résidus et dont le classement est basé sur leur capacité
a se replier en hélice , feuillet ou toute autre conformation irréguliére. De plus, un méme
motif peut servir d'interaction avec différents partenaire et peut adopter plusieurs structures

difféerentes.

10
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Figure 4.5 — lllustration des multiples interactions de p53. Le graphique correspond a la pré-
diction de désordre a partir de I'algorithme PONDR. Les régions ordonnées ont des scores
inférieurs a 0,5 tandis que les scores supérieurs correspondent a des régions désordonnées.
Les différents domaines, ordonnés et non ordonnés, de p53 sont impliqués dans des interac-
tions protéine-protéine, et un méme domaine tel que le domaine N- ou C-terminal est capable

d'adopter différentes structures selon I'interactant. Figure extraite de [Uversky 2009]
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C'est ce que I'on appelle le one-to-many et many-to-one binding et |'exemple le plus connu
est le facteur de transcription p53 cité précédemment (Figure 4.5). La partie N-terminale de
cette protéine se replie en hélice  aprés interaction avec Mdm2 ou Tfbl et la partie C-
terminale se replie en hélice  aprés interaction avec S100 , en feuillet ~ aprés interaction
avec Sirtuine et adopte une conformation étendue en présence de CBP et de la Cycline A
[Oldfield 2008, Uversky 2009].

Trois mécanismes ont été proposés pour décrire le phénoméne de repliement induit :

e [a sélection conformationnelle. Une conformation particuliére de I'IDP est sélectionnée
parmi |'ensemble des conformations accessibles a la chaine. Cette conformation permet
la présentation d'un site de liaison au partenaire pour faciliter |'établissement de contacts
favorables a I'interaction [Csermely 2010].

e e repliement aprés interaction. L'IDP se replie aprés interaction avec son partenaire.

e le y-casting. Ce mécanisme postule qu'un site de liaison attaché a une chaine flexible
s'apparente a un hamecon sur une canne a péche permettant |'échantillonnage de
grands volumes favorisant la  prise  du partenaire [Shoemaker 2000, Levy 2004,
Trizac 2010]. Les aspects importants de ce mécanisme sont : d'une part, la flexibi-
lité¢ des IDPs permettant la formation d'un état intermédiaire non stable stabilisé par
des interactions non spécifiques, suivit par le repliement et |'interaction spécifique avec
le partenaire, et d'autre part, le rayon hydrodynamique des IDPs (plus grand qu'une
protéine globulaire) étant plus efficace pour les interactions.

En général, la transition désordre-ordre d'une IDP ne résulte pas d'un seul mécanisme mais
d'une combinaison de ces trois mécanismes.

La RMN a permis de caractériser en détail le mécanisme de repliement induit correspondant
a l'interaction entre le domaine phosporylé KID (pKID, domaine d’activation de la transcription
inductible par les kinases) du facteur de transcription CREB [Korzhnev 2008]. Le domaine
KID est intrinséquement désordonné en solution [Radhakrishnan 1997], mais se replie en deux
hélices  aprés avoir interagit avec son partenaire, le domaine KIX du co-activateur de la
transcription CBP/p300, qui lui, est bien replié [Radhakrishnan 1998]. Lors de leur interaction
les domaines forment un complexe de faible affinité stabilisé par des interactions hydrophobes
non spécifiques dans lequel pKID est en échange rapide avec la forme libre. Dans ce complexe,
pKID reste déstructuré et seule sa partie C-terminale est impliquée dans le complexe. Le
complexe est en équilibre avec une forme intermédiaire de repliement ot pKID interagit sur toute

sa longueur pour finalement se replier en deux hélice orthogonales (Figure 4.6) [Sugase 2007,
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Wright 2009].
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Figure 4.6 — Schéma du repliement induit du domaine phosphorylé KID (pKID) du facteur de
transcription CREB lors de I'interaction avec le domaine KIX du coactivateur de la transcription
CBP/p300. pKID est désordonné en solution et interagit avec KIX via son extrémité C-terminale
pour former un complexe intermédiaire dynamique. S’en suit la liaison sur toute sa longueur et

son repliement en deux hélices- . Figure extraite de [Wright 2009].

Cependant, ce modéle de repliement induit n'est pas applicable a toutes les IDPs puisque
certaines d’entre elles restent désordonnées lors de leur interaction avec leur partenaire. Ce type
de complexe, ou le désordre est proéminent, a été qualifie de  fuzzy complex [Tompa 2008,
Fuxreiter 2012a, Fuxreiter 2012b]. La formation du complexe nécessite des régions mobiles
capables d'adopter différentes conformations. Quatre manifestations de ce type de complexes
ont été proposées et sont présentés en Figure 4.7 selon le niveau de désordre (local ou global).

Le complexe est qualifié de complexe polymorphique si I'IDP ou le segment échantillonne
plusieurs conformations définies dans son état lié. Au contraire, si la transition désordre-ordre ne
concerne qu'une partie de I'IDP et que les autres parties restent désordonnées les complexes sont
qualifiées de modéle clamp, flanquants ou random. Une interaction protéine-protéine menant a

ces fuzzy complex peut &tre décrite par plusieurs de ces modéles a la fois.
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Figure 4.7 — Différents types de complexes impliqués dans les interactions protéine-protéine
mettant en jeu des IDPs. L'IDP est représentée en couleur alors que la surface du partenaire
est représenté en gris. (a) exemple d'un complexe polymorphique ou plusieurs conformations
sont présentes dans |'état lié avec le méme partenaire. (b) modéle clamp : un segment désor-
donné sert de linker entre deux motifs d'interaction ordonnés et maintient leur liberté confor-
mationnelle dans I'état lie de I'IDP. (c) modéle flanquant : une région adjacente a un motif
d'interaction contribue a la stabilité du complexe en établissant des contacts transitoires, et
(d) modele random : la protéine reste désordonnée sur toute sa longueur pendant I'interaction.
Le désordre devient de plus en plus proéminent en allant de (a) vers (d). Figure extraite de

[Tompa 2008].

L'exemple de la protéine désordonnée Sicl interagissant avec son partenaire Cdc4 permet
de démontrer que le désordre structural peut &tre une propriété essentielle pour la fonction
d'une IDP [Mittag 2010]. Sicl contient neufs sites de reconnaissance pour Cdc4 alors que
cette derniére ne contient qu'un seul site d'interaction pour Sicl. La phosphorylation multiple
des sites de Sicl entraine un repliement local permettant d'établir des interactions transitoires
avec Cdc4. Le complexe reste dynamique et les sites de phosphorylation sont interchangeables,

ce qui permet une régulation trés fine du cycle cellulaire.

4.3 Fonction des IDPs

Les IDPs sont retrouvées dans les trois régnes du vivant mais dans des proportions diffé-
rentes. Ainsi, 2% du génome des Archae et 4% du génome des eubactéries contiennent des
IDPs alors que les génomes eucaryotes en contiennent 30% [Oldfield 2005]. On constate donc
que la fraction des IDPs augmente avec la complexité des organismes. De plus, il est décrit

dans la littérature que plus de la moitié des protéines eucaryotes contiennent des régions désor-
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données et que 70% des protéines impliquées dans des voies de signalisation possédent des
régions désordonnées [lakoucheva 2002].

On peut donc penser que les IDPs jouent un réle majeur dans les processus de régulation
et les voies de signalisations ou leur capacité a interagir avec de multiples partenaires de
maniére spécifique et de faible affinité est nécessaire. Une classification en six grandes classes
a été proposé par P. Tompa en 2005. Cing d'entre elles mettent en jeu des mécanismes de

reconnaissance moléculaire soit transitoires soit permanents (Figure 4.8).
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Figure 4.8 — Classification des IDPs selon leur fonctions. Adapté de [van der Lee 2014].

La premiére classe est celle des chaines polypeptidiques entropiques dont le désordre est
directement relié a leur fonctions. Les caractéristiques dynamiques de ces séquences sont uti-
listes pour conférer des propriétés mécaniques particuliéres & des segments de protéines lo-
calisés entre deux domaines structurés (segments interstitiels ou  linkers ). Ces séquences
permettent d'ajuster la distance, I'orientation et la mobilité relative des deux domaines, indé-
pendamment de l'interaction avec un partenaire. Un exemple est la région désordonnée riche
en proline, glutamine, valine et lysine (PEVK) de la titine qui fonctionne comme un ressort
et confére aux muscles leur élasticité [Trombitas 1998]. On peut également citer les protéines
associées aux microtubules de type Il (MAPs) qui incluent MAP2 et tau. Ces protéines sont
constituées de deux domaines : un domaine de projection situé en N-terminal et un domaine
associé aux microtubules situé en C-terminal. Le domaine de liaison aux microtubules est glo-
bulaire et sa séquence est conservée parmi les MAPs alors que le domaine de projection est

désordonné et peu conservé. Sa longueur peut aller d’environ 300 résidus pour la protéine tau
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jusqu'a 1400 résidus pour la protéine MAP2. Par exclusion entropique, le domaine de projection
permet un espacement suffisant entre les microtubules pour que la structure du cytosquelette
soit maintenue [Mukhopadhyay 2001].

Pour les cing autres classes, la fonction implique des interactions transitoires ou perma-
nentes avec un autre partenaire. De nombreuses IDPs impliquées dans des interactions transi-
toires présentent des sites de modifications post-traductionnelles (PTMs) comme la phospho-
rylation, I'acétylation, I'ubiquitination, la méthylation et la sumoylation Ces PTMs modifient
I'espace conformationnel accessible & une protéine donnée, ce qui conduit a8 une modification
de leur propriétés de reconnaissance. C'est le cas de la phosphorylation qui est une PTM fré-
quemment rencontrée dans les processus de signalisation. La signalisation peut étre régulée
par addition d'un seul groupement phosphate comme par exemple I'activation du facteur de
transcription CREB via la phosphorylation d'une sérine appartenant au domaine KID décrit
plus haut. La mise en évidence expérimentale d'une transition désordre-ordre a la suite d'une
phosphorylation a été possible dans le cas d'un facteur de traduction eucaryote, 4E-BP2, qui
interagit avec elFE4 pour réprimer la traduction. La phosphoryltaion de 4E-BP2 sur plusieurs
résidus induit son repliement ce qui abolit I'interaction avec elFE4 et permet l'initiation de la
traduction [Bah 2014].

Les IDPs chaperonnes constituent un second groupe de protéines impliquées dans des in-
teractions transitoires. Ces chaperonnes interagissent avec de nombreuses protéines afin de
les replier correctement sans pour autant prendre part a leur structure finale. La fonction
chaperonne est directement due au désordre moléculaire puisque la partie dépliée de la chape-
ronne permet la reconnaissance, la solubilisation et le relachement de la protéine mal repliée.
Le mécanisme de transfert entropique entre la chaperonne et sa protéine cible a été suggéré
[Tompa 2004]. Ce transfert permet une exploration plus large du paysage énergétique confor-
mationnel pour la protéine cible allant jusqu'a atteindre son minimum. Un exemple sont les
caséines, plus particuliérement |I' caséine qui prévient la précipitation des protéines du petit
lait avec |'élévation de la température [Bhattacharyya 1999]. De plus, ces auteurs ont égale-
ment montré le réle de chaperone de cette caséine sur |'alcool deshydrogénase ou la citrate
synthase pour prévenir |'agrégation thermique.

Les IDPs, dont la fonction requiert une interaction permanente avec un partenaire, ap-
partiennent a |'une des trois classes suivantes :  effecteurs , assembleurs ou piége a
molécules . Les e ecteurs se lient A leur partenaire d'interaction pour en moduler |'ac-
tivité. Leur action peut &tre inhibitrice ou activatrice comme |'exemple de la protéine p21¢P!
et son homologue p27%2 [Olashaw 2004, Mitrea 2012]. Selon le cas, ils inhibent ou activent

les kinases cyclines dépendantes (Cdks).
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Les IDPs appartenant a la classe des  assembleurs  permettent d'assembler des com-
plexes multiprotéiques. On les retrouve dans des processus tels que I'assemblage du ribosome et
du cytosquelette ou dans |'assemblage de complexes de régulation de la transcription, comme
par exemple le coactivateur de la transcription CBP qui interagit avec des partenaires variés
[Wright 2015]. Le domaine SCA7 de I'ATXN7 dont la partie C-terminale est désordonnée fait
également parti de cette classe. En effet, cette protéine appartient au module de deubiquitina-
tion (mDUB) de SAGA, un complexe multiprotéique ayant une activité de deubiquitination et
d’acétylation des histones [Bonnet 2010, Koehler 2014].

Enfin, la derniére classe recense les IDPs  piéges 4 molécules  qui stockent et/ou neu-
tralisent des petits ligands. Les caséines permettant d'inhiber la formation de phosphate de
calcium dans le lait donne un bon exemple de ce type de fonction [Tompa 2005a]. De méme,
les glycoprotéines salivaires riches en prolines neutralisent les tanins [Bennick 2002].

Cette classification est basée sur le mode d'action des IDPs. Une remarque importante est
que ces différents modes de fonctionnements ne sont pas exclusifs puisqu’une méme protéine ou
encore une méme région intrinséquement désordonnée d'une protéine peut exercer des fonctions
différentes comme l'illustrent les différents exemples cités jusqu'ici. Ce phénomeéne, qui permet
d'augmenter la complexité des réseaux intracellulaires sans augmenter le nombre de protéines,
a été qualifie de moonlighting [Tompa 2005b]. De ce fait, les IDPs se retrouvent au coeur des
réseaux d'interactions intracellulaires et sont qualifiées de concentrateurs ou protéines hub

Du fait de leur importance dans les processus de signalisation et de régulation au sein de
la cellule, les IDPs sont fréquemment associées a de nombreuses pathologies incluant le can-
cer, les maladies cardiovasculaires et les amyloidoses. Les études a ce propos ont menées au
concept D? pour  désordre dans le désordre  [Uversky 2008]. Pour citer quelques exemples,
la protéine p53 est impliquée dans le processus tumoral, I'hirudine dans la maladie cardiovas-
culaire. p53 est un facteur de transcription suppresseur de tumeur dont la perte de fonction est
associée au dévelopement tumoral [Arkin 2005]. La perte de fonction de p53 est principalement
due a son interaction avec MDM2, une ubiquitine ligase menant a sa dégradation. Cette in-
teraction s'effectue via la partie N-terminale désordonnée de p53. Les amyloidoses regroupent
les maladies neurodégénératives comme les maladie d'Alzheimer et de Parkinson, les maladies
non-dégénératives comme le diabéte de type Il et aussi les maladies a prions comme la maladie
de Creutzfeldt-Jakob. Ces pathologies sont définies par des dépét insolubles d'agrégats pro-
téiques dans les cellules. Les protéines mises en causes sont I' -synucléine pour la maladie de
Parkinson, la protéine Tau hyperphosphorylée dans la maladie d'Alzheimer, et I'amyline dans
le diabéte de type Il. Par exemple, la modification du code de phosphorylation de Tau entraine

une dérégulation des interactions avec ses partenaires (protéines ou ADN) ainsi que sa perte
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de fonction observée dans la maladie d'Alzeihmer [Lippens 2012, Qi 2015, Sottejeau 2015].

Les IDPs constituent ainsi une nouvelle classe de cibles thérapeutiques ayant pour but la
modulation des interactions protéines-protéines. A |'heure actuelle, il existe deux approches
pour la recherche thérapeutique ciblant les IDPs. La premiére consiste a bloquer |'interaction
de I'IDP avec son partenaire structuré. La molécule médicament mime le comportement de
I'IDP et entre en compétition avec elle pour l'interaction avec le partenaire [Cheng 2006]. Un
exemple bien connu est donné par les inhibiteurs de I'interaction entre p53 et |'ubiquitine ligase
MDM?2, ou le repliement en hélice de la partie N-terminale désordonnée de p53 est impliquée
dans I'interaction. Les inhibiteurs utilisés présentent la méme structure que les résidus de p53
qui sont impliqués dans l'interaction.

La seconde méthode utilise des petites molécules capables d'interagir directement avec
I'IDP. Ces petites molécules forcent I'IDP & adopter une structure 3D différente de celle ob-
servée dans le complexe avec son partenaire de facon a empécher I'interaction avec celui-ci
[Hammoudeh 2009, Metallo 2010]. Le facteur de transcription c-Myc, dont la surexpression est
récurrente dans les cancers, illustre cette seconde stratégie. L'interaction de c-Myc avec son
partenaire via une région désordonnée peut &tre bloquée par des petites molécules ce qui fait

preuve de concept que les IDPs puisse étre ciblée dans les approches de  Drug-Design

4.4 Méthodes de caractérisation des IDPs

4.4.1 Outils bio-informatiques de prédiction du désordre

Les motifs d'interaction protéique ainsi que les caractéristiques intrinséques des séquences
primaires des IDPs ont mené au développement d'outils bio-informatiques capable, d'une part,
de prédire le désordre structural, et d'autre part, d'identifier ces motifs de reconnaissance
moléculaire au sein des régions désordonnées des protéines.

La bio-informatique & joué un réle crucial dans |'études des IDPs et reste & ce jour le
moyen d'estimer le plus rapidement le degré de désordre d'une protéine a partir de sa séquence
primaire.

Au cours des derniéres années, de nombreux prédicteurs de désordre ont vu le jour dont
quelques exemples sont présentés dans le tableau 4.1.

Ces prédicteurs sont classés en trois groupes selon les critéres qu'ils utilisent pour faire la
distinction entre ordre et désordre [Hazy 2009].
e L'approche la plus simple se base sur la propensité de chaque résidu a étre impliqué dans

des régions ordonnées ou désordonnées a partir de ses caractéristiques physico-chimiques. Ce
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type d'algorithme reprend la combinaison de la charge nette et de I'hydrophobicité suggéré par
Uversky et codé dans le logiciel FoldIndex par exemple [Prilusky 2005].

e La seconde approche se base sur un réseau de neurones artificiels qui combinent la
charge nette, I'hydrophobicité et la complexité de séquence pour évaluer le degré de désordre
d'une protéine. PONDR (Predictor Of Natural Disordered Region) est le premier prédicteur
de ce type, et le premier prédicteur de régions désordonnées au sein des protéines, a avoir été
développé [Li 1999].

e Enfin la derniére approche estime la capacité d'une chaine polypeptidique a former des
contacts stabilisants comme le programme IUPRED (Prediction of Intrinsically Unstructured
Proteins) [Dosztanyi 2005].

Dans le cas d'une protéine globulaire, de nombreux contacts inter-résidus sont formés, ce
qui fournit I'énergie de repliement. Cet algorithme donne une estimation de I'énergie d'inter-
action entre les résidus composant la séquence primaire d'une protéine. Les paramétres pris en

compte sont la nature du résidu ainsi que son environnement au niveau de la séquence primaire.

Prédicteurs Source web Références

PROPENSITE

Foldindex | http://bip.weizmann.ac.il/fldbin/findex | [Prilusky 2005]

GlobPlot http://globplot.embl.de [Linding 2003a]
RESEAU NEURAL ARTIFICIEL
PONDR http://www.PONDR. com [Li 1999]
DISOPRED2 http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/disopred [Ward 2004]
DisEMBL http://dis.embl.de [Linding 2003b]
CONTACTS INTER-RESIDUS
IUPRED http://iupred.enzim.hu [Dosztanyi 2005]
METASERVEURS
MeDOR http://www.vazymolo.org/MeDOR/ [Lieutaud 2008]
metaPRDOS http://prdos.hgc.jp/meta/ [Ishida 2008]

Tableau 4.1 — Exemples d'algorithmes et métaserveurs permettant de prédire le désordre a partir

de la structure primaire d'une protéine et leur lien url correspondant. D'aprés [Hazy 2009]

Aucune des méthodes développées ne permet d'obtenir une fiabilité absolue de prédic-
tion. Aussi, il est nécessaire de croiser les résultats obtenus a partir de différents prédicteurs de

désordre pour augmenter la fiabilité. C'est pourquoi des métaserveurs combinant les différentes

65



Chapitre 4. Description des protéines intrinséquement désordonnées (IDPs) :
concept et méthodes

prédictions ont été développés. Parmi ces métaserveurs, MeDor combine plusieurs algorithmes
de prédiction et, & partir de la séquence protéique, fournit une représentation graphique per-
mettant de visualiser les régions désordonnées [Lieutaud 2008].

Cette prédiction du désordre a permis d’estimer I'importance des IDPs au sein des génomes
et d'identifier leur potentielles fonctions associées en caractérisant les sites d'interactions ou
sites de modifications post-traductionnelles. Actuellement, ELM (Eukaryotic Linear Motif) et
MnM (Minimotif Miner) sont les deux bases de données qui recensent tous les motifs d'inter-
actions décrit dans la littérature [Dinkel 2014, Balla 2006]. D'autres méthodes de détection de
novo de ces motifs ont été mises au point telle que ANCHOR qui utilise les propriétés physico-
chimiques de la séquence primaire des IDPs [Dosztanyi 2009] pour les identifier directement
au niveau des régions désordonnées.

Enfin, ces outils bio-informatiques présentent leur limites quant a I'étude du désordre et

d'autres outils plus résolutifs pour étudier |'état déplié sont nécessaires.

4.4.2 SDS-PAGE

La migration sur gel SDS-PAGE fourni une méthode rapide pour mettre en évidence le
caractére désordonné d'une protéine. Comme décrit plus haut, la séquence primaire des IDPs
est riche en acides aminés chargés, ce qui rend moins efficace la fixation du détergent SDS. Les
IDPs possédent, d'autre part, un rayon hydrodynamique plus grand qu'une protéine compacte
de méme poids moléculaire théorique.

Ces deux effets conduisent a des altérations de la mobilité électrophorétique.

Ainsi, il a é&té montré que les IDPs migrent 3 des masses moléculaires apparentes jusqu'a
1,8 fois plus grandes que leur masse théorique calculée a partir de la séquence protéique

[lakoucheva 2001].

4.4.3 Dichroisme circulaire (CD)

Le dichroisme circulaire (CD) correspond a la différence d'absorbance entre une lumiére
polarisée circulaire droite et gauche. Cette différence d'absorption est convertie en une unité
indépendante de la concentration : |'ellipticité molaire, et le spectre CD est obtenu en mesurant
I'ellipticité en fonction de la longueur d'onde.

Cette différence d'absorption résulte de la présence d'une organisation asymétrique des
chromophores au sein de la macromolécule. La liaison peptidique ainsi que les chaines latérales
des résidus aromatiques sont les deux types de chromophores optiquement actifs dans une

protéines. Un spectre CD enregistré dans I'UV lointain (180-250 nm) dépend de la chiralité
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de la liaison peptidique induite par les éléments de structures secondaires de type hélices-
«, hélice 3 15 ou polyprolyne Il, feuillets-/3, boucles-5 ou structure irréguliére communément
appelée random coil. Des spectres de référence ont été établis pour chaque type de structure

secondaire (Figure 4.9).
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Figure 4.9 — Spectre de dichroisme circulaire dans I'UV lointain pour chaque type de structure
secondaire : hélice-a, hélice 3 1 ou polyprolyne Il, feuillet-53, boucles-5 et random coil. Adapté

de [Kelly 2005].

Ainsi, une mesure de dichroisme circulaire dans I'UV lointain permet de détecter la pré-
sence d'éventuelles structures secondaires dans une protéine a partir du spectre de la protéine
d'intérét et d'une base de spectres de référence constituée de spectres CD de protéines dont
la structure cristallographique est connue. Plusieurs méthodes permettant d'estimer la propor-
tion de structures secondaires dans une protéine sont disponibles, dont la plus connue est le
programme CONTIN [Provencher 1981].

En ce qui concerne les mesures de dichroisme circulaire dans la région de I'UV proche

(250-350 nm), les résultats découlent de la symétrie de I'environnement des acides aminés
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aromatiques ainsi que des ponts disulfures [SYu 1994]. Ceci permet de caractériser la struc-
ture tertiaire d'une protéine. En général, le signal dans I'UV-proche d'une IDP est quasi nul
néanmoins il arrive que des IDPs possédent un spectre relativement complexe indiquant que
les résidus aromatiques sont dans un environnement asymétrique du fait de la présence de

structures résiduelles au sein de ces protéines [Kelly 2000].

Cette technique a pour avantage de ne consommer qu'une quantité réduite de matériel
puisque les concentrations requises sont de I'ordre de la dizaine de micromolaire. Cependant,

les informations structurales obtenues grace a cette méthode sont uniquement d'ordre global.

4.4.4 Spectroscopie de uorescence

La spectroscopie de fluorescence donne des informations sur |'environnement local d'un
fluorophore et permet de détecter d'éventuelles structures tertiaires au sein des protéines. Les
résidus aromatiques sont a I'origine de la fluorescence intrinséque des protéines et |'émission
de fluorescence est due principalement & I'excitation des tryptophanes (Trp). Pour obtenir
une excitation sélective du Trp nous choisirons une excitation & 295 nm. Le Trp constitue une
bonne sonde de structures tertiaires locales et est également utilisé pour I'étude de la transition
désordre/ordre ou ordre/désordre d'une protéine. Le maximum d'émission du Trp dans un
solvant fortement polaire comme |'eau se situe a 355 nm, alors qu'un décalage vers 325 nm est
observé dans une solution apolaire comme le dioxane [Eftink 1994]. De méme, le rendement
quantique augmente dans un environnement hydrophobe comme dans un coeur hydrophobe de
protéine repliée, alors qu'une exposition au solvant peut entrainer une diminution importante
du rendement quantique comme pour une IDP. Ce rendement quantique détermine I'efficacité
de fluorescence et correspond au rapport entre le nombre de photons émis et absorbés.

Les résultats obtenus par cette méthode sont & prendre avec précaution puisqu’un décalage
du maximum de fluorescence vers de basses longueur d’onde ou une augmentation de I'intensité
ne sont pas forcément synonymes de repliement natif de la protéine mais peuvent correspondre
a des agrégats de celle-ci en solution.

Les protéines ne possédant pas de Trp dans leur séquence primaire peuvent étre couplées
a des fluorophores soit par mutagenése soit par greffage avec un fluorophore comme I'ANS,
(1-anilino-naphtaléne-8-sulfonate) [Semisotnov 1991, Hawe 2008]. Dans ce cas, on s'assurera
que la présence du fluorophore n’altére pas les propriétés de repliement ou de désordre dans la

protéine étudiée.

Cette méthode est tres utilisée du fait de sa sensibilité et de sa simplicité. Cependant,
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comme pour le CD elle ne permet d'accéder qu'a une information plutét qualitative et globale.

4.4.5 Di usion des rayons X aux petits angles (SAXS)

La diffusion des rayons X aux petits angles, communément appelée SAXS, permet d'obtenir
des informations sur la forme globale, la taille et masse moléculaire d'une protéine ou d'un
complexe en solution. Par ailleurs, le SAXS permet également d'étudier la flexibilité d'une
protéine et ses différentes conformations.

Cette technique n'est pas limitée par la masse moléculaire et peut étre utilisée dans des
conditions proches des conditions physiologiques. Cependant, c'est une méthode de basse
résolution (10-15 A) et il est souvent nécessaire de combiner les résultats obtenus avec ceux

résultant d'autres méthodes structurales comme la cristallographie ou la RMN.

Principe de la mesure de di usion

Les rayons X sont des ondes électromagnétiques dont la longueur d'onde varie de 0,01 a
10 nm. L'absorption et la diffusion sont les deux types d’interactions des rayons X avec la
matiére. Lorsque les rayons X viennent frapper un échantillon, une partie passe au travers de
celui-ci sans interagir avec la matiére, une autre partie est absorbée pour étre transformée en
une autre forme d'énergie et, enfin, une derniére partie est diffusée dans une autre direction
de propagation. En ce qui concerne la diffusion, I'onde incidente et I'onde de diffusion sont
décrites par leur vecteurs d’onde respectifs kg et k1. La diffusion peut &tre accompagnée d'une
perte d'énergie, dans le cas d'une diffusion incohérente, ou non, dans le cas d'une diffusion
cohérente ou élastique. Le SAXS ne considére que la diffusion élastique et les vecteurs d'ondes
incidents et diffusés ont tous deux une magnitude de 2 / avec correspondant a la longueur
d'onde des rayons X. La différence entre ces deux vecteurs d'onde correspond au vecteur de
diffusion k1 — ko = g (Figure 4.10). L'intensité des rayons diffusés (I) est mesurée a différents
angles de diffusion (2 ) par un détecteur situé a une certaine distance de |'échantillon. Puis les
données expérimentales sont représentées sous forme d'une courbe d'intensité (I) en fonction

1

du vecteur de diffusion g (en nm~! ou ~!) défini par la relation :

4
q=2lk|sin = —sin (4.2)

ol est I'angle incident, la longueur d'onde du faisceau de rayon X.
On peut dire que le SAXS est une méthode de contraste puisque cette technique permet
de mesurer une différence entre les densités électroniques de la protéine d'intérét et du solvant,

A(r) et A(s) respectivement, correspondant a la différence de densité électronique moyenne

A(r).
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Figure 4.10 — Mesure de diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS).

Les particules en solutions sont orientées de facon aléatoire. Si I'échantillon est mono-
disperse et dilué et que les particules n'interagissent pas entres elles, alors I'intensité totale
résultera de la diffusion moyenne d'une seule particule dans toutes les orientations, c'est ce que
I'on appelle le facteur forme. Au contraire, si |'échantillon est concentré et que les particules
interagissent entre elles, la distance entre chaque particules est a prendre en compte. Cette
interférence inter-particules est nommée facteur structure. Ainsi la diminution de I'intensité a
petit g correspond aux forces de répulsions alors qu'une augmentation de l'intensité corres-
pond a des forces d’attraction indiquant un phénoméne d’agrégation. La courbe de diffusion
I(q) résume le type d'information obtenu a partir d'une expérience de SAXS. L'intensité de la

lumiére diffusée a un angle donné ¢ est donné par :
I(q) = N(ApV)*P(q)S(q) (4.3)

ot N est le nombre de molécules, V' le volume spécifique de la protéine, Ap le contraste,
P(q) le facteur de forme et S(q) le facteur de structure.
Cette courbe peut &tre interprétée a différents niveaux qui dépendent des angles considérés

(Figure 4.11).

Interprétation des données SAXS

Les premiéres informations directement obtenues a partir des données SAXS et ne néces-
sitant pas de modélisation sont : le rayon de giration, la fonction de distribution des distances
P(r) et le profil de diffusion en représentation Kratky d'un protéine.

Le rayon de giration, Ry, renseigne sur la taille moyenne d'une molécule. Il est obtenu en

analysant la portion de la courbe de diffusion I(g) a faible valeurs de g.
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Figure 4.11 — Courbes de diffusion aux rayons X de macromolécules de tailles et de formes
différentes. Les courbes se distinguent a petits angles a une résolution de 2-3 nm. L'intensité
Iy permet de déduire la masse moléculaire et la pente de la courbe, & petit angle, dépend
de la forme globale d'une macromolécule. En revanche, a grand angle, les courbes deviennent
indiscernables, dii au fait que la méthode SAXS ne fournit pas une résolution atomique. Figure

extraite de [Svergun 2002]

Pour un échantillon monodisperse, la représentation de Guinier (In(1(q)) vs ¢?) est une
fonction linéaire dont I'intersection de la droite avec |'axe des ordonnées correspond a Ij et la

pente au R, de la particule .

Ainsi, la représentation de Guinier renseigne directement sur la qualité des données et sur
I'état d'agrégation de la protéine. La loi de Guinier est valable uniquement pour des petits
angles ¢, c'est a dire jusqu'a gRy< 1,3 pour les protéines globulaires et seulement jusqu'a
qR4< 0,8-1 pour les IDPs du fait de nombreuses conformations et tailles qu’elles peuvent

adopter [Receveur-Brechot 2012].

L'intensité de diffusion transmise I est reliée a la masse moléculaire de I'objet en solution :
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fo= 10— Aol (4.4)

ol ¢ est la concentration de I'échantillon en solution, A/ le nombre d'Avogadro, )\, et ) la
densité électronique de la protéine et du solvant, respectivement, et v, le volume de la protéine.
La détermination de la masse moléculaire dépend de la précision de la mesure de Iy qui est
sensible et dépend directement, entre autres, de la présence d'agrégats et des interactions
intermoléculaires et de la précision de la mesure de concentration de la protéine.

Par ailleurs, les R, expérimentaux peuvent &tre comparés a des R, théoriques calculés
pour des protéines globulaires ou dénaturées afin d'évaluer le degré de structuration de nos
différentes protéines.

Plusieurs études basées sur la théorie de Flory, provenant de la physique des polyméres,
tentent d'estimer le R, attendu pour une protéine globulaire ou désordonnée en fonction du
nombre de résidus. Ces études reposent |'observation que le R, évolue en fonction du nombre

de résidus N en suivant une loi de puissance :

Ry, = RyN"” (4.5)

ol Ry est une constante, correspond a l'inverse de la dimension fractale de I'objet
étudié, et N représente le nombre de monomeére constituant le polymére. Théoriquement,
pour un objet compact et sphérique =1/3 alors que pour un random coil =0,5 et =0,588
pour un polymére semblable & une protéine dénaturée. Ensuite, Plaxco et coll. ont recensé
les dimensions d'un large nombre de protéines globulaires et dénaturées de la littérature et
déterminé des valeurs de = 0,38 &= 0,05 et =0,598 £ 0,028 pour une protéine globulaire ou
complétement dénaturée, respectivement, et un Ry=1,93 dans les deux cas [Kohn 2004]. Leur
valeur obtenue pour une protéine dénaturée est alors proche de la valeur obtenue par Flory.
Une autre étude, sur un nombre restreint de protéine globulaires et dénaturées, obtient des
valeurs similaires avec le couple Ro=(1/3 5)4,75/ =0,29 et Ry=2,23/ =0,58 en condition
native ou dénaturante [Wilkins 1999]. Enfin, & partir de données d'IDP en solution aqueuse
étudiée par RMN et SAXS, Bernardo et Blackledge déterminent d'autres valeurs qui sont
Rp=2,54 et =0,522 [Bernadé 2009]. Ces prédictions peuvent &tre utilisées comme limites
supérieures et inférieures du R, et un écart significatif du R, expérimental par rapport a la
limite supérieure théorique indique la présence de structure secondaire résiduelle. En effet, la
présence de structure résiduelle a tendance & compacter une protéine alors que la présence
d'une hélice de type polyproline Il souvent présente dans les IDPs a tendance a augmenter la

dimension.
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La représentation de Kratky (¢?I(q) vs ¢) permet d obtenir rapidement des informations
sur la nature compacte ou désordonnées d'une protéine. Cette représentation découle directe-
ment de la courbe expérimentale [Kratky 1949]. Pour une protéine globulaire, la représentation
de Kratky correspondante sera en forme de cloche avec un maximum bien défini. Les chaines
polypeptidiques dépliées présentent, quant a elles, une courbe qui augmente avec les valeurs de
q jusqu'a atteindre un plateau a grands g, suivi parfois par une remontée indiquant la présence
de rigidités locales. Cependant avec cette représentation il est difficile voir impossible de faire la
distinction entre une protéine globulaire et une protéine partiellement désordonnées possédant
des domaines ou régions structurées puisque la représentation de Kratky est une courbe en
forme de cloche dans les deux cas. Il est donc fortement recommandé d'utiliser la représenta-
tion de Kratky sans dimension ou Kratky normalis¢ ((q¢R,)?I(q) I vs qR4) [Durand 2010].
La multiplication par le R, de la protéine et la division par le Iy rend les données indépendantes

de la taille et du poids moléculaire de la protéine respectivement.
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Figure 4.12 — Représentation de Kratky normalisée. Figure extraite de [Receveur-Brechot 2012]

Il est alors possible de comparer les protéines entres elles, qu'elles soient globulaires ou déstruc-
turées, et ce quelle que soit leur taille. La courbe de diffusion d’une protéine globulaire dans une
représentation de Kratky normalisée présente un maximum de 1,1 pour ¢R, = /3 indépen-
damment de la taille de la protéine. Pour une protéine complétement désordonnée, la courbe
de diffusion augmente avec les valeurs croissantes de R, pour atteindre un plateau entre 1,5

et 2 [Receveur-Brechot 2012]. Une augmentation de cette courbe pour des grandes valeurs de
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qR, indique la présence de rigidités locales au sein de I'IDP. Enfin, les protéines partiellement
désordonnées présentent des profils de diffusion intermédiaires entre les deux extrémes cités

précédemment.

La fonction de distribution des distances, P(r), est un histogramme de toutes les dis-
tances interatomiques, r, au sein d'une protéine. Le programme GNOM permet de calculer la
fonction de distribution des distances [Svergun 1992]. La valeur maximale de r pour la quelle
P(r) est non nulle, Dyyqq, correspond au diamétre maximal de la protéine. Cet histogramme
fournit une information sur la forme et le degré de compaction de la protéine en solution. La
fonction P(r) d'une IDP est asymétrique et posséde souvent des valeurs non nulles pour des
grandes valeurs de q due aux nombreuses conformations alors qu'elle est symétrique pour une
protéine globulaire. De plus, pour une protéine constituée de deux domaines globulaires séparés
par une région flexible, cette fonction est caractérisée par un premier pic a petites distances,
correspondants aux distances interatomiques au sein du domaine, puis s'étend en présentant
un épaulement plus ou moins prononcé, correspondant aux distances interdomaines. La Fi-
gure 4.13 présente différentes fonctions de distribution de distance pour des objets de méme

taille mais de forme différente.

Pir)

Figure 4.13 — Fonction de distribution de distance pour des objets de taille identique mais de

formes différentes.

D’autre part, le R, et le Iy peuvent aussi étre déduits de la fonction P(r). Cette méthode
alternative n'est pas reliée 3 un modéle et utilise I'ensemble de la courbe de diffusion de la
protéine. La comparaison des valeurs de R, et Iy obtenues a partir de la loi de Guinier et de

la fonction P(r) fournit une méthode de validation de la qualité des données.
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4.4.6 Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

En 'absence de repliement tridimensionnel, et donc de possibilité de cristalliser la protéine,
la spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) est la seule méthode permettant
d'obtenir des informations sur les régions désordonnées des protéines, avec une résolution
atomique [Dyson 2005].

Cette méthode utilise les propriétés magnétiques des spins nucléaires pour obtenir des
informations structurales et dynamiques.

Les principaux noyaux utilisés en RMN biomoléculaire sont caractérisés par un spin % et

sont présentés dans le tableau 4.2.

Noyau | (107rad.s~1.7~') | Abondance naturelle
'H 26,75 100%
BN 2,71 0,4%
e 6,73 1,1%
sLp 10,84 100%
Yp 25,18 100%

Tableau 4.2 — Rapport gyromagnétique ( ) et abondance naturelle des isotopes les plus cou-

ramment étudiés en RMN biomoléculaire.

L'azote 15 et le carbone 13 ayant une abondance naturelle de 0,4% et 1,1%, respecti-
vement, il est nécessaire d'enrichir les protéines en isotopes pour augmenter la sensibilité de
détection [Greenbaum 2001]. Le développement des techniques d’enrichissement ou marquage
isotopique des protéines a permis |'amélioration et le développement d'expériences de RMN
multidimensionelles permettant I'attribution des fréquences de résonance d'une protéine.

La RMN est une méthode non destructive qui permet, & partir d'un seul échantillon, de
réaliser différentes mesures pour étudier différentes propriétés du systéme moléculaire (struc-

ture, dynamique, interactions, diffusion, ...). Ces propriétés s'expriment a travers les différentes
observables RMN.

Les observables RMN

Une des spécificité de la RMN réside dans la multiplicité des observables. On peut définir
trois échelles de temps en RMN :
o |'échelle de temps de  Larmor , de I'ordre de la nanoseconde

e |'échelle de temps spectrale, de |'ordre de la milliseconde
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e |'échelle de temps de relaxation de I'ordre de la seconde
L'interconversion des différents conforméres d’'une IDP ou son interaction avec un partenaire
(ligand ou protéine) est un systéme dynamique pour lequel il y a sans cesse un échange entre
plusieurs états (qui peuvent &tre une conformation par rapport a une autre ou la forme libre et

lige lors d'une interaction) sur une échelle de temps inférieure a la milliseconde.

Fréquence de résonances

Les fréquences de résonance (ou déplacement chimique) pour les différents noyaux composants
une protéine ou un acide nucléique permettent dés le premier abord d'évaluer le caractére replié
de la protéine étudiée.

Pour une protéine désordonnée, les fréquences de résonance des différents groupes de pro-
tons présents dans les acides aminés sont essentiellement dépendantes de la nature chimique
de I'acide aminé. Par exemple, les protons amides Hy résonnent entre 7,5 et 8,5 ppm alors que
les protons correspondant a des groupes méthyles résonnent entre 0,8 et 1,5 ppm. Dans le cas
d'une protéine repliée les fréquences correspondant aux Hy se dispersent sur une large gamme
de valeurs comprises entre 6 et 10 ppm (Figure 4.14). Des tables de déplacement chimique
correspondant aux fréquences caractéristiques des acides aminés sous forme désordonnée ont
été établies. Ces tables sont basées, soit sur une analyse statistiques réalisée a partir d'une
base de donnée de protéines [Gro 1988, Wishart 1991, Zhang 2003], soit a partir de me-
sures réalisés sur des petits peptides désordonnés [Thanabal 1994, Braun 1994, Merutka 1995,
Wishart 1995b, Wishart 1995a]. Les différences entre ces tables sont les conditions expérimen-
tales telles que le choix du solvant, de la température, du référencement des spectres ainsi que

de la prise en compte ou non de I'effet des proches voisins dans la séquence primaire.

Méthyles

Amides // 4
. T T T T . : T T T
10 9 8 7 6 4 3 2 1 0

8'H (ppm)

Figure 4.14 — Spectre 1D proton d'une protéine dépliée (A) et d'une protéine contenant la

méme partie dépliée en fusion avec un domaine globulaire (B).
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Pour pouvoir attribuer les fréquences observées sur le spectre d'une protéine a chaque noyau
qui la compose, il est nécessaire d'avoir recours a la RMN multidimensionnelle. L'expérience
a deux dimension *H-1°N HSQC corréle la fréquence d'un proton amide (Hy) avec celle de
I'atome d'azote (*°N) qui le porte. Cela se traduit, dans le spectre, par la présence de taches de
corrélation correspondant a chaque résidu faisant parti de la séquence primaire exception faite
des prolines et du premier résidu. Ce spectre constitue |'empreinte digitale de la protéine
ot chaque tache de corrélation observée dépend de I'environnement chimique du groupement
amide et refléte ainsi la structure 3D de la protéine.

Les déplacements chimiques des noyaux du squelette peptidique peuvent étre interprétés en
terme de structures secondaires. La déviation des valeurs de déplacements chimiques du sque-
lette peptidique par rapport & ceux attendus pour une protéine désordonnée permet d’estimer
la présence de structures secondaires au sein d'une protéine [Wishart 1992]. En particulier, le
déplacement chimique des C est trés sensible aux deux angles de torsion v et . la valeur du
déplacement chimique augmente dans une hélice- alors qu'ils diminuent dans les feuillets-
Les déplacement chimiques de différents noyaux, possédant des sensibilités différentes, peuvent
&tre pris en compte pour |'analyse. Plusieurs programmes ont été développés pour utiliser |'in-
formation structurale contenue dans les spectres RMN et détecter les structures secondaires
au sein des IDPs. Le programme SSP (Secondary Structure Propensities) permet d'estimer
la fraction de structure secondaire contenue dans une IDP en combinant les valeurs de dé-
placements chimiques de différents noyaux du squelette peptidique selon leur sensibilité a la
structure locale [Marsh 2006]. Le résultat obtenu est un score représentant le pourcentage de
structure secondaire, des valeurs positives indiquant la présence d'une hélice- et des valeurs

négatives indiquant la présence de feuillet- ou structure étendue.

Déplacements chimiques et phénomeénes dynamiques

Une IDP étant un ensemble de conforméres interconvertibles, les noyaux qui la composent
observent alors des environnements chimiques différents. Ceci est également valable lors du
repliement aprés interaction d'une IDP.

La mesure des déplacements chimique pour chaque noyau sera dépendante des gammes de
temps du mouvement par rapport a la différence de fréquence entre deux conformations.

Le régime d'échange sera rapide, intermédiaire ou lent selon la valeur de la constante
d'échange entre les différentes conformations, définie par ke,, par rapport a la différence de
déplacement chimique , entre la forme libre et liée (Figure 4.15).

e Pour kep >> . le régime d'échange est rapide car la vitesse d'échange est beaucoup
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plus rapide que la différence de déplacement chimique en Hz, , entre la forme libre et
lice. Le signal observé est une seule résonance correspondant a la moyenne des valeurs
de déplacement chimique de I'état libre et lié moyenné par la population de ces états.
e Pour kep =~ . la raie de résonance s'élargie et peut disparaitre. Le régime d'échange
est intermédiaire.
e Pour ke, << . le régime d'échange est lent et les espéces en échange sont discri-

minées par des valeurs de déplacement chimiques distinctes.

Temps
Régime de liaison Affinité
d'échange  (koff") (Kq)

Av << kaehy ﬂ\ Rapide e
mi

us
Av=kach Intermédiaire M

/ ms
?
Av s> kech Lent s oM

5 (ppm) ou Av (Hz)

Figure 4.15 — Impact de la vitesse d'échange, définie par k.., entre les espéces libres et liées
d'un complexe au niveau des spectres RMN. Lorsque I'interaction est faible (K; > 100 M),
I'échange rapide méne a l'observation d'une seule résonance. Pour les interactions fortes
(Kq <1 M), le régime d'échange lent entraine I'oberservation de deux raies de résonances
distinctes. Enfin, les échanges intermédiaires, dont la vitesse d'échange coincide avec la vitesse
de I'observable RMN, sont caractérisés par un élargissement des raies de résonance. Figure

extraite de [Kieffer 2011]

Les différents conforméres d'une IDP sont en échange rapide et part conséquent les spectres
enregistrés présentent une seule corrélation par résidus composant la protéine. Ainsi, le dépla-
cement chimique mesuré correspond a la moyenne des différentes conformations adoptées par
I'IDP.

Utilisation des déplacements chimiques pour |I'étude des interactions

Les interactions protéine/ligand mettant en jeu des IDPs sont des interactions spécifiques

et de faible affinité. L'affinité se situe au dessus de quelques dizaines de micromolaire ce qui
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correspond en général a un régime rapide entre espéces libres et liées.
L'interaction entre une protéine [P] et son ligand [L] est gouvernée par des vitesses :
kon

[P] + [L] = [PL] (4.6)

kogt

ol kon, et ks ¢ sont respectivement les constantes de vitesses d'association et de dissociation
permettant de passer d'une forme a l'autre, [P][L] et [PL] les concentrations de protéine et
ligand libre et de complexe.

Le kon et le kopp sont rapides du fait des mécanismes d'interaction de type y-casting
et des interactions de faible affinité respectivement. |l est alors possible de réaliser un titrage
permettant de cartographier la zone d'interaction.

Au sein d'une molécule, la valeur de la fréquence de résonance d'un noyau donné dépend de
son environnement chimique, de la structure locale et de la nature des noyaux a proximité mais
également des effets a longue portée di au repliement tri-dimensionnel. La perturbation des
déplacements chimiques (ou CSP, chemical shifts perturbation) est une méthode expérimentale
relativement simple permettant de cartographier un site d'interaction sur une protéine qu'elle
soit dépliée ou non [Zuiderweg 2002, Clarkson 2003, Williamson 2013].

En pratique, la protéine généralement marquée a l'azote 15 et/ou au carbone 13 est titrée
par le ligand non marqué et inversement. Des spectres 2D HSQC sont enregistrés a chaque ajout
de ligand. Des échantillons de protéines marqués 1° N et/ou '3C sont nécessaire pour mettre
en oeuvre |'expérience. L'analyse consiste en la mesure précise des déplacement chimiques a
chaque point du titrage des noyaux *H, °N et 13C (Figure 4.16).

Les perturbations des déplacements chimiques sont calculées avec |'équation :

=/ THZ k(N3 O)2 (4.7)

oll 'H correspond a la différence de déplacement chimique en proton, 5N, 13C 3 1a
difféerence de déplacement chimique en azote ou carbone, selon I'expérience RMN utilisée,
entre la forme libre et liée d'une protéine et k est un facteur de proportionnalité permettant de

donner le méme poids a la contribution proton et azote ou carbone [Stockman 2002].

Constantes de couplage
Le couplage scalaire noté J correspond a une interaction entre les spins au travers des liaisons
chimiques. Le couplage se traduit par I'apparition de raies multiples sur le spectre proton a une

dimension d'une molécule simple.
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Figure 4.16 — Interaction d'une protéine avec son ligand. La protéine uniformément marquée
15V est titrée par le ligand non marqué. La superposition des spectres HSQC au cours du
titrage (protéine libre en vert, protéine + ligand en bleu) permet de suivre les variations des
déplacements chimiques au cours de la formation du complexe protéine-ligand, et ainsi de

cartographier la surface d'interaction.

Par exemple le couplage scalaire de deux noyaux A et X de spins % se traduit par un doublet
dont la séparation entre les pics correspond a la constante de couplage Jax. La constante de
couplage se note ".J;; ol n représente le nombre de liaisons chimiques séparant les noyaux
i et j. Le couplage scalaire peut &tre détecté jusqu'a une distance de 3 a 4 liaisons. Les
constantes 3.J dépendent des angles de torsion selon I'équation de Karplus [Karplus 1959]. La
valeur des angles dihédres v et dépend de la conformation du squelette peptidique et de
fait il est possible d'en déduire la présence de structures secondaires. Plusieurs stratégies ont
été proposées pour mesurer les constantes J, et en pratique la mesure de 3Jy, 1, permet
de décrire I'échantillonnage des conformations d’une chaine polypeptidique en particulier pour
les IDPs [Vuister 1993, Otten 2009]. Les résultats expérimentaux sont alors comparés aux
résultats obtenus pour des peptides désordonnés [Smith 1996]. Une différence positive indique
la présence de structure secondaire de type feuillets- alors qu'une différence négative indique
la présence de structure secondaire de type hélice- ou hélice polyproline de type Il. Cependant,
|'écart par rapport aux valeurs des J mesurés pour les peptides désordonnés est en général trés

faible et il est donc pratiquement difficile de distinguer la présence de structures secondaires
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résiduelles uniquement a partir des valeurs de J pour une IDP. La combinaison des résultats
observés pour les mesures des constantes de couplages scalaires et des fréquences de résonances
de chaque résidu permet alors de renforcer |'interprétation des résultats.

Le couplage dipolaire est une interaction entre différents noyaux a travers |'espace. Cette
interaction est en principe moyennée a 0 du fait de la réorientation rapide (échelle de temps de
la nanoseconde) des molécules en solution. Par contre, la modulation de cette interaction sous
I'effet des mouvements moléculaires est a |'origine des phénomeénes de relaxation. En particu-
lier, cette interaction est a I'origine de I'effet Overhauser Nucléaire (NOE) [Overhauser 1953].
La quantité d'aimantation transférée dépend de la distance entre deux noyaux, A et X, en
1/1® ainsi que de la dynamique du systéme. Les distances inter-atomiques, jusqu'a 6 A, sont
obtenues a partir des expériences NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY). En 2002,
Kurt Wiithrich a obtenu le prix nobel de chimie pour ses travaux démontrant |'intérét de |'uti-
lisation des expériences NOESY pour déterminer la structure 3D des protéines en solution
[Wiithrich 1982].

Il est possible de perturber I'orientation des molécules en utilisant des milieux anisotropes
(gels, cristal liquide, phages) [Tjandra 1997]. Dans ce cas, le couplage dipolaire entre deux
noyaux n'est plus moyenné a 0 et sa valeur résiduelle (RDC, residual dipolar coupling) (10 ~*
fois la valeur de l'interaction) renseigne sur |'orientation du vecteur liant les deux noyaux en
interaction par rapport au champ magnétique [Tjandra 1997]. Les RDCs sont de plus longue
portée que I'effet NOE et peuvent étre utilisés pour déterminer la conformation moléculaire
via la mesure des distances intra-moléculaires. Pour les protéines repliées les RDCs servent a
I'affinement de la structure calculée par RMN [Bax 2003] alors que dans le cas des IDPs ces
mesures informent sur la présence de structures secondaires résiduelles et de contacts a longue

distance (Figure 4.17) [Bernad6 2005a, Mukrasch 2007, Jensen 2009].

Relaxation

Lorsqu'un échantillon est placé dans un spectrométre RMN, |'aimantation macroscopique
s'aligne le long du champ magnétique de I'appareil (axe z) et le systéme est a I'équilibre.
L'application d'une impulsion radiofréquence de quelques s perturbe I'équilibre et bascule
I'aimantation dans le plan transverse (axes x, y). La relaxation est caractérisée par le retour
a I'état initial de I'aimantation. Ce phénoméne est a la base de toute mesure RMN ou I'on
observe le mouvement de précession libre de |'aimantation ou FID pour Free Induction Decay.
L'efficacité du processus de relaxation, c'est a dire la vitesse a laquelle I'aimantation retourne

a sa position d'équilibre, dépend de la dynamique des molécules en solutions.
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Figure 4.17 — Les RDCs différent selon le niveau de structuration au sein d'une protéine. En

effet, le vecteur internucléaire NH est orienté perpendiculairement pour une IDP (A) alors qu'il
est quasiment aligné lors d'une structure en hélice  (B) par rapport au tenseur d'alignement
de la chaine polypeptidique (aligné sur le champ magnétique By) dans un milieux orientant

lors de la mesure de RDCs. Figure extraite de [Jensen 2009]

Les interactions dipolaires entre les spins proches dans |'espace et |'anisotropie du dépla-
cement chimique dépendant du champ magnétique appliqué interviennent dans les processus

de relaxation. Cela méne a deux vitesses de relaxation distinctes :

e la vitesse relaxation transverse ou R2 (R2 = 1 T'2), qui décrit la perte de la composante
transverse de la relaxation et donc du signal RMN. Le temps de relaxation T2 est
caractéristique de l'interaction entre les noyaux voisins au sein d'une molécule, est aussi
appelé temps de relaxation spin-spin.

e la vitesse de relaxation longitudinale ou R1 (R1 =1 T'1), qui décrit le retour a I'équi-
libre d'une population de spin aprés une perturbation, est caractérisée par le temps de
relaxation T1. Ce temps, caractéristique de l'interaction des molécules avec I'environ-

nement, est aussi appelé temps de relaxation longitudinale spin-réseau.

La relaxation est un paramétre important en RMN puisqu'elle permet de déterminer le délai
entre les impulsions lors d'une expérience et détermine également la largeur de raie du signal
observé. En effet, la largeur de raie est proportionnelle a la vitesse de relaxation R2. Ainsi,
les molécules de haut poids moléculaire sont caractérisées par un élargissement des raies de
résonance dii a leur temps de corrélation plus lent qu'une petite molécule qui présenterait des
raies fines. Néanmoins, pour un méme poids moléculaire, les largeurs de raies sont plus fines

dans le cas des protéines désordonnées comparé aux protéines repliées du fait de la flexibilité de
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la chaine latérale qui est plus rapide que la rotation globale. Les expériences de relaxation > N
permettent de séparer la dynamique du squelette peptidique d'une protéine de |'ordre de la ps

de la dynamique globale de la protéine dans sa globalité de |'orde de la ns [Mittermaier 2009].

Mesure de la di usion transitionnelle

Des expériences de diffusion sont utiles pour observer le comportement hydrodynamique d'une
protéine. La diffusion translationnelle est reliée au mouvement Brownien et peut étre évaluée
par la mesure du coefficient de diffusion translationnel Dy ou du rayon hydrodynamique Ry, ,

inversement proportionnels, d'aprés la relation de Stockes-Einstein :

Ry = ——— (4.8)

ou k est la constante de Boltzmann, T la température absolue et la viscosité. Cependant,
cette équation est valable uniquement pour un modéle sphérique. Pour une IDP, on peut donc
s'attendre a un D7 relativement grand comparé a celui d'une protéine globulaire de méme
poids moléculaire du fait d'un rayon hydrodynamique apparent plus important. D'autre part,
si I'IDP présente des structures résiduelles ou un degré de compaction la valeur de Dy sera
intermédiaire a celle d'une IDP pure et celle d'une protéine globulaire.

Il est possible de mesurer le coefficient de diffusion translationnel (D7) d'une molécule en
solution par RMN en appliquant un gradient de champ pulsé (PFG, Pulse Field Gradient) le
long de I'axe de I'échantillon (axe z). La séquence d'impulsions de base a été décrite par Stejskal
et Tanner en 1965 et consiste en une série d'échos de spin enregistrés pour différents gradients
(PFG-SE) [Stejskal 1965]. Un premier gradient est appliqué pendant une durée aprés une
premiére impulsion de 90°. Cela introduit un déphasage de |'aimantation qui va dépendre de
la position z d'un noyau donné dans I'échantillon. Ceci est appelé le codage spatial des spins.
Ensuite, un second gradient, identique au précédent, nommé gradient de décodage est appliqué
aprés une impulsion de 180 ° qui inverse |'aimantation. Si les molécules auxquelles appartiennent
les spins sont stationnaires pendant le délai de diffusion  séparant les deux gradients, alors le
codage et le décodage se compensent et |'aimantation est entiérement refocalisée. L'intensité
du signal mesuré est alors maximale. Toutefois, les molécules en solutions diffusent pendant
le délai et la positions des spins le long de I'axe du gradient de champ appliqué (axe z)
est modifiée, engendrant un décalage des phases. Ce décalage dégrade la refocalisation de
I'aimantation totale et le signal mesuré décroit selon la vitesse de diffusion des molécules en

suivant une loi exponentielle :

2

2
I:IOG_DT g " —3) (4.9)
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ot Drp est le coefficient de diffusion, le rapport gyromagnétique, g et sont respecti-
vement l'intensité et la durée du gradient de champ pulsé et  correspond au délai entre les
deux gradients.

Environ 30 ans plus tard Morris et Johnson [Morris 1992] proposent d'utiliser la diffusion
comme un axe spectroscopique dans |'expérience qu'ils nomment DOSY (Diffusion Ordered
SpectroscopY). Cette élégante méthode permet de séparer les molécules de différentes tailles au
sein d'un mélange et est souvent comparée a la technique de  chromatographie . L'acquisition
d'une DOSY consiste a accumuler une série de spectre 1D PFG-SE en gardant le délai
constant. Il en résulte un spectre a deux dimensions, |'une correspondant au Dy (axe vertical)
et |'autre correspondant aux déplacements chimique des molécules étudiées (axe horizontal).
Dans cette représentation toutes les résonances correspondant a la méme espéce sont, en
principe, alignées.

Depuis, de nombreuses améliorations ont été proposées notamment |'expérience p-DOSY
(permutated DOSY), développée au laboratoire cette année, qui permet de mesurer le coeffi-
cient de diffusion transitionnel pour des systémes hors équilibre sans qu’il n'y ait aucun biais
par |'application d'un gradient aléatoire le long de I'axe de I'échantillon [Oikonomou 2015].

La RMN DOSY est largement utilisée dans divers domaines tels que l'industrie agro-
alimentaire ou pharmaceutique pour I'analyse de mélanges complexes [Gostan 2004, Balayssac 2009]
mais également pour la détermination de la masse moléculaire [Augé 2009]. Il est également
possible d'étudier les interactions moléculaires [Cohen 2012] et de déterminer I'indice de poly-

dispersité des polyméres [Viéville 2011].

Stratégie d’attribution des IDPs

L’attribution des résonances est un pré-requis pour |I'étude de la dynamique et des structures
résiduelles des IDPs par RMN. La faible dispersion des fréquences de résonances protons rend
I'attribution plus compliquée que pour une protéine bien repliée. Cependant, les noyaux N,
qui présentent des raies de résonances trés fines de part leur dynamique rapide (T2 faible),
et les noyaux CO présentent la meilleure dispersion spectrale pour les IDPs. De nombreuses
expériences RMN ont été développées et proposées pour I'étude des IDPs.

Les IDPs étant trés exposées au solvant, I'échange des 'Hy avec les protons du solvant
peut entrainer une diminution de I'intensité du signal. Des expériences facilitant I'attribution des
fréquences de résonances des IDPs et basées sur la détection des H,, (alors plus avantageuse que
la détection Hy) ont été développées [Mantylahti 2011, Lopez 2013]. Des avantages similaires
sont obtenus en réalisant une détection des noyaux '3C a condition de disposer de sonde

adaptée. Du fait d'une relaxation plus lente de ces noyaux par rapport au proton amide, les
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raies sont plus fines et les informations sur le squelette peptidique et chaines latérales de chaque
résidus y compris les prolines peuvent étre obtenus a partir des CO, Cq, Caliphatique €t Caromatique
[Bermel 2006, Csizmok 2008]. De plus, les noyaux '3C sont plus sensibles a la présence de
structures secondaires et présentent donc une meilleure dispersion spectrale. Il est possible
de substituer la carte de corrélation CO-N a Hy—N grace aux expérience de type CON dans
lesquelles la frequence de résonance de noyaux *3C est corrélée avec la fréquence de résonance
de I'amide de chaque résidu et de faciliter |'attribution. C'est par exemple le cas de |'attribution
de I' -synucléine réalisée grace a I'acquisition d'uniquement deux expériences basées sur la
détection du carbonyle, CO, comparé a sept expériences en détection Hy [Bermel 2006].
Aussi, il est nécessaire d’augmenter la résolution spectrale pour pallier a la faible dispersion
des déplacements chimiques. Dans ce sens, |'échantillonnage non uniforme (NUS, non uniform
sampling) a permis I'augmentation du nombre de dimension (jusqu'a 7) pour gagner en résolu-
tion sans augmenter dramatiquement le temps d’acquisition d'une expérience. Cela a mené au
développement de protocole d'attribution automatisé permettant |'attribution d'IDPs de haut
poids moléculaire et présentant des répétitions d'acides aminés comme le trés bel exemple de

la protéine Tau faisant 441 résidus [Hiller 2007, Narayanan 2010].

Modélisation : génération d’ensembles et conforméres

La description atomique d'une protéine ou d'un complexe protéique est I'objectif principal de
la biologie structurale. En effet, ces informations donnent accés aux mécanismes moléculaires
impliqués dans le fonctionnement de la protéine ou du complexe impliquant la protéine et
peuvent considérablement aider a la mise au point de nouvelles molécules thérapeutiques pour
traiter certaines pathologies.

Du fait de leur flexibilité les IDPs présentent de nombreux degrés de liberté a |'origine des
nombreuses conformations interchangeables en solution. Des outils bio-informatique permettant
la description par ensemble ont été développé, pour obtenir des informations concernant la
relation structure/fonction particuliére a ces protéines, et intégrant les grandes quantités des
données résultant d'expérience de SAXS ou RMN.

Ainsi, les outils supposent que les données expérimentales peuvent &tre représentées par un
nombre moyen de conforméres ou ensembles. La procédure se fait en deux étapes qui sont la
pré-génération d'ensembles conformationnels puis la sélection d'un sous-groupe d'ensemble qui
décrit au mieux les données expérimentales. Un tel processus peut-étre totalement randomisé
ou réalisé sous contraintes géométriques comme par exemple les contraintes d'angles dihédres
~ et ou la présence de structures secondaires.

L"algorithme Flexible-meccano (FM) fournit des ensembles conformationnels représentant
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toutes les possibles conformations que peut adopter une IDP [Ozenne 2012] ce qui constitue
la premiére étape. La stratégie de cet algorithme est randomisée et échantillonne I'espace
conformationnel en créant un modéle statistique de la protéine dépliée en se basant sur le
comportement conformationnel de chaque acide aminés a partir des distributions des angles
dihédres trouvés dans les boucles des structures de protéines.
L’étape suivante consiste a choisir I'ensemble conformationnel pertinent et est nommée
back-calculation . Comme son nom l'indique, il s’agit de calculer des paramétres physico-
chimiques pour toutes les conformations obtenues avec FM et de comparer les moyennes
de ces paramétres aux données expérimentales et ainsi de sélectionner les sous-ensembles de
conforméres pour lesquels les moyennes s'en rapprochent le plus. L'algorihme ASTEROIDS (A
Selection Tool for Ensemble Representation Of Intrinsically Disordered States), parmi d'autres
algorithmes disponibles, est un exemple qui permet d'utiliser différents types de données pour
réaliser cette sélection [Nodet 2009, Salmon 2010]. La combinaison de données résultants de
plusieurs méthodes différentes telles que le SAXS (Ry, Dpmaz) et les nombreux paramétres
RMN (déplacement chimique, Dy, RCD) cités plus hauts permet d’appréhender au mieux
la description du comportement d'une IDP en solution [Bernadé 2005b]. Cette démarche est
illustrée dans I'étude de la protéine tau et de I' -synucléine en solution on I'utilisation des
données RMN telles que les mesures de RCD, déplacements chimiques et les données SAXS
combinées avec une approche FM/ASTEROIDS a permit la caractérisation de la structure
locale et a longue distance de ces deux IDPs [Schwalbe 2014].
La plus grande difficulté est de choisir I'ensemble conformationnel qui décrit le mieux le
systéme flexible que I'on étudie. Enfin, la qualité de la modélisation dépend de la qualité des

données expérimentales.

4.5 Conclusion

La découverte des IDPs a boulversé le domaine de la biologie structurale. Pendant long-
temps le concept de la relation structure fonction a été la référence de la communauté scien-
tifique.

Il est maintenant admis que pour certaines protéines |'état totalement ou partiellement
désordonné soit I'état natif et que de telles protéines puissent exercer plusieurs fonctions biolo-
giques. Le désordre inhérent a ces protéines leur confére une certaine flexibilité qui est alors un
atout fonctionnel. De nombreuses IDPs présentent des structures secondaires résiduelles et né-
cessitent l'interaction avec un partenaire pour se replier. Ce processus est nommé  repliement

induit et confére de nombreux avantages tel qu'une interaction hautement spécifique sans
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nécessiter une forte affinité pour le partenaire. Une IDP présente un ensemble de conforma-
tions interconvertibles permettant de fournir de grandes surfaces d'interaction pour différents
partenaires. On parle alors de plasticité structurale. De part leur propriétés, ces protéines ont
un réle central dans les processus biologiques tels que les mécanismes de régulation et de si-
gnalisation mais également dans les pathologies. Ces protéines sont donc d'importantes cibles
pour la recherche et le développement de nouvelles thérapeutiques.

A I'heure actuelle il n'existe pas de méthode unique permettant d'étudier ces protéines,
mais il est nécessaire de combiner plusieurs technologies. Les études bio-informatiques sont
essentielles pour repérer des séquences conservées dans |'évolution et des sites potentiels d'in-
teraction. Le dichroisme circulaire et la spectroscopie de fluorescence permettent de sonder la
présence de structure secondaires et tertiaires au sein d'une IDP. Le SAXS et les nombreux
paramétres qui peuvent étre mesurés par RMN permettent les études structurales des ces

protéines flexibles avec une résolution atomique.
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5.1 Introduction

L'article en préparation intitulé  Molecular basis of altered DNA recognition by the andro-
gen receptor DNA-binding domain  propose un mécanisme permettant d’expliquer la perte
de spécificité de reconnaissance de I'’ADN observée pour la mutation T575A au sein du DBD.
Ce travail a été initié au laboratoire par Mme Ying-Hui Wang. Les premiers résultats avaient
mis en évidence le role joué par le résidu His570 ce processus. Cependant, les travaux réalisés
a partir de domaines DBD marqués a |'azote 15 ne permettaient pas |'étude de |'interaction
entre les domaines DBD et des éléments de réponse de type IR3. Mon réle a été de compléter
I'attribution des carbones des deux protéines (sauvage et mutante) afin d'utiliser les corréla-
tions des groupes méthyles comme sondes dans les complexes ternaires protéines :ADN & 'aide
d'expériences de type 'H-13C Methyls-SOFAST. Ce type d'expériences est en effet particulie-
rement bien adapté pour I'étude de complexes de grande taille. Nous avons également conduit
des mesures de microcalorimétrie de type ITC. L'ensemble des résultats obtenus montre que la
mutation T575A conduit a une légére baisse d'affinité pour les éléements de réponse IR3, ainsi

qu'a une déstabilisation de l'interface de dimérisation.

5.2 Publication



Chapitre 5. Mécanismes moléculaires de reconnaissance de '’ADN par AR-DBD

Molecular basis of altered DNA recognition by the androgen receptor

DNA-binding domain

Yinghui Wang, Isabelle Lebars, Sandra Meyer, Emmanuel Oppong, Justine Wolf, Didier Busso, R.

Andrew Atkinson, Jocelyn Céraline and Bruno Kieffer

'Département de Biologie et de Génomique Structurales, Institut de Génétique et de Biologie
Moléculaire et Cellulaire (Université de Strasbourg / CNRS UMR 7104, INSERM U964), 1 rue
Laurent Fries, 67404 Illkirch, France.

*Equipe Signalisation et Cancer de la prostate (EA4438), Université de Strasbourg, Faculté de Mé-
decine, 1 place de ’Hopital, BP426 - F67091 Strasbourg cedex

Address correspondence to: Bruno Kieffer, IGBMC, 1 rue Laurent Fries, 67404 Illkirch, France.
Fax: +33368854718; E-mail: kieffer@igbme.fr

102



Chapitre 5. Mécanismes moléculaires de reconnaissance de '’ADN par AR-DBD

Abbreviations. AR, Androgen Receptor; ARE, Androgen Response Elements; GR, Glucocorticoid
Receptor; GRE, Glucocorticoid Response Element; DBD, DNA-Binding Domain; LBD, Ligand-
Binding Domain; DHT, Dihydrotestosterone; NMR, Nuclear Magnetic Resonance; NOE, nuclear
Overhauser effect; NOESY, NOE spectroscopy; HSQC: heteronuclear single quantum coherence;
TOCSY, Total Correlation Spectroscopy; GARP, Globally optimized alternating phase rectangular

pulse; r.m.s.d, root-mean-square deviation.
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Introduction

The androgen receptor (AR) is a ligand-activated transcription factor and a member of the super-
family of nuclear receptors [1,2]. It mediates the biological actions of the male sexual hormone
dihydrotestosterone (DHT), including the normal development of the prostate gland [3]. Since AR
is also implicated in the progression of prostate cancer, conventional therapy includes androgen
ablation, by castration alone or combined with anti-androgens. After an initial clinical response,
tumour growth will eventually recur. A number of molecular events are thought to be involved in
escape from androgen ablation therapy, including mutations that alter the function of expressed AR

[4-6].

AR shares a common structural and functional architecture with other members of the super-family
of nuclear receptors. The DNA-binding domain (DBD) and ligand-binding domain (LBD) are pre-
ceded by an unusually long A/B domain. AR binds to specific response elements as a homodimer,
under the control of dihydrotestosterone binding to the C-terminal LBD. Certain mutations can be
rationalised readily in terms of effects on this structural/functional organisation [7]. Thus, in the
LBD, the L701H mutation allows activation by adrenocorticoids while mutations of W741 and
T877 allow recognition of the anti-androgens bicalutamide and flutamide, respectively, as agonists.
Indeed, the T877A mutation is most frequently found in flutamide-treated patients and is thought to
arise in response to the selective pressure of the treatment. Nonsense mutations or aberrant pre-
mRNA splicing, on the other hand, leads to the expression of a truncated AR that lacks a LBD and
is thus constitutively active [8-14]. Yet other mutations affect interactions with co-activator or co-

repressor proteins.

The DNA-binding domain interacts with response elements in the promoters of target genes, when
AR homo-dimerises in a DNA-dependent manner. However, while AR and other members of the
same subgroup of the nuclear receptor super-family recognise the same inverted repeats in such
promoters, specificity may arise from binding to direct repeats. AR DBD is expected to bind to
inverted repeats in a “head-to-head” manner, as observed for the glucocorticoid receptor. In the
only crystal structure of the AR DBD, the homo-dimer binds to direct repeats in the same manner,
rather than the “head-to-tail” arrangement observed for the vitamin D receptor binding to direct
repeats (ref). Further specificity is thought to derive from the recruitment of co-activator or co-
repressor proteins in the presence of agonist or antagonist ligands, respectively. The DBD itself is
formed by two C4 zinc fingers in which the first set of four cysteine residues bind one zinc ion

while the second set bind another zinc ion (Figure 1A).
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Given the primary function of the DNA-binding domain, it is not surprising that mutations may
arise in this domain in the context of escape from androgen ablation therapy. In practice, however,
the number of reported mutations in the DBD in prostate cancer patients is relatively limited [15]. A
splicing variant that contains an additional 23 amino acids between the two zinc fingers has been
found to remain cytosolic upon stimulation with DHT [16]. Among the point mutations that have
been identified (T575A, KS80R, A586V, AS87S and C619Y), the positively-charged side-chain
K580 that may interact directly with DNA is replaced by another positively-charged side-chain,
while A586 and A587 lie on the back of the a-helix expected to lie in the major groove, such that
the mutations may disrupt the interaction. Both T575 and C619, which is not a zinc-coordinating
residue, are located distal to the DNA-binding interface of the DBD and the C619Y mutant has
been shown to be unable to bind DNA and to be transcriptionally inactive [17]. The site of the
T575A mutation precedes the third cysteine residue of the first zinc-binding site and is not expected
to influence DNA-binding properties directly. It does, however, leading to a loss of specificity for
AR-specific response elements. The mutation is also found coupled to the T877A mutation in the
LBD, yielding an AR that it both “promiscuous” in its ligand binding and “unfaithful” in its DNA-
binding properties [18].

We set out to characterize the effects of the T575A mutation on the biophysical properties of AR
DBD, with the aim of offering an atomic level explanation of effects observed in tissues from pros-
tate cancer patients. For that purpose, we solved the solution structure of both proteins (wild-type
and mutant T575A) and we investigated their binding properties to both specific and non-specific
half-site response elements using NMR. Our results highlight a subtle DNA binding mechanism
where the remote residue at position 575 modulates the DNA binding specificity by destabilizing
the AR DBD homodimer. Sequence analysis of nuclear receptor DBD suggest that this mechanism,

which involves the strictly conserved His570 is shared by all steroid nuclear receptors.
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Results

Wild-type and mutant structures are highly similar.

Full 'H, °C and "°N resonance assignments were obtained for both wild-type and mutated AR DBD
and structural restraints were derived from NOESY spectra, 'H-"H exchange experiments, TALOS
software for prediction of backbone ® and W angles, and measurement of residual dipolar cou-
plings in gels. Analysis of the restraints allowed identification of elements of secondary structure
which corresponded to those expected for nuclear receptor DBDs. Chemical shift differences be-
tween wild-type and mutant domains are concentrated around the site of mutation but are also ob-
served for residues at the end of the second a-helix (Figure 1). The three-dimensional structures of
AR DBD-WT and ARDBD-T575A are well-defined over much of the primary sequence (Figure 2),
and this is reflected in low values of the average pairwise r.m.s.d. values calculated using a 5-
residue window (Figure 2C, 2D). In both structures, the N-terminal 7 residues were poorly defined
due to a lack of restraints, as expected from the dynamic properties of these residues (see below). In
contrast, the C-terminus of the domain is well defined, and again this correlates with the observed
dynamic properties. The first zinc-binding site appears more tightly defined by experimental re-
straints than the second site, in both wild-type and mutant domains. The tertiary structures of AR
DBD-WT and AR DBD-T575A proved to be highly similar with an average pairwise backbone
r.m.s.d. value between the two sets of structures of 1.11 +/- 0.12 A, calculated using the backbone
atoms of residues Cys559-Glu588 and Thr602-Thr625. Differences in orientation of the a-helices
are minor and the backbone conformations around the site of mutation are very close. Both struc-
tures adopt a fold similar to that of other DNA-binding domains on nuclear receptors and that of rat

AR DBD in a complex with a direct repeat of an AR-specific response element.
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Figure 1
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Figure 1. A) Nuclear receptor DNA-binding domain sequences, grouped according to sequence
conservation with respect to the sequence of AR DBD. An asterisk marks the site of mutation.
Above the sequences is the change in accessible surface area per residue upon binding to DNA:
values range from 0.0 to 0.35. Accessible Surface Areas (ASA) values were calculated for each
residue as a fraction of the total surface area of each amino acid type, for one monomer in the crys-
tal structure (1R41.pdb) in the presence and absence of the double-stranded DNA. Below the se-
quences are indicated the a-helices, inferred for AR DBD from chemical shifts and slowly exchang-
ing 'Hy resonances and the set of cysteine residues that coordinate the two zinc ions. The colours of
the zinc-binding sites and elements of secondary structure are retained in subsequent figures. B)
Composite changes in chemical shift upon mutation of T575 to alanine, calculated for 'Hy and °N
resonances (upper panel) and for all assigned 'H, '*C and "°N resonances (lower panel). The central
portion shows the primary sequence of the exact construct of AR DBD studied here. The a-helices
and the sets of cysteine residues that coordinate the two zinc ions are indicated. An asterisk marks

the site of mutation.
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Figure 2

A

560 570 580 590 600 610 620
sequence

Figure 2. Bundles of 10 representative structures calculated for A) AR DBD-WT and B) AR DBD-
TS575A. The zinc-binding sites and elements of secondary structure are coloured as in Figure 1 and
labelled. For clarity, residues preceding GIn6 are not shown. An asterisk marks the approximate site
of mutation (see Figure 3A). A measure of local backbone definition is given by average pairwise
r.m.s.d. values calculated over five-residue segments of the primary sequence for 20 calculated
structures of C) AR DBD-WT and D) AR DBD-T575A. Residues mentioned in the text are la-

belled. An asterisk marks the site of mutation.

T575A4 mutation do not alter ARE half site interaction specificity.

The DNA binding properties of the two DBD domains was then probed in-vitro by titrating '°N
labelled domains with two oligonucleotides encompassing either the classical specific half-site of
the androgen response element (ARE) d(5'-GCAGAACAGC-3") or the non-specific half-site of the
glucocorticoid receptor response element (GRE) d(5'-GCTGTACAGC-3'). The analysis of the four
sets of "H-"N HSQC (two protein domains times two oligonucleotides) revealed that the binding
affinity value is determined rather by the oligonucleotide sequence than the DBD mutation. Indeed,

progressive addition of ARE oligonucleotides to either the wild-type or T575A mutant DBD do-
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mains led to intermediate to slow exchange between bound and free states of the proteins, indicative
of a Kd value lower than 1 uM (Figures 3A and 3B). In contrast, addition of non-specific GRE oli-
gonucleotide led to a fast exchange between bound and free states, enabling the determination of Kd
values of 31 £ 5 uM and 42 + 9 uM for the wild-type and the T575A mutant DBD, respectively
(Figures 3C to 3F).
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Figure 3. Overlays of regions of 'H-""N HSQC spectra of °N labeled (A) AR DBD wt, free in so-
lution and upon successive additions of ARE, (B) AR DBD T575A, free in solution and upon suc-
cessive additions of ARE, (C) AR DBD wt, free in solution and upon successive additions of GR
and (D) AR DBD T575A, free in solution and upon successive additions of GR. Arrows indicate
the cross-peaks which shifted upon addition of DNA. Chemical shift changes of the backbone 'Hy
and "N (A8ue = [(AS'H)? + (yn/y)**(A8"°N)*"?) upon titrations of AR DBD wt (E) and AR DBD
T575A (F) with GR are plotted as a function of GR concentration. The continuous line is the best fit

of the data to the equation described in Materials and Methods.

A detailed analysis of individual protein residue behavior revealed however some striking differ-
ences between mutant and wild type proteins upon titration as illustrated by Leu574 whose Hy
chemical shift undergoes an opposite shift upon titration by the ARE oligonucleotide (Figures 3A
and 3B). The weighted average of 'H and "N maximal chemical shift changes observed for the four
titration experiments is shown as a function of the sequence in figure 4. The overall pattern of fre-
quency shifts correlates the changes expected from the proximity of the DNA molecule, with the
larger changes observed for residues located close to the first zinc-binding site and within helix al.
The largest changes were observed for His570, Cys579 and Val581 (Ad,,,, > 280 Hz). The compari-
son between the profiles obtained for the wild-type and the T575A mutant proteins revealed a strik-
ing difference for His570 (indicated by a star in figure 4). The significant frequency shift observed
for this residue in the wild-type protein upon addition of the ARE oligonucleotide is fully abolished
in the T575A mutant. Moreover, this residue exhibited one of the largest differences between spe-
cific ARE and non-specific GR oligonucleotides, indicating a possible role in the specificity of the
protein-DNA interaction. The behavior of His570 contrasted with those of Val581, where the fre-

quency shifts were determined by the DNA sequence and insensitive to the T575A mutation.
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Figure 4. The chemical shift differences (Admax) between the free state and bound states calculated
in titrations of AR DBDwt with ARE (dark blue), AR DBDwt with GR (light blue), AR DBD
T575A with ARE (purple) and AR DBD T575A with GR (pink) are plotted as a function of the
primary sequence. The a-helices and the sets of cysteine residues that coordinate the two zinc ions
are indicated. The positions of T575 and H570 residues are indicated by a dashed line and an arrow,
respectively. Residues of the DBD in direct contact with DNA are indicated by the change in acces-
sible surface area per residue upon binding to DNA (AASA).

Local environment of H570 is altered upon T575A4 mutation

A closer view of the local environment of His570 was provided by the measurement of "N chemi-
cal shifts of the histidine imidazole ring. This measurement is performed using long-range 'H-""N
HSQC spectra, that correlates the frequencies of ’Ne2 and '"Nd1 nuclei with those of the He and
Hd non-exchangeable protons. The pattern of correlation peaks measured for both the wild type and
the T575A mutant at pH 6.5 was clearly different, evidencing an alteration of the local environment

of the NO1 atom upon T575A mutation (Figures 5A, 5B).
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Figure 5
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Figure 5. Long-range 'H-""N HSQC spectra correlating HS1 and He2 resonances with N&1 and
Ne2 resonances of His570 for A) AR DBD-WT and B) AR DBD-T575A. C) Overlay of the His570
side chain from the solution structure of free wild-type AR DBD (in cyan) and the crystal structure

of the DNA bound AR DBD (in grey, PDBID: 1R4I).
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This change could either be due to a shift of the histidine pKa, resulting to a different protonation
state at pH 6.5, or to a change of the hydrogen bounding pattern involving either Nd1 or Ne2 atom
as an acceptor. pH titration experiments were performed and did not show a significant change of
the H570 pKa values (data not shown). "°N relaxation measurements were performed on both AR
DBD-WT and AR DBD-T575A domains at 298K to seek for possible differences introduced by the
T575A mutation on the backbone dynamics of the two proteins (Supplementary figure 1). These
data revealed increased ps-ms time-scale dynamics for His570 and Gly572 residues upon T575A
mutation. These data suggest that the TS75A mutation affects the dynamical behaviour of His570,
probably by disrupting transient hydrogen bound between the Ne2 of His570 and the Hyl of
Thr575. Examination of the three-dimensional structures of AR DBD-WT and AR DBD-T575A
reveals that the side-chains of His570 and Thr575 (or Ala575) are in close proximity (Figure 5C).

The T575A4 mutation leads to a loss of affinity for IR3 response elements

The apparent affinity of AR DBD for two natural IR3 response elements, AREc12 and SLP, was
measured using Isothermal Titration Calorimetry experiments (Figure 6). AREc12 is recognized by
AR but also by the Glucocorticoid Receptor (GR) and the Progesterone Receptor (PR) while SLP is
specifically recognized by AR and not by the other steroid receptors [19]. The ITC experiments
indicated that both wild-type and T575A DBDs bind to both response elements with micro-molar
affinity as an homodimer (with DNA:DBD stoichiometry parameters varying between 0.3 and 0.6,
see Table 1). Both proteins bind AREc12 response elements with a slightly better affinity (a con-
sistent affinity ratio of 2.3 is observed between the Kd values for AREc12 and SLP). The T575A
mutation leads to a decrease of affinity for both response elements by a factor of about 6 (5.7 and
6.5 for the SLP and AREc12 response elements, respectively). Since no significant difference was
observed between the wild-type and TS75A DBDs in their binding affinity for DNA half-sites, the
differences observed for the binding to complete response elements suggest that the effect of the
T575A mutation on DNA recognition is related to the homo-dimerization of AR DBD on response
elements. This aspect was further investigated by performing titration experiments where both DNA

and protein were monitored using imino-proton chemical shifts and methyl resonances, respective-

ly.
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Figure 6: Isothermal Titration Calorimetry experiments performed at 15 °C for the (upper panel)
and the SLP (lower panel) response elements. Left and right columns correspond to wild-type and

T575 mutant AR DBD, respectively.
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Table 1: Thermodynamic parameters for the binding of wild-type and T575 mutant AR DBD to
SLP and AREc12 13 base pairs oligonucleotides. Experiments were performed at 15 °C in 50 mM
sodium phosphate (pH 6.5) and 50 mM NaCl.

Interactions Ky (uM) n AH kecal.mol™ -TAS kcal.mol!
SLP - wt AR DBD 0.7 0.3 119+04 -199+04
SLP - T575A AR DBD 4.1 0.3 18010 -251+1.0
AREc12 - wt AR DBD 0.3 0.6 6.4+0.1 -15.0+0.1
AREc12 - T575A AR DBD 1.7 0.5 9.4 +0.1 -17.0+0.1

The T575A4 mutation affects the cooperative binding to IR3 response elements

The comparison of imino-proton resonances of the SLP and AREc12 DNA oligonucleotides upon
titration with either wild type or T5S75A AR DBD proteins provide a first insight on the effect of the
mutation on DNA recognition process (Figure 7). In particular, the imino-protons of G4 and G13,
whose resonances are well resolved and located in the two response element half-sites, provide ap-
propriate probes to report on local changes upon protein binding. For the SLP response element,
successive additions of AR DBD lead to a progressive broadening of all imino-proton resonances.
The broadening of the G4 imino-proton resonance is observed earlier than those of G13 in the titra-
tion with both wild-type and mutant proteins suggesting a stepwise mechanism for the recognition
of SLP by AR DBD (Figure 7A and 7C and Supplementary figures 2 and 3). In contrast, additions
of wild-type AR DBD to the AREc12 oligonucleotide lead to both a shift and a broadening of G4
and G13 imino-proton resonances indicative of a cooperative binding in both half-sites. This behav-
iour is clearly affected by the T575A mutation, where sequential broadening of G4 and G13 imino-
proton resonances is observed. The dimerization upon DNA binding was also followed from the
protein side, by monitoring chemical shift perturbations of methyl resonances during the titration
experiment (Figure 7E and Supplementary figure 4). In particular, we found that the methyls groups
of Ala587 and Ala596 were appropriate probes to monitor the protein-DNA and protein-protein
interfaces, respectively, during the interaction. The comparison of the methyl resonances evolution
of Ala587 of the wild-type DBD upon binding to SLP and AREc12 indicates that this residue, lo-

cated in the DNA recognition helix, is sensitive to the A to T transversion within the second re-
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sponse element half-site (Supplementary figure 4). This breaking of symmetry, that provides a clear
evidence of the dimer formation of both wild-type and mutant DBD upon binding to AREc12 oli-
gomer, is not observed for the binding to SLP due to identical chemical shifts environments of
Ala587 in the two half-sites. Dimerization of DBD is also evidenced by the methyl resonances evo-
lution of Ala596 in the wild-type protein. The corresponding correlation peak fades out very quick-
ly in presence of SLP oligonucleotide while a second peak, corresponding to the protein-DNA
complex is observed for the AREc12 oligonucleotide. This indicates that significant dynamics of
the protein-protein interface is present within the AR DBD-SLP ternary complex, contrasting with a
more rigid interface for the AREc12 complex. For the TS75A mutant, the methyl correlation peak
corresponding to Ala596 in the symmetric ternary complex is observed, albeit the peak correspond-

ing to the free form of the DBD still remains observable at high DNA concentrations.
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Figure 7: AR DBD - DNA titration experiments with wild-type DBD and SLP (A) or AREc12 (B)
response elements and T575A DBD and SLP (C) or AREc12 (D) response elements showing the
imino-proton region of the oligonucleotides upon addition of increasing amounts of protein. Protein
to DNA stoichiometric ratios are indicated on the left side. (E) Evolution of Ala596 methyl correla-
tion shown for increasing amounts of DNA (indicated in the middle). Titration experiments be-

tween the wild-type DBD and SLP or AREc12 oligonucleotides are shown in violet and pink, re-
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spectively. Titration between the T575A DBD and SLP or AREc12 oligonucleotides are shown in

green and orange, respectively.

Discussion

In attempting to rationalise the clinical effects of a point mutation such as T575A from biophysical
measurements, it is important to consider the context of the mutation. DNA-binding domains of
nuclear receptors are very highly conserved across species and well-conserved across the set of re-
ceptors of a particular species (Figure 1A). This results in a conserved fold around two zinc ions
and a common mode of interaction with DNA. The set of residues that are strictly conserved across
the super-family of human nuclear receptors contains, not surprisingly, the eight coordinating cyste-
ine residues The remainder of the strictly and very highly conserved residues are gathered rather
centrally and include side-chains fulfilling a structural role, such as the pair of phenylalanine resi-
dues on the interior of the first a-helix, and positively charged side-chains on the same o- helix that
interact in the major groove of the DNA. Analysis of sequence alignments also reveals blocks of
residues that are conserved only among the steroid receptors. These blocks are situated more pe-
ripherally than the residues conserved across all DNA-binding domains: some are seen to cluster
around the zinc binding sites, while another set are grouped in the loop connecting al to the second
zinc binding site. With the possible exception of Tyr593, none of the residues in this latter group are
expected to contribute directly to the interaction with DNA. A further set of residues are seen to be
specific to AR, with amino acid types that differ from the other steroid receptors and that are not
observed frequently at corresponding positions in other classes of receptor: Thr558, Ala573,
Ala587, Lys590, GIn591, Lys592, Ser597, Thr602, Phe606, Ser613 and Glu621. None of these sites
contributes directly to interactions with DNA and most are situated on the opposite face of the do-

main to a.1.

It is rather difficult to rationalise AR specificity for DNA response elements in terms of a precise
set of interactions. Since the blocks of residues specific to steroid receptors are associated with sim-
ilarity of ligand, these may reflect evolutionary divergence of nuclear receptor classes rather than
factors contributing to DNA recognition. The clustering of these blocks around the zinc binding
sites, however may suggest a role in modulating the stability of the sites. The set of residues specif-

ic to AR are largely polar or charged (with the notable exception of Phe606) and may correspond to



Chapitre 5. Mécanismes moléculaires de reconnaissance de I'’ADN par AR-D

BD

sites that define interactions with the ligand binding domain of AR or with other proteins. Some of
these residues lie within the steroid receptor-specific blocks, suggesting AR-specific modulation of
the role of these blocks. AR specificity therefore seems to be rather subtly defined: it can, however,

be altered in cancerous cells by a single mutation in the DNA-binding domain.

The results of this study suggest several possible effects at the atomic level that may contribute to
reduced specificity of AR for response elements. Firstly, the increased ps-ns time-scale motions, if
quenched upon binding to DNA sequences, incur a small entropic penalty for the mutant domain
which should raise the dissociation constant. Secondly, the alteration of histidine side-chain proper-
ties (such as charge or polarity) may have direct or indirect effects on binding to DNA. The im-
portance of the protonation state of this residue was noted in the study of the effects of pH on the
DNA-binding properties of the glucocorticoid receptor [21]. While His570 is not expected to make
contacts with DNA that define specificity, it may contribute to the stabilization of the symmetric
dimer at specific sites as suggested by our titration experiments. This hypothesis is further rein-
forced by the phenotype of mutants where His570 was replaced by an alanine in full-length AR.
The response of mutated androgen receptors to dihydrosterone hormone was probed using lucifer-
ase assays performed in prostate cell line LNCaP cells, using either a specific (PSA61) or a non-
specific (MMTV) AR promoter reporter constructs (Supplementary figure 5). As previously ob-
served, the T575A mutation leads to an enhanced response for the MMTV non-specific reporter,
whereas the specific response remains unaffected. The activity of HS70A AR on the same construct
was 1.5-fold higher to that one of the wild type AR, but was reduced to background levels on the
PSAG61 specific reporter construct, reflecting an inversion of specificity with respect to the wild-

type protein.

In a recent elegant study of the binding of the glucocorticoid receptor to DNA sequences, Miejsing
et al. suggested “that DNA functions as a sequence-specific allosteric ligand of GR that tailors the
activity of the receptor towards target genes”. A similar crystallographic study of AR would provide
valuable insight into AR function and allow direct comparison of AR and GR response to DNA-
binding. In this context, the analysis of the T575A mutant might shed further light on the effects of
this mutation, although if the effects are as subtle as they appear to be from our data, structural data
may not provide a full explanation. NMR spectroscopy may again contribute by allowing changes
in dynamics and stability of the DNA binding domain to be monitored as a function of DNA se-

quence.
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Materials and methods
Samples preparation

AR DBD-WT (ARsss.627) and AR DBD-T575A were cloned into pETMj3 containing the GST tag.
50(L of BL21 (DE3) star competent cells were transformed with plasmid DNA by heat-shock pro-
cess. The proteins were expressed in E.coli BL21 (DE3) star cells. "°N- and '°N,"*C-labelled pro-
teins were produced in M9 minimal medium supplemented with 1.0 g.L™" of "NH,Cl and 2.0 g.L"!
of *C glucose. Unlabelled proteins were expressed in LB medium. Single colonies of transformed
BL21 (DE3) star cells were grown overnight in 200 mL LB medium at 37°C, with 50 pL.mL"" kan-
amycin. When the cells had grown to an ODggo of 0.6, expression was induced by ImM IPTG at
18°C and incubated overnight. The expressed cultures were harvested by centrifugation at 4000 rpm
for 20 min at 4°C. Pellets were stored at -20°C.

Pellets were lysed in 40 mL binding buffer (50 mM Tris-HCl at pH 7.5, 150 mM NacCl, 10% glyc-
erol, 1 mM DTT), sonicated and ultracentrifuged at 40000 rpm for 1 hour at 4°C. The fusion protein
was incubated with resin for 2 hours at 4°C and washed with washing buffer (50 mM Tris-HCI at
pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM DTT). GST was cleaved from the fusion protein by addition of TEV
protease and incubation at room temperature for 2 hours. The protein was eluted with the washing
buffer and purified on a Superdex G75 (HiLoad 16/60) gel fitration column, equilibrated with buff-
er (50 mM phosphate at pH 6.5, 150 mM NaCl, 1 mM DTT). Fractions were concentrated to a vol-
ume of 1 ml using 5K amicon (Vivaspin) and transferred to 50mM phosphate pH 6.5 and concen-
trated further to 500 pL. Final concentrations of AR DBD-WT and AR DBD- T575A were about
600 uM and 1 mM for labelled and unlabelled samples, respectively.

DNA used for titration experiments were 10 bp oligonucleotides: ARE, d(5'-GCAGAACAGC-
3Y/(5'-GCTGTTCTGC-3"), which the six central base-pairs were reported to be a specific response
element for androgen receptor and GR, d(5'-GCTGTACAGC-3"), which the six central base-pairs
were described to be a non-specific response element. Titrations with full-length response elements
were performed with 13 bp oligonucleotides: SLP, d(5'-GCAGAACTGGCTGACCAGC-3")/ d(5'-
GCTGGTCAGCCAGTTCTGC-3") and AREc12, d(5'-GCAGAACTGGCTGTCCAGC-3")/ d(5'-
GCTGGACAGCCAGTTCTGC-3"). DNA samples were purchased from Eurogentec (Belgium).
The duplexes were annealed in the NMR buffer by heating at 90°C (2 min), and snap-cooled at 4°C
for 5 min. The concentrations of DNA samples were determined on a Nanodrop Spectrometer using
molar extinction coefficients calculated with the Applied Biosystems calculator

(www.ambion.com/techlib/misc/oligocalculator.html).
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NMR spectroscopy

Most NMR spectra were recorded at 600 MHz ('H frequency) on a Bruker DRX600 spectrometer
equipped with a triple-resonance cryoprobe with z-gradients. All spectra were recorded at 25°C,
unless specifically stated otherwise. One-dimensional 'H spectra were recorded with appropriate
spectral widths for the sample, using a WATERGATE sequence [22] for water suppression. Addi-
tional homonuclear TOCSY and NOESY spectra were recorded at 800 MHz.

'H-""N HSQC were recorded with spectral widths set to avoid folding of "N resonances. Typically,
256 t; increments were acquired and quadrature was achieved using the method of States et al. [23].
Spectra were processed applying a 90°-shifted sine bell and zero-filling at least to the next power of
two in each dimension prior to Fourier transformation. Spectra were processed using NMRPipe [24]
and analysed in CARA [25] and the NEASY module of CARA. ""N-edited TOCSY and NOESY
were recorded with 50 increments in the indirect '°N dimension and 320 increments in the indirect

1 . . . . .. . .. 15 . .
H dimension. Spectra were processed as above with linear prediction in the indirect "N dimension.

A set of three-dimensional triple-resonance experiments (HN(CO)CA, HNCA, HN(CO)CACB,
HNCACB, HNCO) were recorded to obtain backbone resonance assignments. Spectra were pro-
cessed as above with linear prediction in the indirect >C dimension. Predictions of backbone ® and
W angles were obtained from resonance assignments using the programme TALOS [26]. Residual
dipolar couplings for backbone 'H-"’N pairs were measured in polyacrylamide gels using IPAP

pulse sequences [27].

Three-dimensional structure determination was performed using the semi-automatic
ATNOS/CANDID procedure [28,29], with XPLOR-NIH [30,31] as molecular dynamics pro-
gramme. Hydrogen bonds that could be unambiguously identified from hydrogen/deuterium ex-
change data and NOE patterns were introduced, together with constraints on dihedral angles pre-
dicted with a high degree of confidence by TALOS. The resulting structures were refined in
XPLOR-NIH using a standard protocol (refine.inp), modified to start from a higher initial tempera-
ture (2000K), with a larger number of cooling steps (10000 steps) and a longer final energy minimi-
sation step (1200 steps). The structures were then refined using parallhdg5.3 parameters and stereo-
specific assignments made where possible, before final refinement in explicit solvent [32,33]. Local
and global pairwise r.m.s.d. values were calculated in XPLOR-NIH using in-house scripts. Figures

were produced using Pymol [34].
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N R, and R, relaxation rates were measured using pulse sequences based on those of Farrow et al.
[35], with 8 scans per increment and 200 increments in the indirect dimension, with a delay of 2.2 s
between scans. For "N R, relaxation, intensities were extracted from a set of 11 spectra recorded
with values of the longitudinal relaxation delay of 0, 150.5, 301.0, 451.4 (x2), 601.9,752.4, 902.9,
1053, 1204 and 1354 ms, with 180° proton pulses every 2 ms to suppress cross-correlated relaxation
[36]. For "*N R, relaxation, intensities were extracted from a set of 12 spectra recorded with values
of the transverse relaxation delay of 0, 15.8, 31.7, 47.5 (x2), 63.4, 79.2, 95.0, 126.7, 158.4, 190.1
and 221.8 ms, with "N 180° pulses applied every 1.2 ms at a field strength of 4.2 kHz and 'H 180°
pulses applied every 2.4 ms to suppress cross-correlated relaxation [36] . Exponential decay rates
were obtained from a non-linear least-squares two-parameter fit using a Levenberg-Marquardt algo-

rithm implemented in Matlab (The Mathworks, Inc.).

'H-H exchange rates of exchangeable hydrogen atoms were measured by diluting "*N-labelled
samples 10-fold into *H,O and recording 'H-""N HSQC spectra over the following 14-18 hours.
Intensities were fitted using a single exponential as for relaxation data. Long-range HSQC experi-
ments were performed to correlate the side-chain "N resonances of His570 with the non-

exchangeable 'H resonances of the side-chain.
Titration experiments

NMR experiments were recorded at 700 MHz on a Avance III Bruker spectrometer equipped with a
TCI z-gradient cryoprobe. NMR data were processed using TopSpin (Bruker) and analyzed with
Sparky software packages (Goddard, T.D. & Kneller, D.G., SPARKY 3, University of California,
San Francisco). NMR experiments were performed in 50 mM sodium phosphate buffer (pH 6.5)
and 1 mM DTT in 90/10 H,O/D-0.

DNA samples volumes were 280 pl in Shigemi NMR tubes. 'H assignments were obtained using
standard homonuclear experiments. NMR data were acquired at 10°C, 20°C and 25°C. Solvent
suppression was achieved using the “Jump and Return” sequence combined to WATERGATE
(Plateau et al., 1982; Sklenar et al., 1993; Piotto et al., 1993). Two-dimensional NOESY spectra
were acquired with mixing time of 400 ms and 50 ms. Base-pairing was established via sequential
nuclear Overhauser effects (nOes) observed in 2D NOESY spectra at different mixing times.

All titrations experiments were performed at 25°C. Complexes were formed by addition of DNA to
protein monitoring the amide region of 'H-""N HSQC spectra. '°N decoupling during acquisition

time was achieved using GARP composite pulse sequence. Complexes were also formed by addi-
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tion of protein to DNA monitoring the imino protons region of 1D spectra. Samples volumes were

200 pl in 3 mm NMR tubes. The concentrations of proteins samples ranged from 10 to 100 uM.

Dissociation constants (Kg) values were calculated by fitting the experimental data (chemical shift

changes of 10 residues upon DNA binding) to the equation:
Kq= ([Ro] — [RL])*([Lo]-[RL])/[RL]
[RL] = [RO] * A6obs / Aamax

where [Ro], [Lo], and [RL] are the concentrations of the protein (total), DNA (total) and the protein
DNA-complex, respectively; Ados is the difference between the observed chemical shift and the
chemical shift of the free state; and Adnax is the chemical shift difference between the free state and

bound states. K4 and Apax Were treated as fitting parameters during the curve fitting.
Isothermal Titration Calorimetry

Isothermal titration calorimetry experiments were performed with a MicroCal instrument ITC200 at
15 °C. Protein and DNA samples were dialyzed in a buffer containing 50 mM phosphate at pH 6.5
and 50 mM NacCl. 200 pL of a solution containing 60 pM of AR DBD was titrated (in the cell) by a
160 uM double stranded DNA solution. Control experiments were recorded to correct for the heats
of DNA dilution. MicroCal Origin 7.0 was used to correct for the heats of mixing and of dilution,
and to analyze the data. The thermodynamic parameters as enthalpy change AH, entropy change AS,

affinity Kp and stoechiometry », were obtained using the model of one binding site.

Cell lines and cell cultures

The human androgen-sensitive prostate cancer cell line LNCaP clone FCG (European Collection of
Cell Cultures, Salisbury, UK) (ECACC 89110211, passage number 08-11) was cultured in phenol
red-free RPMI 1640 medium supplemented with 10% fetal calf serum (FCS), 2 mM glutamine, 10
mM HEPES, 1 mM sodium pyruvate (Sigma-Aldrich), 100 U/ml penicillin and 100 pg/ml strepto-

mycin (Invitrogen). Cells were cultured in a humidified atmosphere enriched in 5% CO, at 37°C.
Plasmids

The pEGFP-C3 plasmid was from BD Clontech (Ozyme, France). The pEGFP-AR-WT construct
was as described previously [9]. The pEGFP-AR-T575A expression plasmid was derived from
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pEGFP-AR-WT by replacing the wild type BstEIl - BamHI fragment with the corresponding frag-
ment from pAR-T575A [18]. The pEGFP-AR-H570A expression plasmid was constructed by site-
directed mutagenesis performed on pEGFP-AR-WT. The MMTV-Luc reporter plasmid containing
steroid hormone responsive elements was a gift from Prof. P. Chambon (IGBMC, Illkirch, France).
The PSA-61-Luc reporter plasmid containing a 6-kb PSA promoter fragment with the three AREs
(AREI, AREII, and AREIII) was from Dr. Trapman (Erasmus University, Rotterdam). The control
luciferase reporter vector pGL4.70[hRLuc] was purchased from Promega (Promega, Charbonniéres,

France).
Transfection and Luciferase reporter assay

Transient transfection was performed in LNCaP cells by using the JetPEI reagent (PolyPlus Trans-
fection, Polyplus, France) according to instructions provided by the manufacturer. LNCaP cells
were seeded in 96-well plates (10° cells/well) and transfected for 48 hours with 75 ng of the indicat-
ed pEGFP plasmid plus 150 ng of the reporter plasmid and 10 ng pGL4.70[hRLuc]. Twenty-four
hours later, cells were switched to phenol red- and serum-free medium containing 100 nM DHT
(Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) or vehicle. Luciferase activity was measured 48
hours later with the Dual-Glo luciferase reporter assay kit (Promega, Charbonniéres, France). Tran-
scriptional activity of the wild type AR was considered as control. Statistical analysis was per-
formed with Graphpad Quickcalcs (Graphpad.com) using a paired t test from at least two independ-

ent experiments. A P value of less than 0.05 was considered significant
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Molecular basis of altered DNA recognition by the androgen receptor

DNA-binding domain

Supplementary Material

Supplementary Figure 1
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Figure S1. Spectral density values, J(w), at frequencies A) 0, B) wn and C) wytwy, plotted
against sequence. J(w) values were determined from relaxation measurements for backbone
N nuclei in AR DBD-WT (black) and AR DBD-T575A (magenta). Light pink shading
indicates residues affected by ps-ns time-scale motions in both domains; dark pink shading
indicates residues affected only in one domain. Light blue shading indicates residues affected
by us-ms time-scale conformational exchange in both domains; dark blue shading indicates

residues affected only in AR DBD-T575A. An asterisk marks the site of mutation.
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Figure S2. Imino-proton 1D spectra of the SLP (A) and AREc12 (B) oligonucleotides upon

addition of increasing amounts of wild-type AR DBD.
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Figure S3. Imino-proton 1D spectra of the SLP (A) and AREc12 (B) oligonucleotides upon
addition of increasing amounts of TS75A AR DBD.
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Figure S4. Evolution of Ala587 and Ile603 methyl correlations for increasing amounts of

DNA (indicated in the middle). Titration experiments between the wild-type DBD and SLP or

AREc12 oligonucleotides are shown in violet and pink, respectively. Titration between the

T575A DBD and SLP or AREcl2 oligonucleotides are shown in green and orange,

respectively.
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Figure S5. Luciferase reporter assay for AR-WT, AR-T575A and AR-H570A. The H570A

mutation orientates androgen receptor transactivation towards the non-specific responsive

promoter. LNCaP cells were cotransfected with AR DBD-WT or the indicated mutant
expression plasmid together with PSA61-Luc (A) or MMTV-luc (B) firefly luciferase
construct and pGL4.70[hRLuc] (Renilla) for transfection control. Cells were then treated with

100nM DHT or vehicle in serum-free medium for 48 hours. Luminescence (relative light

units) was normalized to the Renilla luciferase expression from the pGL4.70[hRLuc]. P

values of less than 0.05 were considered significant (***).
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Le domaine N-terminal des RNs est capable d'activer |'expression de génes indépendamment
de la présence du ligand. Cette propriété explique |I'émergence de variants du récepteur des
androgénes dépourvus de LBD au cours de la progression du cancer de la prostate qui rendent
inopérantes les thérapies basées sur la privation hormonale. [Bergerat 2009]. McEwan et coll.
font partis des premiers a avoir travaillé sur les régions désordonnées des RNs, particuliérement
le domaine NTD, comme les récepteur des androgenes, le récepteur des minéralocorticoides et
le récepteur des glucocorticoides [Lavery 2005, Fischer 2010, McEwan 2012]. Le NTD de AR
est considéré comme intrinséquement désordonné du fait de la faible complexité de séquence,
le ratio élevé de résidus hydrophyles/hydrophobes et la présence d'homopolyméres comme
le polyglutamine, polyglycine et polyproline. La raison fonctionnelle de ces particularités reste
encore inconnue. Ces propriétés font qu'il est difficile d'exprimer cette région entiére en quantité
suffisante pour des analyses structurales et fonctionnelles et il est nécessaire de développer de
nouvelles approches pour établir des relations séquence/fonction. Pour cela, nous avons analysé

la séquence primaire de AR-NTD pour identifier des régions particuliéres.
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6.1 Prédiction ordre/désordre dans le NTD du récepteur des

androgénes

6.1.1 metaPrDOS

L'analyse bioinformatique de AR-NTD est basée sur des prédictions de désordre et la conser-

vation au sein des différents espéces.

Une prédiction de désordre a été réalisée de AR-NTD a I'aide du métaserveur metaPrDOS
(Figure 6.1) [Ishida 2008]. Cette analyse affecte un score variant de 0 a 1 pour les régions

prédites respectivement complétement ordonnées a complétement désordonnées.

1.07 Désordre

Score

2

0.1 Ordre

| ! | | T T | | !
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

Résidus

Figure 6.1 — Prédiction de désordre de la région NTD du récepteur des androgénes obtenue
avec le métaserveur metaPrDOS. Les régions sont prédites désordonnées pour des scores se
rapprochant de 1 et ordonnées pour des scores se rapprochant de 0 avec un seuil a 0,5. La

numeérotation des résidus correspond a la séquence protéique humaine de AR.

A partir de la Figure 6.1, nous pouvons définir deux grandes régions : un premiére région
trés désordonnée de fagon homogéne dont les bornes sont les résidus [50-200], puis le reste
de la séquence qui est caractérisée par une alternance plus fréquente entre des régions plus
ordonnées et désordonnées. Nous constatons également que quatre régions (que nous définirons

région 1, 2, 3 et 4) présentent un degré d'ordre plus élevé.
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6.1.2 Analyse des clusters hydrophobes (HCA)

L’analyse issue des métaserveurs de désordre peut étre affinée en examinant la distribution
des résidus hydrophobes le long de la séquence. Le métaserveur meDor [Lieutaud 2008] fournit,
de haut en bas, une prédiction de structure secondaire, la structure protéique numérotée sur
une ligne, un tracé HCA (Hydrophobic Cluster Analysis) ainsi que les résultats de plusieurs
prédicteurs de régions désordonnées qui ont été interrogeés.

Le tracé HCA permet d’apprécier de fagon visuelle la présence de motifs réguliers le long
de la séquence primaire. La séquence est organisée de facon a faire apparaitre une organisation
périodique de motifs hydrophobes caractéristiques des hélices amphiphiles (périodicité 3-4) ou
de feuillet. Cette séquence est organisée en segments diagonaux alternativement de 7 ou 8
résidus pour lesquels 3 ou 4 résidus sont répétés sur le segments suivant (cf. schéma d’aide a
la lecture, Figure 6.2).

Les résultats issus de cette analyse pour le domaine NTD sont présentés en Figure 6.2.

Nous retrouvons les deux régions identifiées avec metaPrDOS, a savoir une région prédite
désordonnée de facon homogéne entre les résidus 50-200 ainsi que le reste de la séquence ou
la prédiction de régions désordonnées et ordonnées est alternée. Les régions 1 a 4 identifiées
précédemment sont replacées sur la Figure. La présence des homopolyméres de polyQ (Q21
et Q6, Q5), polyP (P8), polyA (A5) et polyG (G23) est également indiquée. Les régions non
identifiées précédemment sont nommeées A, B et C.

La région 1 est riche en prolines et en résidus hydrophobes. Dans cette région, |'organisation
périodique de résidus hydrophobes dans la région [20-35] peut correspondre a une structure en
hélice- De plus, cette région est flanquée par deux zones enrichies en prolines, qui sont des
résidus casseurs d'hélice, puis suivie par le polyQ.

Les régions A [160-200], B [280-330] et C [380-450] se ressemblent beaucoup de par leur
richesse en résidus proline et glycine caractéristique des régions désordonnées.

De plus, nous constatons que les prédicteurs indiquent les régions désordonnées de facon
cohérente.

Les résidus appartenant a la région 2 sont prédits ordonnés et présentent une période de
deux caractéristiques d'un feuillet- . La régions 3 contient des résidus hydrophobes (leucine,
tyrosine, phénylalanine) qui pourraient s'organiser en feuillet- ou hélice- d'apreés le prédicteur
de structure secondaire. Enfin, nous observons que la régions 4 est riche en résidus hydrophobes
et aromatiques (methionine, valine, tyrosine, tryptophane, leucine et isoleucine) habituellement
absents des régions désordonnées. Bien que cette région soit prédite désordonnée par I'un des

prédicteurs, il est possible que ces résidus soient impliqués dans une structure secondaire.
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Figure 6.2 — Analyse bioinformatique réalisée avec MeDor. La figure montre la prédiction de structure

de zones contenant des résidus hydrophobes habituellement impliqués dans des structures secondaires
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secondaire le long de la séquence protéique de AR-NTD, un tracé HCA permettant I'identification

ainsi que la prédiction des régions désordonnées par les différents prédicteurs interrogés.
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6.2 Conservation de séquence

Une premiére analyse du profil de conservation de séquence met en évidence deux régions
identifiées précédemment dans AR-NTD : la région 2 conservée a hauteur de 100% et la région

4, située a I'extrémité C-terminale du NTD, conservée a hauteur de 75% (Figure 6.3).

1 555 919
2 4
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50

25
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200 400 600 800

Figure 6.3 — Représentation quantitative de la conservation de séquence primaire des domaines
de AR parmi 12 vertébrés. Le DBD et LBD ainsi que 2 courtes régions du NTD sont extré-
mement conservés et montrent un taux de conservation proche de 100%. Figure extraite de

[Asencio-Hernandez 2014].

L'alignement des régions 2 et 4 parmi 12 vertébrés est présenté en Figure 6.4.

Nous observons un bloc d'une vingtaine de résidus conservés appartenant a la région 2. De
plus, nous constatons que les charges négatives sont également conservées, de méme que la
conservation de séquence, comme par exemple les positions 252 et 255 acceptant une variation
du résidu glutamate en aspartate (Figure 6.4). Le résidu C240 qui est strictement conservé
au sein de cette région est impliqué dans un processus d'oligomérisation formant des fibres
amyloides [Asencio-Hernandez 2014].

La région 4 se compose d'une cinquantaine de résidus qui se distinguent par une succession
de 4 blocs conservés, mais plus court, 5-7 résidus. Les charges négatives et positives sont
conservées aussi bien que le type de résidu. De plus, nous observons une alternance de ces

charges et la présence de trois tryptophanes dans cette région.
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Figure 6.4 — Alignement des séquences conservées de AR-NTD parmi 12 vertébrés. La
numérotation des résidus correspond a la séquence protéique humaine de AR. D'aprés
[Asencio-Hernandez 2014].

Par ailleurs, la présence de régions de faible conservation au sein du NTD doit étre analysée
avec précaution. En effet, une région-non conservée peut correspondre a des variations dans le
positionnement d'éléments de séquence (comme le polyQ) ou des variations de leur longueur

(Figure 6.5).
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Figure 6.5 — Disposition des homopolyméres dans AR-NTD parmi I'Homme, le Chimpanzé, le

Singe, le Chien, la Souris et le Xénope. D'aprés [Davies 2008].

La Figure 6.5 correspond a une représentation schématique de AR-NTD montrant les
positions des difféerents homopolyméres présents dans ce domaine. Ainsi, les positions des
polyQ sont conservées chez I'homme, le chimpanzé et le singe alors qu'elles sont inversées
chez le chien et la souris. La présence de ce domaine est donc importante mais sa position
I'est moins. Par contre, nous constatons que cet homopolymeére est toujours positionné dans

la premiére moitié de AR-NTD.

6.3 Analyse des motifs d interaction dans AR-NTD

La présence de sites de reconnaissance et d'interactions moléculaires est également prise
en compte dans l'analyse bioinformatique. Ceci a été réalisé a I'aide de I'outil de prédiction
Eukaryotic Linear Motif (ELM) [Dinkel 2014] permettant de repérer de petits motifs tels que
les SLiMs ou MoRFs. Ces motifs peuvent étre impliqués dans le repliement aprés interaction
de la région ou dans des modifications post-traductionnelles (PTMs). Par exemple, des motifs
du type LxxLL, WxxLF ou FxxLF sont présents dans le domaine AR-NTD. Comme mentionné
dans le chapitre 2, ces motifs sont présents au niveau de co-régulateurs de AR. De plus, les

motifs FxxLF et WxxLF sont impliqués dans l'interaction NTD/LBD de AR [He 2000].

A cela s'ajoute la présence ou non de mutations dans I'AR-NTD et leurs liens avec des

137



Chapitre 6. Analyse bio-informatique de la séquence protéique humaine de AR-NTD

pathologies décrites dans la littérature. L'ensemble des mutations recensées pour I'AR se trouve
sur la base de données androgendb [Gottlieb 2004, Gottlieb 2012] & I'adresse url http://
androgendb.mcgill.ca/.

Les difféerents motifs d'interactions, les PTMs ainsi que les mutations identifiées dans des
échantillons de cancer de la prostate sont indiqués dans le tableau 6.1.

La combinaison de I'ensemble des ces résultats nous a mené a concentrer nos efforts sur
la région C-terminale de AR-NTD qui est prédite ordonnée, conservée parmi les vertébrés et
contenant plusieurs sites d'interactions protéines/protéines ainsi que des sites de PTMs.

La stratégie utilisée est de produire différents sous-domaines (au nombre de 5) contenant
chacun un résidu tryptophane supplémentaire servant d'identifiant, et qui seront produits en
fusion ou non avec le DBD.

La fusion du DBD offre la possibilité d'établir un lien entre le domaine NTD et la liaison a
I'ADN ainsi qu'un lien sur une éventuelle communication interdomaine NTD/DBD. De plus, la

présence du DBD nous sert de sonde RMN puisque ce domaine est bien étudié au laboratoire.

’ Régions ‘ Motifs d'interaction/Résidus hydrophobes, PTMs/Mutations
Reégion 1 [1-150] FQNLF (Y,F, LV, M, 1) E43G/V / Q58L
(FxxLF) $16/S81/594 (Phosphorylation) S121S
Région A [160-200] LKDIL/TMQLL| (L, M, F, V)) L194/F/R
(LxxLL)
Région 2 [235-280] (L, V, M, I, L) T229C/A /A253V

alternance hydrophobe/hydrophile Q255K
$256/Y267 (Phosphorylation)
Région B [280-330] | PLLGVPPA (Y, F, M)

GESLG T282/5293/S308 (Phosphorylation)
Region 3 [330-380] (Y, L, F) P342L/S343"
polyP A358V/T/R362H
Y363 (Phosphorylation)
Région C [380-450] WHTLF (Y, F, L 1, W) G416S/D/ P392L
(WxxLF) polyA W435L/C/T440P

GPGSGSPS S424/S426 (Phosphorylation)
K386 (Sumoylation)

Region 4 [480-554] SDFTAP (V, W, Y, F, M) R485C/T/ T498
PYSPT/LICGD| S515/K520/Y534 (Phosphorylation) | A499T/V /V50L/G
K520 (Sumoylation) P5155/G5255/D
D529G/P534S

Tableau 6.1 — Résumé des motifs d'interaction, résidus hydrophobes, modifications post-
traductionnelles (PTMs) et mutations identifiées dans des échantillons de cancer de la prostate

pour les différentes régions de AR-NTD identifiées a I'aide du metaserveur MeDor.
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La Figure 6.6 présente les 7 polypeptides étudiés ainsi que la nomenclature correspondante
utilisée tout au long de ce manuscrit, a savoir W1, W1-DBD, W2, W2-DBD, W3-DBD et
W4-DBD.
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Figure 6.6 — Carte des 5 régions présentant des caractéristiques de séquence particuliéres au

sein du NTD identifiées a I'aide des outils bio-informatiques metaPrDOS, MeDor et ELM.

6.4 Production et puri cation

L’étape suivante vise a définir la possibilité de travailler en solution avec ces sous-domaines
par des études biochimiques.

Les différents sous-domaines ont été clonés en fusion avec une étiquette histidine suivie
d’'une protéine  étiquette  GST ou MBP et d'un site de clivage a la TEV situé en position
N-terminale. Cette approche permet de purifier les protéines recombinantes produites en deux

étapes avec une grande efficacité, d'une part, et d'utiliser I'étiquette de fusion pour limiter
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les phénoménes d'agrégation. Nous avons enfin systématiquement cherché a caractériser une
différence entre des fragments du NTD produits de facon isolée et ces mémes fragments
produits en fusion avec le domaine de liaison a I'ADN (DBD) du récepteur.

Afin de cribler différentes conditions d'expression pouvant conduire a I'obtention de frag-
ments solubles du NTD, |'expression systématique de ces fragments ainsi que les premiéres
étapes de purification (purification des protéines recombinantes) ont été réalisées en paralléle
dans des plaques 24 puits avec un volume de culture de 2ml.

La Figure 6.7 montre que les taux d’expression sont meilleurs pour les fusions MBP et que

tous les fragments conduisent a I'obtention d'une protéine soluble.
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Figure 6.7 — Criblage des conditions d'expression des différents polypeptides.

Ainsi, & partir des polypeptides en fusion avec |'étiquette MBP, le protocole d'expression a
été optimisé pour la production de fragments dans un volume de culture d’1l en vue des analyses
biophysiques. Le protocole est détaillé en annexe de ce chapitre. L'étape d'ultracentrifugation
sur la nuit, pour les échantillons W4-DBD, W3-DBD, W2-DBD et W1-DBD, est cruciale

pour éliminer les agrégats solubles qui pourraient recruter la protéine soluble et entrainer son
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agrégation (Figure 6.9). Ce faisant, la concentration de protéine soluble diminue d'une part,
et d'autre part la polydispersité des échantillons serait un biais pour les études biophysiques.
Une étape supplémentaire dans le protocole de purification est ajoutée pour les fragments
W3-DBD et W4-DBD. En effet, les volumes d'élution de ces fragments sont proches du volume
d'élution de I'étiquette MBP rendant alors difficile la séparation de ces protéines sur la colonne
de gel filtration utilisée. Ainsi, une purification sur colonne héparine présentant une affinité

pour les domaines de liaison & I'ADN permet de séparer nos fragments d'intéréts retenus sur

la colonne alors que la MBP passe au travers de la résine.

Les profils d'élution issus de I'étape de gel filtration pour les fragments W1, W1-DBD,

W2, W2-DBD et DBD-wt ainsi que le profil d'élution correspondant au fragment W3-DBD ou

W4-DBD obtenu aprés purification sur colonne héparine sont présenté en Figure 6.8.
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Figure 6.8 — Profils d'élution issus de |'étape de gel filtration pour les fragments W1, W1-DBD,
W2, W2-DBD et DBD-wt et profil d"élution correspondant au fragment W3-DBD ou W4-DBD

obtenu aprés purification sur colonne héparine.

Le tableau 6.2 résume les quantités moyennes obtenues pour chaque polypeptide & partir
d'1L de culture.
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Figure 6.9 — Etapes de purification des différents polypeptides en fusion avec |'étiquette MBP.
La piste 1 correspond a la protéine recombinante; 2 correspond au clivage par I'enzyme TEV
et 3 a |'étape d'ultracentrifugation. Les noms des différents polypeptides sont indiqués sur les

gels SDS-PAGE au niveau des pistes correspondantes a I'étape de gel filtration.

Polypeptide  Taux d'expression
( mg/L de culture)

DBD-wt 7.0
W4-DBD 1,2
W3-DBD ~1
W2-DBD 1.8
W2 4,6
W1-DBD 4,6
W1 7,36

Tableau 6.2 — Tableau des quantités de protéines (en mg/L de culture) obtenues aprés purifi-

cation de chaque échantillon.
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6.5 Conclusion

Nous avons sélectionné cinq sous-régions situées au niveau de |'extrémités C-terminale du
domaine NTD de AR. Ces régions sont la cibles de mutations associées au cancer de la prostate
et présentent des sites de modifications post-traductionnelles. De plus, elles ne présentent
pas toutes les caractéristiques des protéines intrinséquement désordonnées puisqu’elles sont
notamment enrichies en résidus hydrophobes.

Notre capacité a produire ces différentes régions en quantité suffisante nous a permis des les
caractériser par des approches biophysiques dont les résultats sont présentés dans les chapitres

suivants.
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ANNEXE A

A.1 Analyse bioinformatique

La prédiction de structure a été réalisée avec les métaserveurs MeDor et metaPrDOS. Ces
derniers interrogent plusieurs prédicteurs et combinent les différentes informations pour fournir

une prédiction de structure au sein d'une séquence protéique.

Prédicteurs interrogés ~ MeDOr metaPrDOS référence
IUPred X X [Dosztanyi 2005]
PrDOS X [Ishida 2007]

DisEMBL 7™ X X [Linding 2003b]
DISPROT (VSL2) X X [Peng 2006]
DISOPRED2 X [Ward 2004]
POODLE-S X [Shimizu 2007]
DISOclust X
DISpro X [Cheng 2005]
Prelink X [Coeytaux 2005]
RONN X [Yang 2005]
FlodUnfold X [Garbuzynskiy 2008]
FoldIndex X [Prilusky 2005]
GlobPlot2 X [Linding 2003a]
DISPROT VL3 et VL3H X [Obradovic 2003]
Phobius X [Kall 2004]

A.2 Production et puri cation des sous-domaines de AR-

NTD

Plasmides

Les ADNc des sous-domaines de AR-NTD avec ou sans fusion au DBD (W4-DBD [388-
627]; W3-DBD [431-627]; W2-DBD [494-627]; W2 [494-554]; W1-DBD [518-627] et W1



Annexe A.

[518-554]) et de AR-DBD [555-627] du géne humain du récepteur des androgénes ont été
clonés entre les sites de restriction BamHI/Xhol des vecteurs d'expression pETM41 et pETM30
respectivement.

Ces vecteurs permettent |'expression d'une protéine recombinante composée de la protéine
d'intérét en fusion avec une double étiquette de purification située en N-terminal de la protéine
d'intérét, une étiquette poly-His suivie de la MBP (Maltose Binding Protein) ou de la GST
(Glutathione-S-Transférase) pour le vecteur pETM41 et pETM30 respectivement. La présence
d'un site de clivage a la protéase TEV permet d'éliminer les étiquettes de purification et

d'obtenir uniquement la protéine d'intérét.

Expression et puri cation

Les souches bactériennes E. coli BL21 (DE3) et BL21 (DE3) Star ont été transformées
avec les plasmides recombinant AR-NTDs et DBD respectivement. Les cellules sont cultivées
en milieu riche LB (en absence de marquage), ou en milieu minimum M9 enrichi en isotope
15N (lors du marquage isotopique des protéines), a 37 °C jusqu'a obtenir une DOgoonm de 0,6.

L'expression de la protéine est induite en ajoutant 1 mM d'IPTG dans le milieu de culture,
et se poursuit sous agitation a 16 ° C (polypeptides AR-NTDs) ou 18°C (AR-DBD) sur la nuit.
Le lendemain, aprés une centrifugation de 30 minutes / 3500 rpm / 4°C les culots bactériens
sont suspendus dans le tampon de lyse (50 mM Tris pH 7.5, 150mM NaCl, 10% Glycérol, 1
mM dithithreitol (DTT), 2.5 U mL DNAse |, 2.5 g/mL RNAse A et un comprimé d'inhibiteur
de protéase EDTA-free (protease inhibitor cocktail, Roche)).

Les cellules sont lysées a |'aide de 6 cycles de sonication d'une minute sur un Branson Digital
Sonifier. Le lysat cellulaire est ultracentrifugé 1 h / 36000 rpm / 4° C, puis la fraction soluble
est filtrée sur une membrane de 0,20 m Minisart High Flow, (Sartorius Stedium Biotech),
et la protéine recombinante est purifiée par chromatographie d'affinité a partir de la fraction
soluble. La colonne d'affinité contenant 30 mL de résine Amylose (New England Biolabs) ou 10
ml de résine Glutathione reduced est préalablement équilibrée a I'aide du tampon d’équilibrage
( 50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 10% Glycérol, 1 mM dithiothreitol (DTT), 2.5 U mL
DNAse I, 2.5 /mL RNAse A et un comprimé d'inhibiteur de protéase EDTA-free (protease
inhibitor cocktail, Roche)). La protéine recombinante liée a la résine est ensuite lavée avec le
tampon de lavage (50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM DTT) puis éluée avec ce méme
tampon supplémenté de 20 mM de maltose ou 10 mM de Glutathione. L'étiquette Hisg-GST/
Hiss-MBP est ensuite clivée par la protéase TEV pendant une nuit a 4°C.

Une étape de purification intermédiaire consistant en une chromatographie d'affinité au

nickel a été réalisée pour les fragments en fusion au DBD. Un colonne contenant 4ml de résine
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Ni-NTA a été préalablement équilibrée avec le tampon de lavage cité ci-dessus. Puis la protéine
dépourvue de son étiquette MBP est passée a travers la colonne et récupérée dans le  flow-
through . L'étiquette MBP et la protéase TEV sont retenues sur la résine. Cette étape est
répétée trois fois pour éliminer au maximum I'étiquette MBP.

Puis les échantillons sont concentrés a 2 mL et purifiés par chromatographie d'exclusion de
taille sur une colonne de gel filtration Superdex G75 (HiLoad 16/60) (Amersham Biosciences).
La colonne est pré-équilibrée avec le tampon de gel filtration (50 mM Na3PO4 pH 6.5, 150
mM NaCl, 1 mM DTT). Les fractions correspondant a la protéine d'intérét sont déposées sur
un gel 15% SDS-PAGE puis rassemblées.

Une étape de purification supplémentaire sur colonne héparine est réalisée pour les fragment
W2-DBD et W3-DBD puisque ceux-ci sont élués au méme volume que la MBP au moment
de I'étape de gel filtration. La résine héparine (HiTrap Heparin HP 5ml) est bien adaptée a
nos fragments puisqu'elle permet de retenir les protéines interagissant avec I'ADN. La protéine
retenue sur la résine est éluée a I'aide d'un gradient de NaCl allant de 50 mM a 1 M. Aprés
purification, la protéine est dialysée dans le tampon de gel filtration (50 mM Na Phosphate,
pH 6.5, 150 mM NaCl et 1 mM DTT)

Enfin I'échantillon est concentré a 0,5-1 mL dans un concentrateur Vivaspin ayant un cut-
off dont la taille correspond a la moitié du poids moléculaire de la protéine en question. Pour les
polypeptides AR-NTDs qui contiennent des W dans leur séquence primaire, les concentrations
finales des échantillons ont été déterminées par mesure de |'absorbance & 280 nm a I'aide du
spectrométre NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific).

Pour AR-DBD ne contenant aucun tryptophane, la concentration est déterminée par RMN
par quantification externe en appliquant la méthode PULCON (PUlse Length CONcentration
determination) [Wider 2006]. Cette méthode permet de déterminer une concentration grace
a la comparaison des spectres RMN, enregistrés sur un échantillon de tryptophane dont la
concentration est connue avec précision et sur |'échantillon qui doit &tre quantifié. Les concen-
trations sont ensuite calculées en faisant le rapport des intégrales de pics normalisées par le
nombre de protons contribuant a I'intégrale. Le tube de référence utilisé pour la quantification
est un tube de 3 mm de diamétre contenant une solution de 1,18 mM de tryptophane dans du
tampon phosphate (50 mM Na Phosphate, pH 6.5, 150 mM NaCl, 1 mM DTT et 10 % D20).
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Le comportement des sous-domaines AR-NTD a été caractérisé par des approches bio-
physiques pour obtenir des informations sur le comportement global de ses protéines et sur
les propriétés locales telles que la présence de structures secondaires résiduelles. Ces caracteé-

risations incluent systématiquement les expériences de dichroisme circulaire, spectroscopie de
fluorescence, SAXS et RMN.

7.1 Résonance magnétique nucléaire (RMN)

7.1.1 Analyse des spectres protons

Dans un premier temps, nous avons réalisé une analyse RMN des 7 fragments afin de
caractériser leur état de repliement et leur propension a s'agréger. Les spectres 1D 'H des 7

fragments produits en milieu LB sont présentés sur la Figure 7.1. Certains fragments (W2-DBD
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et W3-DBD) n'ont pas pu &tre obtenus en grande quantité ce qui explique la différence de
qualité des spectres. Nous pouvons cependant constater que |'extension du NTD coincide avec
I'augmentation de I'intensité des pics résonant autour de 8-8,5 ppm, caractéristiques de protons
situés dans des régions désordonnées. Ceci indique que le domaine W4 tel qu'il est défini dans
notre étude n'est pas capable de se replier de facon autonome. Les fragments étudiés ayant
été concus de facon a incorporer successivement les 4 résidus tryptophanes conservés de la
région TAU5, la comparaison des spectres 1D 'H dans la région autour de 10 ppm a permis

d’attribuer les fréquences des protons amides du cycle indole de ces résidus (Figure 7.2)
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Figure 7.1 — Spectres 1D *H pour chaque polypeptides enregistrés a 700 MHz et 298 K dont
la région encadrée correspond aux fréquences de résonances des H. des résidus W encadrée.

Un agrandissement de cette région est présentée dans la Figure 7.2.

Pour le fragment W1, nous constatons la présence systématique d'un pic minoritaire qui
représente 25% de la population totale. Cette espéce est attribuée a la présence d'une proline
(P525) au voisinage immédiat. Nous remarquons également que la présence du DBD ne modifie

pas les déplacements chimiques ce qui suggére |'absence d'interaction entre le NTD et le DBD.

De plus, chaque ajout de tryptophane conduit a |'apparition de pic supplémentaire a 10,18
ppm, une fréquence bien distincte de celle observée pour W526. Ceci suggére que le cycle

indole de ce dernier résidu se trouve dans un environnement bien distinct des 3 autres.
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Figure 7.2 — Agrandissement de la région correspondant aux fréquences de résonance des H.

des résidus W dans les spectres 1D H.

7.1.2 Mesure de la di usion translationnelle

Le coefficient de diffusion translationnel (D7) a été mesuré pour les fragments qui ont pu
étre produits en quantité suffisante (DBD-wt, W1, W2, W1-DBD et W2-DBD). Ce coefficient
a été mesuré a l'aide de I'expérience p-DOSY développée au laboratoire [Oikonomou 2015] qui
permet une mesure exacte du coefficient de diffusion dans le cas de systémes hors équilibre.
Dans cette expérience, l'intensité des gradients varie de facon aléatoire, ce qui permet d'éliminer
les artéfacts comme un décalage de température par exemple.

Le coefficient de diffusion est relié¢ a la masse d'un objet par la loi de puissance D o M/,
ot  correspond a la dimension fractale de |'objet [Augé 2009]. La dimension fractale est
comprise entre 5/3, pour des objets complétement désordonnés, et 3 pour des objets compacts.
Cependant, le coefficient de diffusion est aussi relié au rayon hydrodynamique (équation (4.8))
de I'objet ce qui rend la relation précédente valable uniquement pour des objets de méme forme
géométrique. Notre série de fragments n'étant pas homogéne, puisque constituée de fragments
soit dépliés, soit repliés ou composites (c'est a dire constitués d'une partie désordonnée et
d'une partie repliée) nous ne pouvons pas relier directement le coefficient de diffusion a la
masse moléculaire pour les comparer entre eux.

Néanmoins, cette expérience nous a permis tout de méme d'obtenir des informations sur

le comportement hydrodynamique de chaque polypeptide.
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La superposition des spectres de diffusion des différents fragments est présentée en Figure
7.3.
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Figure 7.3 — Superposition des spectres de diffusion des fragments DBD-wt (bleu), W1 (violet),
W1-DBD (rouge), W2 (vert) et W2-DBD (orange) enregistrés a 700 MHz et 25° C.

Nous observons que le fragment W1 constitué de 41 résidus posséde un coefficient de
diffusion de 150 £5 m?.s™! légérement inférieur a celui du au DBD-wt de 77 résidus (D=
160 £10 m2.s71). Ceci indique que le fragment W1 est relativement déplié¢ en solution, ce
qui explique une diffusion plus lente ou égale a celle du DBD-wt, replié. Le fragment W1-DBD
présente une diffusion plus lente (115 £10 m2.s7!) que W1 et DBD-wt ce qui indique que
I'extension NTD reste majoritairement dépliée dans le contexte de la fusion.

Le fragment W2, composé de 65 résidus, présente un coefficient de diffusion (165 +15

m2.s~1) similaire a celui du DBD-wt qui laisse penser que ce fragment n’est pas totalement
déplié en solution. Ceci est confirmé d'une part, par le fait que W2 diffuse plus rapidement que
W1 et d'autre part, par la diffusion plus rapide de W2-DBD comparé au DBD-wt.

Toutefois, il faut rester prudent a propos des interprétations réalisées au sujet des fragments

W2 et W2-DBD, puisque nous constatons que les spectres ne sont pas homogeénes indiquant

une instabilité de ces fragments dans le temps menant éventuellement a la protéolyse.
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7.1.3 Marquage isotopique des fragments

Dans un second temps, le marquage isotopique en milieu minimum des fragments en fu-
sion avec le DBD (W4-DBD, W3-DBD, W2-DBD et W1-DBD) a été réalisé dans I'optique
d'attribuer les fréquences de résonances des résidus de la partie NTD.

L'impact de la présence de fragments du NTD de plus en plus longs sur le domaine DBD a
été étudié en comparant les spectres de corrélation *H—'°N enregistrés sur les quatres protéines

(Figure 7.4).
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Figure 7.4 — Spectres 2D *H-'°N-HSQC, pour chaque polypeptide, enregistrés a 700 MHz
et 25°C pour les échantillons DBD-wt, W1-DBD et W2-DBD et a 20° C pour W3-DBD et

W4-DBD.

Le spectre 'H—1°N HSQC permet, en premier lieu, d'identifier la présence de certains types
de résidus dans la protéine.

Les spectres 'H—1°N HSQC de ces fragments présentent a la fois des caractéristiques de
protéine repliée du fait de la dispersion importante de certaines fréquences qui correspondent
a des résidus appartenant au DBD, et des caractéristiques de protéine désordonnée avec une
faible dispersion des fréquences dans la dimension proton mais une bonne dispersion dans la

dimension azote correspondant a des résidus appartenant au NTD. Nous observons également
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la présence de I'homo-polymeére de glycines (polyG) dans les fragments W3-DBD et W4-DBD
(Figure 7.4).

Pour les fragments NTD de grande taille, nous observons I'apparition de corrélation de
largeur importante qui pourraient correspondre a la présence de multiples conformations en
échange intermédiaire-lent.

Un décalage des fréquences vers la gauche est observé pour le spectre correspondant a W3-
DBD et W4-DBD par rapport au spectre du DBD-wt dii aux conditions expérimentales. En
effet, les spectres ont été enregistrés a 20° C (5 degrés de moins) pour limiter les phénoménes
d'agrégation et de dégradation des échantillons.

Aussi, ces spectres ont permis de confirmer I'attribution des protons H. des cycles indoles
des 4 tryptophanes.

Puis, nous avons examiné |'effet de I'ajout de fragments du domaine NTD de plus en
plus longs sur les fréquences du DBD. La disponibilité des attributions du domaine DBD
obtenues pour le domaine isolé et au sein des fragments W1-DBD et W2-DB permet d'évaluer
la possibilité d'une interaction intra-moléculaire entre les acides aminés appartenant au NTD
avec ceux du DBD. Les différences de déplacement chimique sont représentées sous la forme
d'un déplacement chimique composite calculé selon I'équation (4.7) en fonction de la séquence
(Figure 7.5).
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Figure 7.5 — Perturbation des déplacements chimiques des résidus appartenant 8 AR-DBD dans

les fragments W1-DBD (magenta) et W2-DBD (cyan) comparé au DBD isolé.
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Nous observons une différence systématique de 0,1 ppm pour I'ensemble des résidus, sans
doute liée a une différence de calibration de température. Quelques résidus montrent des diffé-
rences plus prononcées et ceux présentant un déplacement chimique supérieur & 0,2 ppm sont

représentés sur la structure tridimensionnelle de AR-DBD (Figure 7.6).

N-ter

Figure 7.6 — Cartographie des déplacements chimiques supérieurs & 0,2 ppm sur la structure
cristallographique de AR-DBD (PDB : 1R4l).

Ces résidus sont regroupés dans la région correspondant a l'interface entre la région NTD
et le DBD. L'observation d'un effet sur le résidu K605 situé plus loin sur la surface du DBD
suggeére la possibilité d'interactions transitoires entre des résidus chargés négativement sur le
NTD et le groupe d'acides aminés positifs constitué des résidus RKK a la surface du DBD. De
plus, le résidu H570 établissant une liaison hydrogéne avec un phosphate de I'’ADN présente

un déplacement chimique important.

7.2 Spectroscopie de fluorescence

Nous avons utilisé la fluorescence intrinséque du tryptophane pour sonder I'environnement
des 4 résidus tryptophane de AR-NTD. En effet, le maximum d'émission de fluorescence (Apqz)
est situé a 360 nm lorsque le W est totalement exposé au solvant alors qu'il est situé a 325
nm dans une solution apolaire.

Les spectres ont été enregistrés pour des concentrations identiques (2 M) de protéines a
25°C.

La Figure 7.7 montre les spectres d’émissions des différents polypeptides aprés excitation
a 295 nm.

Le pic a 295 nm correspond & la diffusion de la lumiére d'excitation par les différents
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Figure 7.7 — Spectres d'émission de fluorescence obtenus pour chaque échantillon aprés exci-

tation a 295 nm .

échantillons. Ce pic présente des caractéristiques (largeur et intensité) similaires pour chaque
échantillon ce qui indique I'absence d'agrégats de grande taille en solution.

Le Armaz de chaque polypeptide a été déterminé avec un algorithme d'ajustement (Savitsky-
Golay) [Savitzky 1964].

Echantillon A4z (nm)  Intensité max de fluorescence (u.a)

Trp—ctn 358,0 0,54
W4-DBD 351,0 0,90
W3-DBD 348,7 1,4
W2-DBD 352,0 0,54
W1-DBD 351,3 0,24

W2 353,4 0,59
W1 354,0 0,26

Tableau 7.1 — Maximum d’émission et d'intensité de fluorescence pour chaque échantillon aprés

une excitation a 295 nm.
Le rendement quantique de W1 diminue d'un facteur 2,5-3 par rapport au tryptophane
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libre. Puis, nous n'observons aucune différence entre les spectres de fluorescence de W1 et
W1-DBD, ce qui indique que la fluorescence du W526 est liée a des propriétés intrinséques de
séquence et non a la présence du DBD.

En ce qui concerne W2, le rendement quantique des 2 tryptophanes de ce polypeptide
(W526 et W502) correspond a celui du tryptophane libre. Comme précédemment, aucune
différence n'est observée entre les spectres de fluorescence de W2 et W2-DBD signifiant que
le DBD n'a pas d'influence sur le NTD.

Les résultats pour W3-DBD montrent une augmentation importante du rendement quan-
tique alors que I'ajout du W397 dans le polypeptide W4-DBD conduit quant a lui & une
diminution du rendement quantique. De plus, nous observons un décalage du 4, de W3 vers
le bleu de la longueur d'onde d’émission comparé au ;4. de W4 qui se situe dans la méme
zone que W1, W1-DBD, W2 et W2-DBD.

Les caractéristiques de W3-DBD et W4-DBD peuvent correspondre a des interactions
intermoléculaires, comme par exemple des échanges entre des formes multimériques et mono-

mériques.

7.3 Dichroisme circulaire (CD)

La caractérisation des structures secondaires partielles au sein du NTD a été réalisée par
dichroisme circulaire (CD). Les Figures 7.8 A et 7.8 B montrent les spectres obtenus pour des
concentrations identiques (35 M) de protéines & 25° C. La forme du spectre de CD dans I'UV
lointain (185-260nm) indique la proportion des molécules repliées en hélice- , feuillets- ou
complétement désordonnées.

Le spectre CD du DBD-wt présente deux pics d'ellipticité molaire négative a 208 et 222 nm
caractéristique d'une structure secondaire de type hélice- principalement. Cependant, d'aprés
la structure 3D de AR-DBD, ce domaine se compose de deux hélices- , deux petits feuillets-
et d'un certain nombre de boucles. Ainsi, les spectres CD peuvent étre difficiles a interpréter
du fait des structures secondaires qui coexistent au sein d'une protéine.

Les spectres CD de W1 et W2 sont assez similaires avec une forte ellipticité molaire négative
vers 220 nm caractéristique de protéines désordonnées de type random coil (RC). Néanmoins,
le fragment W1 se différencie par la présence d'un pic d'ellipticié a 220 nm indiquant une petite
proportion d'hélice- (Figure 7.8 A).

L'allure des spectres de CD pour les polypeptides comprenant une région NTD fusionnée au
DBD est relativement similaire et nous pouvons remarquer que l'allongement du NTD conduit

a un doublement du contenu en hélice- par rapport au DBD isolé (Figure 7.8 B).
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Figure 7.8 — Spectres de dichroisme circulaire des polypeptides W1, W2 et DBD-wt (A) et
W1-DBD, W2-DBD, W3-DBD et W4-DBD (B) enregistrés pour 35 M de protéine a 25° C.

De plus, la comparaison des spectres obtenus pour les fragments contenant uniquement les

parties désordonnées (W1 et W2) avec ceux obtenus pour ces régions du NTD en fusion avec
le DBD (W1-DBD et W2-DBD) nous ont permis d'explorer |'impact de la présence du DBD

sur les conformations résiduelles du NTD. Nous avons enregistré les spectres dichroiques de

mélanges équimolaires du domaine DBD et d'une des régions W1 ou W2 (notés W1+ DBDc,,,

et W2+ DBD,y), sur la Figure 7.9). Nous observons que I'allure de ces spectres est similaire

a la somme des spectres enregistrés pour ces domaines individuels (courbes W14+DBD et
W2+DBD sur la Figure 7.9). Le spectres de CD obtenus pour W1-DBD et W2-DBD sont

différents de ceux obtenus pour le mélange équimolaire et de ceux obtenus aprés addition des

spectres des domaines isolés. Ces résultats indiquent que le domaine DBD n’interagit pas avec

le fragments W1 et W2 lorsqu'ils existent sous forme de domaines isolés. Par contre, il semble

y avoir une interaction entre le domaine DBD et les régions W1 et W2, dans le contexte de la

fusion, qui favorise un repliement partiel de ces derniéres.

Les données de CD ont ensuite été analysées pour extraire les proportions respectives des

différents éléments de structure secondaire a I'aide de la méthode CONTIN/LL et de la base

de données de spectres de référence SMP56. La Figure 7.10 représente le nombre de résidus de

chaque polypeptide impliqués dans un type de structure secondaire obtenu aprés déconvolution

de chaque spectre CD.
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Figure 7.9 — Spectres CD correspondant soit a la somme des spectres des domaines isolés
DBD-wt, W1 et W2 soit a leur mélange équimolaire comparé aux spectres CD de ces domaines

isolés.
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Figure 7.10 — Nombre de résidus impliqués dans les structures secondaires «, 8 ou autre

(random coil et turn) pour chaque polypeptide.

La proportion de résidus du DBD impliqués dans chaque type de structure secondaire
correspond a celle attendue par rapport a sa structure 3D. Pour W1 et W2, la différence

d'ellipticité molaire 3 220 nm indiquant une structuration en hélice-ac pour W1 est confirmée,
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suggérant que les résidus ajoutés dans W2 sont majoritairement dépliés.

Aussi, pour les fragments W1-DBD et W2-DBD nous observons que davantage de résidus
des régions NTD sont impliqués dans des hélices-a dans le contexte de la fusion au DBD
comparé aux fragments W1 et W2.

La comparaison des résultats obtenus pour les polypeptides W2-DBD, W3-DBD et W4-
DBD montrent que le nombre de résidus impliqués dans une structure secondaire de type «
reste quasi constant. Cela indique que les résidus du NTD ajoutés dans les polypeptides W3-
DBD et W4-DBD sont principalement impliqués dans des structures de type 3, random coil

ou turn et trés peu d'entres eux sont impliqués dans une structure secondaire de type «.

7.4 Diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS)

La courbe de diffusion renseigne sur l'intensité Iy, reliée a la masse moléculaire de la
particule en solution, ainsi que sur le rayon de giration dont la valeur provient de la pente
aux petits angles. Iy étant dépendant de la concentration d'échantillon (équation 4.4), nous
ne pouvons pas utiliser cette valeur dans notre cas puisque chaque expérience a été réalisée
pour une concentration différente de protéine. La Figure 7.11 présente les courbes de diffusion
représentant [nl(q) en fonction de ¢ pour le domaine DBD-wt replié et le fragment W1 qui

apparait plutét désordonné au vu des résultats jusqu'a présent.

DBD-wt
W1

Inl(q)

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

g (nm™Y)

Figure 7.11 — Courbe de diffusion correspondant aux polypeptides W1 et DBD-wt.

La similarité de ces courbes nous indique que cette représentation de la courbe de diffusion
n'est pas adaptée pour observer des différences subtiles entre |'état replié, désordonné et la

présence de structures secondaires résiduelles.
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Ainsi, & partir des données enregistrées au synchrotron SOLEIL et sans avoir recours a des
étapes de modélisation moléculaire, nous avons déterminé le rayon de giration (Ry), la repré-
sentation de Kratky et la fonction de distribution de distance P(r) a I'aide du logiciel PRIMUS
et GNOM faisant partie de la suite ATSAS [Svergun 1992, Konarev 2003, Petoukhov 2012].

7.4.1 Structures résiduelles

La représentation de Kratky normalisée de la courbe de diffusion renseigne directement sur
la nature compacte ou non structurée d'un échantillon (chapitre 4). Ce type de représentation

est donnée pour chaque échantillon dans la Figure 7.12.

Représentations de Fonctions de
Kratky Normalisées distribution des distances

—— DBD-wt
— W1
— W2

T T T T T

,
0 1 V32 3 4 5 6 7 8
qRg

Figure 7.12 — Courbe de diffusion de chaque polypeptide en représentation de Kratky normalisée et

fonction de distribution des distances (P(r)) correspondantes.
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Cette représentation pour le DBD posséde une allure caractéristique de protéine globulaire
en forme de cloche, symétrique et avec un maximum bien défini dont les coordonnées sont
(v/3; 1,1) [Durand 2010].

A l'inverse, les polypeptides W1 et W2 dont les courbes présentent un profil caractéristique
d'IDP avec une augmentation avec la valeur I, Io(qR,)? jusqu'a atteindre un plateau dont la
valeur maximale et située entre 1,5-2.

Les profils de Kratky normalisés pour les polypeptides W1-DBD, W3-DBD et W4-DBD
présentent un début de cloche, correspondant au domaine DBD, puis semblent atteindre un
plateau a grande valeur de ¢ dont la valeur est intermédiaire aux protéines globulaires (DBD)
et IDPs (W1 et W2). Cela indique la présence de structures résiduelles au sein des régions NTD
correspondantes dont le degré est fonction de la position du maximum et du plateau entre les
deux extrémes (protéine globulaire et IDP).

Enfin, le profil correspondant au polypeptide W2-DBD est caractéristique d'une protéine

étendue présentant des rigidités locales [Receveur-Brechot 2012].

7.4.2 Dimensions et forme des protéines

Les dimensions, R,, de chaque polypeptide ont été calculée dans la zone de ¢R, < 0,8-1,3,
la courbe de diffusion étant linéaire en représentation de Guinier dans cette zone. Le tableau 7.2
résume les différentes valeurs de Iy, R, ainsi que les limites de I'approximation de Guinier et

Dmax obtenues.

Polypeptide MM (kDa)  Ip (10 ~3) Ry, (R)  limites qR;  Dynaz (A)
DBD-wt 8,4 6,0 £0,006 13,0 +£0,02 0,18 1,30 48
W4-DBD 24,8 41,0 +£0,080 29,6+ 0,10 0,70 1,00 110
W3-DBD 20,8 48,3 + 0,050 258+ 0,07 0,49 0,90 89
W2-DBD 15,3 16,2+ 0,028 22,84+ 0,08 0,50 1,00 100
W2 7,2 3,540,011 21,3+0,19 024 0,98 88
W1-DBD 12,7 8,240,023 2254021 0,38 0,84 80
Wi 4,6 574+ 0,008 16,2+ 0,05 0,23 1,20 65

Tableau 7.2 — Valeurs de lg, Ry, qRy et Dypqq obtenues d'aprés |'approximation de Guinier et

la fonction de distribution des distances.

Dans un premier temps, la fonction P(r) nous fournit I'histogramme des distances inter-
moléculaires au sein de chaque échantillon. Le maximum correspond a la distance la plus

représentée dans I'échantillon et la valeur maximale de r correspond a la distance maximale
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(Dmaz) dans I'échantillon. Les fonctions P(r) pour chaque échantillon sont tracées dans la
Figure 7.12 et les valeurs de (Dj,q2) correspondantes sont reportées dans le tableau 7.2 .

Le profil de la fonction P(r) correspondant au DBD-wt est symétrique avec une petite
extension. La distance la plus représentée au sein de ce domaine est de 15 A et la distance
maximale de 48 A.

Pour W1 la distance la plus représentée est identique a celle du DBD-wt et la distance
maximale est 65 A pour un profil asymétrique représentatif d'une protéine étendue. Par ailleurs,
un léger épaulement est observé a 40 A témoignant d'une éventuelle structuration. Le profil
de W2 est similaire & celui de W1, mais la distance maximale et la distance la plus représentée
sont de 88 A et 18,6 A respectivement. Ceci indique que les 24 résidus ajoutés a W2 sont
majoritairement désordonnés.

Le profil P(r) obtenu pour W1-DBD contient un sommet correspondant au domaine DBD-
wt et une valeur Dy,q, de 80 A correspondant a la région NTD. De plus, nous observons un
leger épaulement a 45 A qui pourrait correspondre a la distance séparant le DBD de la zone
partiellement structurée de la région W1.

Concernant les fragments W3-DBD et W4-DBD, la fonction P(r) possédent un sommet
décalé a 25 A comparé au DBD-wt suggérant |'existence d'un domaine plus large. Les valeurs
Dinaz (89 et 110 A pour W3-DBD et W4-DBD respectivement) indiquent que les résidus
appartenant a la région W4 sont plutét étendus.

Le profil obtenu pour W2-DBD est surprenant car il présente un sommet correspondant a
une distance majoritaire inférieure a celle du DBD-wt. Cela peut se traduire par une déstruc-
turation de ce dernier. Ce profil est triangulaire avec une valeur de D, de 100 A indiquant
I'existence d'une conformation étendue en solution. Ce type de profil est caractéristique d'un
cylindre pour lequel la valeur de D,,4, correspond a sa longueur et la distance majoritairement
représentée a son diamétre. Cependant, on ne peut pas exclure un phénoméne de protéolyse
(non controlée au cours de I'expérience) qui aboutirait a une distribution des distances similaire

a celle que nous observons.

7.4.3 Estimation du désordre par la physique des polymeéres

Nous avons ensuite utilisé une analyse issue de la physique des polyméres simples. Cette
analyse repose sur |'observation que le rayon de giration R4 évolue en fonction du nombre de

résidus N en suivant une loi de puissance :

R, = RyN" (7.1)
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L'exposant représente l'inverse de la dimension fractale de I'objet étudié. Le tableau 7.3
présente les valeurs calculées de rayon de giration prédites pour des protéines globulaires ou

IDP a partir des trois études citées dans le chapitre 4 comparées aux valeurs expérimentales.

Polypeptide  Résidus Plaxco et coll. Wilkins et coll. Bernad6 et Données

Blackledge  expérimentales

Ry () | Ry (A) | Ry(A) | Ry(A) | Ry (A) Ry (A)

G IDP G IDP IDP
DBD-wt 77 10,1 25,9 13,0 27,7 24,5 13,0 £ 0,02
W4-DBD 244 15,6 51,7 18,1 54,1 44,8 29,6 + 0,10
W3-DBD 201 14,5 46,0 17,1 48,3 40,5 25,8 + 0,07
W2-DBD 138 12,6 36,7 15,4 38,9 33,3 22,8 + 0,08
w2 65 9,4 23,4 12,3 25,1 22,4 21,3 + 0,19
W1-DBD 114 11,7 32,8 14,5 34,8 34,1 22,5 + 0,21
w1 41 7.9 17,8 10,8 19,2 17,6 16,2 £ 0,05

Tableau 7.3 — Valeurs calculées des rayons de giration (en A) pour des protéines globulaires
(G) ou IDPs a partir du nombre de résidu pour chaque polypeptide d'aprés les méthodes
[Kohn 2004, Wilkins 1999] et uniquement IDP d'aprés [Bernadé 2009] comparées aux valeurs

expérimentales.

Ces prédictions peuvent étre utilisées comme limites supérieures et inférieures, et un écart
significatif de la valeur expérimentale du R, par rapport a la limite supérieure théorique indique
la présence de structure secondaire résiduelle. Les valeurs de R, calculées a partir des para-
métres de ces trois études comparées aux valeurs expérimentales indiquent que les fragments
W1 et W2 sont plutét désordonnés alors que le domaine DBD-wt est replié. Les fragments
composeés d'une région NTD ainsi que du DBD-wt étant des fragments composites, les valeurs
de R, expérimentales sont situées entre les deux extrémités.

La Figure 7.13 est une représentation de la loi de puissance utilisant uniquement les pa-
ramétres déterminés par [Kohn 2004], correspondant a la méthode la plus récente permettant
de calculer des valeurs de rayon de giration pour des protéines globulaires et IDP. Cette repré-
sentation correspond a une droite dont la pente correspond a la valeur de

Si le comportement des échantillons est régulier, alors leurs valeurs de R, s'alignent sur
une droite. Les résultats indiquent que le rayon de giration du DBD-wt passe par la droite
correspondant aux protéines structurées conformément a ce qui est attendu.

Les rayons de giration des polypeptides W1 et W2 s'alignent quasiment avec la droite
correspondant aux protéines désordonnées. Néanmoins le fragment W1 est légérement plus

distant de cette droite que W2 signe d'une structuration résiduelle légérement supérieure a ce
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Figure 7.13 — Représentation logarithmique de la loi de puissance suivie par chaque polypeptide
d'aprés [Kohn 2004]. Les droites attendues pour des protéines structurées et désordonnées
(IDP) en pointillés bleu et violet respectivement, et la droite indiquant un comportement
aléatoire en pointillés rouge. Les valeurs expérimentales de R, pour chaque polypeptide sont

représentées par un point.

Les valeurs expérimentales des polypeptides W1-DBD, W2-DBD, W3-DBD et W4-DBD
ne s'alignent pas sur ces deux droites. Ces échantillons étant irréguliers dii a la fusion du DBD
qui est globulaire et d'une partie étendue plus ou moins longue, cela rend I'interprétation des
données plus complexe. Tout de mé&me, nous pouvons remarquer que le fragment W2-DBD
semble plus structuré que W1-DBD. En effet, en passant de W1-DBD a W2-DBD la valeur du
rayon de giration n'augmente que de 0,3 A alors que 24 résidus sont ajoutés. Cette observation

est cohérente avec les résultats de CD.
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7.5 Conclusion

L’ensemble des données biophysiques obtenus sur les fragments W1, W1-DBD, W2, W2-
DBD, W3-DBD et W4-DBD montrent que, en présence du DBD, ces régions qui sont principa-
lement désordonnées présentent des signes de structure locale ou partielles. Le NTD de AR, en
particulier la région AF-1 (constituée des sous-unités TAU1 et TAUS5) contient la fonction de
transactivation majeure du récepteur mais les mécanismes moléculaires sont encore inconnus.
Des études ont montrées que cette région présente une transition désordre/ordre en hélice- en
présence d'agents stabilisateurs comme le TFE ou TMAO ou lors de I'interaction avec la sous-
unité RAP74 du facteur de transcription TFIIH [Kumar 2012, McEwan 2012]. Cette région
est également le siége de nombreuses mutations et de modifications post-traductionnelles qui
sont la phosphorylation et la sumoylation et qui permettent de moduler I'activité du récepteur
[Gioeli 2012].

Actuellement les récepteurs nucléaires dans leur ensemble sont considérés comme des in-
tégrateurs de signaux a |'origine de la présence de différentes communications inter-domaine
dans le mécanisme de transduction du signal a déja été démontrée pour plusieurs d'entre eux
[Meijsing 2009, Watson 2013].

Dans le cas de AR, le role de l'interaction NTD/LBD est démontré dans la régulation
de son activité. La communication entre les domaines NTD et DBD est étudiée depuis peu
et pour le moment aucune étude 3 résolution atomique n'a été réalisée. La comparaison des
déplacements chimiques des fréquences de résonances de AR-DBD, pris de facon isolé, et au
sein des fragments W1-DBD et W2-DBD révéle que des résidus situés a l'interface protéine-
ADN comme H570 présente un déplacement chimique important en présence de la région
NTD. Ces résultats suggérent |'existence d'un couplage allostérique entre le DBD et les résidus
adjacents sur le NTD. Ce couplage modifie I'ensemble conformationnel accessible au NTD en
favorisant une conformation en hélice-

Les modifications de la région TAUS5 sous |'effet de PTMs ou des différentes interactions
avec des co-régulateurs modulent |'activité transcriptionnelle de AR en utilisant les mécanismes
de couplage allostériques entre les domaines repliés et désordonnés qui ont été proposés dans

le cas du récepteur GR.
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ANNEXE B

B.1 Expériences RMN

Les expériences RMN on été réalisées sur un spectrométre 700 MHz Buker Avance Il
équipée d'une cryosonde Z-gradient & 25 °C. Les spectres 1D et DOSY ont été traités avec
le logiciel NMR-notebook 2.7 (NMRTEC lllkirch, France). Les spectres 2D ont été traité avec
le logiciel Topspin 2.1 (Bruker) et analysés avec le logiciel CcpNmr Analysis [Vranken 2005].
Les échantillons consistaient en 150 | de protéine dont la concentration est notée dans le
tableau B.1 dans le tampon phosphate (50 mM Na Phosphate pH 6.5, 150 mM NaCl, 1mM
DTT et 10% D20) en tube 3 mm. La séquence d'impulsion utilisée pour les spectres 1D 'H
et DOSY étaient zgespgp et led-es respectivement. Les expériences 2D H-1°N-HSQC ont

été enregistrées avec la séquence d'impulsion hsqcf3gpph19CN.

Polypeptide  Concentration (mM)

DBD-wt 0,25
W4-DBD 0,09
W3-DBD 0,03
W2-DBD 0,10
W2 0,80
W1-DBD 0,36
W1 2,00

Tableau B.1 — Concentrations des échantillons utilisées lors des expériences RMN.

B.2 Expériences SAXS

Les expériences de SAXS ont été réalisées au Synchrotron SOLEIL (Saint Aubin, Gif-sur-
Yvette, France) sur la ligne SWING SAXS/WAXS équipée d'un systéme SE-HPLC (Agilent).
Les échantillons de plus haute concentration ont été injectés sur une colonne Bio-SEC-3
(Agilent) pré-équilibrée avec le tampon de gel filtration supplémenté de 1 % de glycérol. Les
échantillons de faible concentration ont été injectés en batch, c'est a dire directement injecté
dans le capillaire relié au faisceau de rayons X. Les volumes injectés et les concentrations uti-

lisees pour chaque expérience sont reportés dans le tableau B.2. La courbe de diffusion du



Annexe B.

tampon a été enregistrée et utilisée comme référence pour étre soustraite a la courbe de diffu-
sion de chaque échantillon. 250 expositions d'1 ms ont été enregistré pour chaque échantillon.
Les données ont été analysés avec le logiciel PRIMUS. La diffusion transmise Iy et le rayon
de giration Ry ont été obtenus par I'approximation de Guinier, I(q) = Iy exp(—q*R?; 3)
pour qRg< 0,8-1,3. La fonction de distribution des distances P(r) est obtenue par transfor-
mée de Fourier indirecte implémentée dans le programme GNOM [Svergun 1992]. Le diamétre

maximum de chaque échantillon, D,,4,, a également été déterminé.

Polypeptide ~ Volume injecté (ul)  Concentration (mg/ml)

Batch HPLC
DBD-wt 50 4
W4-DBD 80 1,8
W3-DBD 80 2,4
W2-DBD 80 1
W2 70 2,5
W1-DBD 70 2,8
W1 50 6,8

Tableau B.2 — Concentrations et volumes injectés sur la colonnes HPLC ou directement dans

le capillaire lors des expériences de SAXS pour chaque échantillon.

B.3 Dichroisme circulaire

Les expériences de dichroisme circulaire ont été enregistrées avec un spectropolarimétre
Jasco J-815 (Easton, MD). Les données dans I'UV lointain ont été obtenues avec des cuvettes
en quartz de 0,1 mm (Quartz-Suprasil, Helma UK Ltd). Les spectres ont été enregistrés &
25° C avec des échantillons de 35 M dans le tampon phosphate (50 mM Na Phosphate/ pH
6,5/ 50 mM NaCl/ 0,3 mM DTT) entre 180-260 nm. Le spectre du tampon, obtenu dans
des conditions identiques, a été soustrait des spectres de chaque échantillon. Le contenu en
structure secondaire a été estimé avec le logiciel CDpro suite [Sreerama 2000] en utilisant |a
méthode CONTIN/LL. Les spectres ont été comparés a plusieurs bases de données de spectres

de références et la base de données SMP56, donnant le plus petit RMSD, a été choisie.
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Polypeptide  Structure secondaire  Contenu en (%) RMS (%)

«@ 25,1 1,1

DBD-wt B 24,7 15
autres 50,2 1,2

@ 20,8 12

W4-DBD I3 24,0 1,1
autres 55,2 1,4

« 22,7 1,3

W3-DBD B 24,4 19
autres 53,0 2.9

a 31,4 1,6

W2-DBD I3 15,7 1,4
autres 53,0 2,5

e 7,0 2,1

W2 153 21,5 6
autres 71,5 6

« 29,5 1,8

W1-DBD I3 18,5 2,4
autres 52,0 2,7

o 17,0 2,8

W1 153 13,7 4.6
autres 69,3 6,6

Tableau B.3 — Pourcentage de structures secondaires contenues dans les différents polypeptides.

B.4 Spectroscopie de fluorescence

Les mesures de fluorescence ont été réalisées avec un spectrofluorimétre SPEX Fluorolog
3 (Jobin Yvon Inc., Edison, NJ, USA) équipé d'une lampe a Xenon de 450 Watt, un mono-
chromateur double d’excitation et un monochromateur simple d'émission. Les données ont été
acquises avec un photomultiplicateur compteur de photon (linéaire jusqu'a 10® comptage/s)
a 950 Volts. Les largeurs de fente ont été ajustées & 4 nm pour |'excitation et |'émission. Les
échantillons de concentration 2 M ont été placés dans une cuvette en quartz maintenue a
25° C. Les spectres de fluorescence ont été enregistrés en excitant |'échantillon a 295 nm et
le signal d'émission a été enregistré entre 260-400 nm. Les spectres ont été enregistrés sé-
quentiellement dans la méme cuvette et systématiquement corrigés des fluctuations d'intensité

provenant de la lampe.
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Pour aller plus loin dans la caractérisation par RMN du domaine N-terminal du récepteur
des androgénes (AR) nous avons décidé d’entamer une campagne d'attribution des fréquences
de résonances de chaque sous-domaine sélectionné. Ce chapitre présente les résultats dont nous
disposons actuellement, a savoir |'attribution des fréquences de résonances pour le fragment
W1-DBD ou NTD-DBDs1g-627 ainsi que la contribution du fragment NTD dans I'interaction
du DBD avec I'ADN. Ce fragment est situé a I'extrémité C-terminale du NTD et fait partie
de la région TAU5 de AR qui est impliquée dans |'activité ligand-indépendante du récepteur a
travers des mécanismes encore inconnus.

L’attribution des fréquences de résonances du fragment W1-DBD a été réalisée dans le
cadre d'un projet de stage pour un étudiant de deuxiéme année de |'Ecole Supérieure de
Biotechnologie de Strasbourg (ESBS), Pau Pérez-Escriva, dont j'ai encadré le travail.

La disponibilité de I'attribution du fragment W1-DBD a permis I'étude de la structure se-
condaire par analyse des déplacements chimiques des noyaux du squelette peptidique, ainsi que
I'étude de I'interaction avec I'ADN par perturbation des déplacements chimiques. Ces résultats

font I'objet d'une publication acceptée dans la revue  Journal of Biomolecular Assignments



Chapitre 8. Etude du fragment W1-DBD par RMN

8.1 Production et puri cation du fragment

La culture bactérienne, la surexpression et la purification du fragment W1-DBD doublement

marquée 1°N/13C ont été réalisées d'aprés le protocole décrit dans I'annexe A du chapitre 6.

La Figure 8.1 présente le gel SDS-PAGE des différentes étapes de purification.

10
11
12

W1-DBD

Q= - - ---.ﬁ‘

e o

Figure 8.1 — Gel SDS-PAGE indiquant les différentes étapes de purification du fragment W1-
DBD. NI : expression non-induite ; | : induction de |'expression; 1 : chromatographie d'affinité
sur résine amylose aprés coupure a la tev; 2-5 : chromatographie d'affinité sur résine nickel ;

7-12 : gel filtration.

A savoir, les chromatographies d'affinité successives sur résine amylose et résine nickel suivie

d'une chromatographie d'exclusion de taille ou gel filtration sur colonne Superdex75 16/60.

La chromatographie sur résine nickel est utilisée pour éliminer au maximum |'étiquette MBP
et la Tev avant I'étape de gel filtration. En effet, ces deux protéines présentent une étiquette
poly-His située en N-terminale leur permettant d'étre retenues sur une résine nickel. Ainsi, le
fragment W1-DBD passe au travers de la résine pour étre récupéré dans le  flow-through
(pistes 2-4). La Figure 8.1 montre que, d'une part, toute la MBP n'est pas retenue sur la

résine, et d'autre part, une partie de notre protéine d'intérét est perdue sur la résine (piste 5).

L’étape de gel filtration permet alors de séparer le restant de MBP et le fragment W1-DBD

en fonction du poids moléculaire.

Les fractions les plus pures (10-12) ont été réunies puis un contrdle qualité de I'échantillon a
été réalisé par spectrométrie de masse. La masse moyenne attendue pour une protéine enrichie
a 100% en isotope °N et 13C est de 13416,56 Da. L'analyse révéle la présence d'une espéce
majoritaire en solution de masse moyenne 13408,41 Da correspondant a un enrichissement
d’environ 98,8% en isotopes 1°N et 13C (figure 8.2).
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Figure 8.2 — Analyse par spectrométrie de masse du fragment W1-DBD. Une espéce majoritaire
est présente en condition dénaturante dont la masse moyenne est 13408,41 Da (masse moyenne

attendue pour une protéine enrichie en isotope 1°N et 13C : 13416,56 Da ).

8.2 Stratégie d attribution des fréquences de résonances

L'attribution est une étape clé dans la détermination de la structure d’une protéine mais
également lors des études d'interactions afin de déterminer les résidus mis en jeu. Pour les pro-
téines de grandes tailles, le marquage isotopique '°N et/ou 3C permet de simplifier les spectres
et donc le travail d'attribution qui en découle. En effet, les expériences RMN hétéronucléaires
multidimensionnelles, a deux ou trois dimensions, corrélent la résonance d'un proton avec celle
d'un ou plusieurs hétéronoyaux comme |'azote 15 ou le carbone 13. La grande diversité des
expériences RMN disponibles différent par le type de noyau impliqués dans les corrélations ainsi
que le type d'interaction mise en oeuvre dans |'expérience. La stratégie classique d'attribution
séquentielle pour une protéine marquée a l'azote 15 ou le carbone 13 utilise des couplages
Yoo, YUnc et 2Jnc pour établir corrélations entre les atomes voisins au sein d'un acide
aminé, ainsi qu'au travers de la liaison peptidique. La carte d'identité de la protéine, point
de départ de I'attribution, est fournie par le spectre H-'°N-HSQC. Ce spectre est présenté
dans la section 8.3 correspondant a la publication des fréquences de résonances du squelette

peptidique pour ce fragment.

Les expériences triple résonance permettent d'attribuer les fréquences de résonances des

179



Chapitre 8. Etude du fragment W1-DBD par RMN

atomes composant le squelette peptidique de la protéine, a savoir le proton amide (Hy), |'azote
(N), les carbones alpha et beta (C , C ) ainsi que le carbonyle (CO). Les expériences utilisées
sont la HNCA, HNCACB, CBCA(CO)NH, et la HNCO (Figure 8.3).

BN-HSQC
H H Hl H
[ I
—N—(f(x—ﬁ N (lla—%

g O Cp O
Résidu i-1 Résidu i
HNCACB
H H
I [
—N " —N Cl(x -C-N-— (IZOL—ICI
Cp 0 Cp O
Résidu i-1 Résidu i Résidu i-1 Résidu i
HNCA CBCA
—Nt L Ica—
Il Il Il
g O CpO cB o
Résidu i-1 Résidu i Résidu i-1 Résidu i

Figure 8.3 — Jeu d'expériences RMN multidimensionnelles permettant |'attribution séquentielle
des fréquences de résonances du squelette peptidique. Les noyaux corrélés sont entourés pour
chacune des expériences utilisées :**N-HSQC, HNCA, HNCACB CBCA(CO)NH, HNCO.

Ces expériences sont complémentaires les unes des autres et possédent toutes un plan de
base 'H-15N-HSQC permettant de relier le groupement amide d'un résidu (i) a des noyaux
'H et 13C du résidu (i) ou (i-1). La troisieme dimension permet de corréler les fréquences des
noyaux C , C ou CO a un couple Hn-N selon I'expérience. Les corrélations obtenues par ces

différentes expériences sont résumées dans le tableau 8.1
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Chapitre 8. Etude du fragment W1-DBD par RMN

Expérience RMN Noyaux observés
15N-HSQC Hn(i) et °N(i)
HNCO Hn(i), ®N(i), *CO(i-1)
HNCA Hn(i), °N(i), *C (i) et BC (i-1)
HNCACB Hn(i), °N(i), BC  (i-1), *C (i-1),*C (i) et *C (i)
CBCA(CO)NH Hy (i), °N(i), *C  (i-1), BC (i-1)

Tableau 8.1 — Expériences RMN hétéronucléaires multidimensionnelles utilisées pour |'attribu-

tion des fréquences de résonances du fragment W1-DBD et corrélations observées.

Les attributions partielles de AR-DBD [555-627] étaient disponibles a la suite des travaux
de thése de Ying-Hui Wang au laboratoire, et ont facilité le travail d'attribution du fragment
plus long. En pratique, a partir d'une tache de corrélation provenant d'un résidu (i) dans le
spectre *H—'°N-HSQC et en se placant dans le plan correspondant a la fréquence azote dans
les expériences 3D, il est possible d'identifier les déplacements chimiques des C (i), C (i-1),
C (i-1) et CO (i-1). Les valeurs de ces déplacements chimiques, obtenues expérimentalement,
sont ensuite comparées aux valeurs statistiques de la banque de données BMRB (Biological

Magnetic Resonance Data Bank) pour le type de résidu considéré.

Cependant, la faible dispersion des signaux des protons amides représente une difficulté
pour |'attribution des parties désordonnées. Nous nous sommes basés sur |'identification non-
ambigue de résidus de type particuliers sur la base des fréquences de résonances de leur Cg. Ces
types de résidus sont notamment la sérine et thréonine dont la valeur de déplacement chimique
de leur C est supérieure a celle de leur C . De plus, un déplacement chimique pour un C aux
alentours de 20 ppm voir en dessous correspond typiquement a I'acide aminé alanine. Enfin, la
glycine est également facilement identifiable puisque c'est I'unique résidu ne possédant pas de
C et la valeur de déplacement chimique de son C se situe aux environs de 45 ppm alors que

pour les autres résidus cette valeur est comprise entre 50 et 60 ppm.

La séquence primaire de la région NTD du fragment W1-DBD contient 3 glycines, 3 sérines,
1 thréonine et 1 alanine. Il faut ensuite repérer des motifs particuliers de type S-G et T-
A uniques au niveau de la séquence pour démarrer |'attribution séquentielle en allant d'un
résidu (i) au précédent (i-1). Ainsi, de proche en proche nous sommes capables de parcourir
I'ensemble de la séquence primaire d'intérét. L'attribution des prolines nécessite des expériences
3D complémentaires qui n'ont pas été mises en oeuvre ici. De ce fait, |'attribution a été faite
par segments correspondants au nombre de résidus proline +1 présents dans la séquence. Dans

notre cas, 6 prolines sont présentes sur |'ensemble de la séquence dont 2 qui se suivent et nous
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Chapitre 8. Etude du fragment W1-DBD par RMN

avons donc 6 segments attribués.

Le squelette peptidique a été attribué a raison de 98% pour les proton amides, 96% et 94%
pour les C et C respectivement et 92% pour les CO. Hormis les résidus prolines, les résidus
D604 et C611 n'ont put étre attribués du fait de I'absence de corrélation. Des expériences
conduites a 15° C ont permis de retrouver ces corrélations mais les résonances correspondantes
étaient plus larges témoignant un échange conformationnel et donc un mouvement lent de ces
résidus. De plus, pour certains résidus, nous observons la présence de taches de corrélation
secondaires de faible intensité et avec un décalage de la fréquence en proton qui suggeére
I'existence d'une autre conformation minoritaire de la protéine en solution. Enfin, I'attribution
des fréquences de résonances du fragment W1-DBD a 25° C a été déposée sur BioMagResBank

(http://www.bmrb.wisc.edu/) sous le numéro d'accession 26645.

8.3 Publication : Attribution et étude de la structure secon-

daire résiduelle

Le domaine AR-NTD est le siégge de nombreuses modifications post-traductionnelles et
d'interactions protéine/protéine qui font que ce récepteur est impliqué dans de nombreuses voies
de signalisations pour réguler |'expression des génes cibles. Nous avons attribué les fréquences
de résonances du squelette peptidique du fragment W1-DBD, nommé NTD—-DBDs15-627 dans
la publication acceptée dans la revue  Journal of Biomolecular Assignments

Les résultats indiquent que les 37 derniers résidus de AR-NTD présentent une propensité
d'environ 20% a former une structure secondaire en hélice- . Ces résultats pourront étre utilisés
dans des futures études d'interactions avec des partenaires de cette région du récepteur mais
également avec des séquences d’ADN pour établir le role de cette région dans |'interaction de
AR avec I'ADN.

Meyer Sandra, Wang Ying-Hui, Pérez-Escriva Pau and Kieffer Bruno (2015), Backbone

LH, 15N, 13C NMR assignment of a part of the N-terminal and DNA binding domain of
the androgen receptor. Biomolecular NMR Assignments, DOl 10.1007/s12104-015-9661-8.
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8.4 Etude de |l interaction du fragment W1-DBD avec un

élément de réponse IR3

8.4.1 Mise en place des expériences de titrage

L'interaction du fragment W1-DBD avec I'élément de réponse IR3 de 19 paires de base Slp
(Sex-limited protein), issu du promoteur d'une protéine du sérum chez la souris, a été suivie
par RMN a 25°C. L'expérience de titrage protéine-ADN peut étre réalisée de deux facons
différentes : soit par ajouts successifs de petits volumes d'une solution concentrée d'’ADN dans
un échantillon de protéine, soit par ajout successif d'une solution concentrée de protéine a un
échantillon d'oligonucléotide.

Dans notre étude, nous avons opté pour la premiére méthode en raison de la difficulté a
concentrer la protéine du fait de la propension a s'agréger a haute concentration. La formation
du complexe protéine-ADN est suivie en enregistrant un spectre proton adapté pour |'observa-
tion des protons-imino de I'ADN, ainsi qu'une expérience *H—*N-SOFAST-HMQC a chaque
ajout.

Le signal correspondant aux protons-imino offre une signature des appariements Watson-
Crick, caractéristiques d'une séquence d’ADN double brin. En effet, I'échange des protons-imino
avec les protons du solvant est trop rapide pour permettre leur observation lorsque ces protons
ne sont pas engagés dans une liaison hydrogéne. La séquence d'impulsion utilisée est de type
Jump & Return (JR) [Plateau P. 1982] qui permet d'éviter la saturation de I'aimantation de
I'eau. Le délai caractéristique de la séquence JR ( = 43,5 s) a été ajusté pour obtenir un

maximum d’excitation autour de 13 ppm.
8.4.2 Résultats

Evolution des résonances des protons-imino au cours de l'interaction

L'évolution des spectres JR lors du titrage est représentée sur la Figure 8.4 dont |'agrandis-
sement correspond & la région des protons-imino. Lors des premiers ajouts, la faible quantité
d'oligonucléotides, ainsi que la largeur de raies importante (I'ensemble de I'ADN étant sous

forme complexée du fait de |'excés de protéine) ne permet pas I'observation d'un signal.
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W1-DBD : ADN
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Figure 8.4 — Evolution du signal des protons-imino lors du titrage W1-DBD :ADN. L'encadré
correspond & un agrandissement de la région des protons-imino ot sont superposés les spectres
1D 'H Jump & Return en présence de concentration croissantes d’ADN. Les spectres ont été

enregistrés a 700MHz, 298K et pH=6,5.

Nous observons une augmentation de I'intensité des raies jusqu'a un rapport protéine-ADN
de 1:0,5 (ce qui correspond a la fixation de deux molécules de DBD sur un oligonucléotides).
L'ajout de quantités supplémentaires d'oligonucléotides conduit & un déplacement des raies
vers les fréquences correspondant a la forme libre de I'oligonucléotide SLP. L'attribution des
fréquences de résonances des protons-imino de cet oligonucléotide a été réalisé par Isabelle
Lebars dans le cadre de |'encadrement d'un stage de master 2 (Wissem Medjaoui, 2011). Une
partie de ces attributions est représentée sur la Figure 8.4. Les déplacements observés pour
les protons-imino Gi3 et Ga indiquent que les deux demi-sites de |'élément de réponse sont

occupés.

Evolution des résonances de la protéine au cours de |'interaction

Les spectres 'H-1"N-SOFAST-HMQC permettent de suivre I'interaction du cété de la pro-
téine. Les spectres correspondant aux ratios protéine : ADNde1:0,1:05,1:1et1:1,25
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ont été superposés sur la Figure 8.5.
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Figure 8.5 — Interaction suivie du coté de la protéine. Superposition des spectres 2D 'H-1°N-
SOFAST-HMQC du fragment W1-DBD en présence de concentrations croissantes d’ADN. Les
différents agrandissements montrent le comportement différent que peuvent avoir les résidus
au cours d'une expérience de titrage. Les spectres ont été enregistrés a 700MHz, 298K et
pH=6,5.

Les résultats montrent que les résidus ne présentent pas tous le méme comportement au
sein du complexe. En effet, I'intensité diminue pour certains résidus jusqu'a disparaitre du
spectre car le pic s'élargit de facon importante. Ce phénoméne est observé pour les résidus
appartenant au DBD se trouvant a l'interface protéine/ADN, comme Y571 par exemple, ou
dans l'interface de dimérisation protéine/protéine entre les deux DBDs comme par exemple
A596.

L'élargissement des pics de corrélation *H—15N est lié¢ a une contribution de I'équilibre entre
les formes libres et complexées a I'ADN de la protéine. En effet, la constante de dissociation
apparente mesurée pour |'oligonucléotide SLP est de I'ordre de 10 M (résultats préliminaires).

L'effet de I'échange entre les formes libres et liées sur les fréquences de résonance dépend

du carré de la différence de fréquence entre les deux formes. Pour un échange dit rapide

195



Chapitre 8. Etude du fragment W1-DBD par RMN

nous pouvons ainsi observer un décalage en fréquence pour une faible différence de fréquence

entre la forme libre est liée, et un élargissement des raies pour une différence importante.

Enfin, I'observation d'un pic double pour 1561 est plus surprenante, car ce résidu est situé
entre deux cystéines impliquées dans la coordination du premier doigt de zinc, localisé a distance
de l'oligonucléotide. Les deux formes pourraient &tre liées & une légére asymétrie du premier
doigt de zinc. En effet, le proton amide de 1561 est engagé dans une liaison hydrogéne avec le
souffre de C559, ce qui le rend trés sensible a toute modification de la sphére de coordination

du zinc.

Pour une analyse détaillée de cette expérience, les différences de déplacement chimique
composites ( ppm) ont été calculées pour chaque résidu d'aprés |'équation présentée dans
le chapitre 3, pour les ratios protéine : ADN 1:0,5et1: 1. La Figure 8.6 montre la différence
de déplacement chimique pour le ratio 1 : 0,5 (ces différences n'évoluent pas de maniére

significative entre les deux points de titrage).
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Figure 8.6 — Perturbation des déplacements chimiques pour chaque résidu entre |'état libre et
lie du fragment W1-DBD. La structure secondaire du DBD provenant de la structure cristal-

lographique du DBD lié a I'ADN est représenté par les hélices 1 et o (PDBID : 1R4l)
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Comme attendu, les déplacements chimiques, correspondant a une modification de |'envi-
ronnement chimique local d'un noyau, sont plus importants pour les résidus appartenant au
DBD et plus particuliérement ceux situés aux interfaces protéine/ADN et protéine/protéine. En
particulier, le résidu H570 qui établit une liaison hydrogéne avec le squelette sucre/phosphate
de I'ADN présente le déplacement chimique le plus important (chapitre 5). Des déplacements
de fréquence sont également observés pour les protons amides des résidus du NTD. Ceci pour-
rait étre lié & des contacts transitoire entre des régions du NTD et I'ADN ou le DBD, et
concerne en particulier les résidus autour des positions C520 et Y532.

Dans |'expérience SOFAST, l'intensité des pics de corrélation est sensible a la relaxation
T2 des noyaux Hy et °N, mais également a la relaxation T1 de |'ensemble des protons non-
échangeables de la protéine, qui constitue un réservoir d'aimantation, favorisant un retour
a I'équilibre rapide de |'aimantation des Hy aprés une excitation. L'analyse comparée des
intensités des raies pour les formes libres et liées de la protéine met en évidence une réponse
contrastée entre la partie repliée de la protéine, le DBD, et sa partie désordonnée, le NTD

(Figure 8.7).
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Figure 8.7 — Rapport des intensités de chaque résidu entre I'état libre et lié du fragment
W1-DBD. Le structure cristallographique correspondant a un homodimére de DBD de AR
sur I'’ADN est représentée (PDB : 1R4l). L'hélice @l du DBD est représentée en jaune. Les
étoiles correspondent a des résidus se trouvant dans |'interface de dimérisation (sphéres roses),
les résidus rapporteurs de |'interaction, H570, au contact de I'’ADN,et I'A596 a I'interface de

dimérisation (sphéres vertes.)
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Alors que la formation du complexe conduit a une baisse d'intensité pour la plupart des
résidus du DBD, une augmentation significative de |'intensité des raies est observée pour les
résidus du NTD. Cette augmentation est liée a une meilleure efficacité de |'expérience SOFAST
du a une relaxation T1 plus rapide des Hy. Cet effet peut s'expliquer par |'existence de contacts
transitoires entre la partie NTD de AR et |'oligonucléotide ou bien une modification de la
dynamique de I'ensemble conformationnel du NTD.

Des expériences complémentaires de type hetSOFAST devront étre menées pour établir la
source supplémentaire de relaxation T1 conduisant & des expériences SOFAST plus efficaces

[Schanda 2005].

8.5 Conclusion

La contribution du domaine NTD dans I'interaction DBD/ADN a déja été décrite dans la
littérature pour I'AR [Palvimo 1993]. Les études a ce sujet montrent que la présence du NTD
diminue I'affinité de AR-DBD pour ses éléments de réponse.

Gast et coll. ont montré que la délétion des résidus 510-536, 488-536 ou 447-536 au niveau
de I'extrémité C-terminale du NTD méne & une augmentation de I'activité de liaison du DBD
a I'’ADN par rapport au récepteur sauvage [Gast 1998]. Ceci montre que la région 447-536
de AR-NTD est probablement impliquée dans la modulation de l'interaction de AR-DBD avec
I'ADN. lls proposent que la contribution du NTD dans I'interaction DBD/ADN soit due & la
présence de structure secondaire permettant le recrutement de co-régulateurs plutét qu'a un
effet de séquence.

Une autre étude a permis d'identifier 81 résidus du NTD directement adjacent au DBD
ayant un effet inhibiteur de la liaison du DBD sur une séquence consensus d'’ADN non spécifique
de AR [Liu 2003].

Brodie et coll. identifient une régulation allostérique de AR qui passe par un changement
de conformation du domaine NTD au contact de I'ADN par dichroisme circulaire et protéo-
lyse [Brodie 2005]. Les auteurs suggérent également une communication intra-domaine entre
le DBD et NTD pour expliquer la diminution de I|'affinité de liaison du récepteur en présence
du NTD. Ceci a déja été suggéré auparavant lors d'études utilisant des récepteurs chimériques
AR/GR. En effet, I'utilisation d'une protéine composée de AR-NTD/GR-DBD conduit a I'ac-
tivation de la transcription du géne de AR qui contient un élément de réponse pour AR dans
sa région promotrice, alors que ceci n'est pas observé dans le cas d'une protéine chimérique
GR-NTD/AR-DBD [Grad 2001]. Ces études mettent en avant la nécessité de la présence de
AR-NTD dans la régulation des génes cibles de AR.
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Des effets similaires ont également été observés pour le récepteur des glucocorticoides (GR)
[Eriksson 1990, Dahlman-Wright 1992].

Bien que toutes ces études montrent I'implication du NTD dans la liaison d'un récepteur
nucléaire a I'ADN, aucune d’entre elle n’a encore montré clairement |'existence d'une interaction
NTD/DBD ou NTD/ADN.

L'attribution des fréquences de résonances du fragment W1-DBD fournit les premiéres
informations sur la conformation et la dynamique de la région TAU5, qui est importante pour
I'activité transcriptionnelle ligand-indépendante de AR.

Nous montrons que ce fragment du NTD présente une propensité d'environ 20% a former
une structure secondaire en hélice, ce qui est cohérent avec la présence de nombreux résidus
hydrophobes conservés. Ces résultats corroborent ceux obtenus par dichroisme circulaire au
chapitre 7. Nous mentionnons la présence d'une forme minoritaire en solution qui pourrait
provenir de l'isomérisation cis/trans d'une ou plusieurs prolines situées dans le NTD.

La comparaison des déplacements chimiques mesurés pour le DBD et pour le fragment W1-
DBD indique que la présence de ce fragment NTD n'altére pas la structure tridimensionnelle
du DBD. Cependant, le fragment NTD peut &tre impliqué dans des contacts transitoires avec
la surface du DBD. De plus, la présence de la partie désordonnée n'altére pas la capacité de
lier I'ADN sous la forme d'un homo-dimére symétrique du DBD puisque |'intensité du signal
de I'A596, qui est notre rapporteur de la dimérisation du DBD de AR, diminue au cours du
titrage de la méme facon que pour le récepteur sauvage.

Les différences de relaxation T1 dans I'expérience SOFAST sont le reflet des différences
structurales et dynamiques au sein d'une méme protéine. Nos résultats laissent penser que cette
courte région NTD contribue a l'interaction de AR-DBD avec I'ADN, bien qu’elle reste fonda-
mentalement désordonnée. Les variations de I'affinité seraient expliquées par une modulation
de I'ensemble conformationnel accessible par le NTD. Cette hypothése est inspirée des travaux
récents de Vincent Hilser, qui propose un mécanisme par lequel une région désordonnée d'une
protéine peut &tre un effecteur allostérique d'une partie repliée [Hilser 2007].

Une analyse plus fine devra permettre de déterminer I'origine de cet effet qui peut étre di
soit a une modification de I'ensemble conformationnel décrit par le NTD, et/ou des variations
de la vitesse d'échange des protons amides avec ceux de |'eau. Les expériences RMN de type
EXSY ou CLEANEX permettent de mesurer la constante d'échange entre les Hy et les protons
de I'eau, qui renseigne sur |'accessibilité des Hy par le solvant [Hwang 1998].

Ce type d'expérience renseigne sur |'accessibilité de la protéine au solvant mais également
sur la densité de proton et donc sur la compaction globale d'une chaine polypeptidique. Il est

alors possible de faire la distinction entre une partie globulaire et une partie flexible au sein
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d'une méme protéine. Ainsi, si le fragment NTD se trouve & proximité de I'ADN les Hy seront
alors protégés du solvant.

Enfin, des données quantitatives sur les contributions énergétiques de la fixation a I'ADN
devront étre mesurées pour déterminer I'impact de la région NTD sur |'affinité de liaison a
I'’ADN. Ces résultats seront dans un second temps comparés a ceux obtenus lors de |'interac-
tion de AR-DBD isolé avec ses éléments de réponse. Des résultats préliminaires obtenus par
Emmanuel Oppong indiquent que la présence du NTD entraine une diminution de I'affinité du
DBD pour I'ADN.

L’ensemble de ces résultats indiquent que cette région du AR-NTD présente des caracté-
ristiques structurales et biochimiques suggérant son implication dans les interactions protéines-
protéines avec des co-régulateurs du récepteur mais également dans l'interaction du récepteur
avec I'ADN et probablement dans la régulation de la spécificité de reconnaissance des types
d'éléements de réponse. Une combinaison de plusieurs mécanismes est sans doute a |'origine
de la spécificité de reconnaissance de I'ADN par AR, parmi lesquels nous pouvons supposer
un changement de |'environnement du résidu H570 de AR-DBD induit par la présence de la
région NTD. En effet, ce résidu présente un déplacement chimique important en présence de
la région NTD. De plus, ce résidu établit une liaison hydrogéne avec un phosphate de I'ADN
lors de I'interaction [Shaffer 2004].

L’attribution des fréquences de résonances de ce fragment sont utiles pour étudier les in-
teractions protéines-protéines et protéines-ADN qui interviennent dans la régulation fine de
la fonction de AR. Ce fragment permet également d'envisager |'étude des mécanismes molé-
culaires de signalisation par modification post-traductionnelle du NTD. En effet, le fragment
W1-DBD contient deux sites de phosphorylation conservés (sur des tyrosines) ainsi qu'un site

de sumoylation.
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ANNEXE C

C.1 Acquisition, interprétation des spectres RMN du frag-
ment W1-DBD

Etude de la structure secondaire

Pour déterminer la présence de structure de secondaire du fragment NTD—-DBDs15-627
nous avons utilisé le programme SSP (Secondary Structure Propensities) [Marsh 2006]. Ce pro-
gramme de prédiction combine les déplacements chimiques des noyaux du squelette peptidique
et renvoie un score représentant la fraction de structure / . Les scores de -1 et +1 corres-
pondent & des structures secondaires compléte de type feuillets- et hélices- respectivement.

Le score est calculé pour un résidu i et prend en compte les deux résidus précédents et

suivants dans la séquence.

| Xjobs| g; ( Xjobs)(AéXja)>0

i+2 2
23:172 ZX 1 ' X

iobzl i ( X;0bs)(ASX, 5)>0
. B
SSPi = — J (C.1)
o 7; i Si ( X]Obb)(A5X]a)>0
2;172 2ox [
) — si ( onbs)(A5Xj5)>0

Xjobs correspond au déplacement chimique secondaire du noyau X du résidu j. X,/

correspond au déplacement chimique secondaire moyen du noyau X du résidu j s'il était dans
une structure secondaire de type ou et p; est la déviation standard de X, 3.
Les déplacements chimiques moyens pour des résidus présents dans une hélice- , feuillet-
ou random coil proviennent de la base de données des déplacements chimiques référencés
(RefDB)[Zhang 2003].

Les noyaux Hy et *°N étant trés sensibles aux conditions expérimentales tels que le pH et

la température, nous avons utilisé les déplacements chimiques des *3C,, 13Cg.

Titration du fragment W1-DBD

Les expériences d'interaction ont été réalisées dans un tube RMN de 3mm. Des quantités

croissantes de oligonucléotides double brin SLP (concentration stock = 0,96 mM) sont ajoutées



Annexe C.

a 150 | de protéine W1-DBD doublement marquée '°N, 3C a4 100 M dans le tampon
phosphate (50 mM Na Phosphate/ pH 6.5/ 150 mM NaCl/ 1mM DTT/ 10% D:0).

L'oligonucléotide double brin SLP a été obtenu d'aprés le protocole décrit dans le chapitre

L'interaction est suivie par I'enregistrement d’expériences 1D 'H Jump & Return et 2D
'H-15N-SOFAST-HMQC a chaque point de titration.

Les spectres RMN ont été enregistrés a 298 K sur un spectrométre Bruker Avance Il
700 MHz équipé d'une cryosonde Z-gradient. Le traitement des spectres a été réalisé avec le
logiciel TopSpin 2.1 (Bruker) et analysés avec les logiciels CcpNMR Analysis [Vranken 2005]
et NMR-notebook 2.7. Pour augmenter le rapport signal/bruit des spectres 1D *H Jump &
Return , un l'algorithme de débruitage urQRd (uncoiled random QR denoising) a été appliqué
par Lionel Chiron [Chiron 2014].
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CHAPITRE 9

Conclusion générale

L'étude présentée ici a pour but de comprendre les mécanismes de reconnaissance de 'ADN
et le role du domaine N-terminal (NTD) désordonné dans la fonction des récepteurs nucléaires.

Dans une premiére partie, nous avons vu qu'une mutation faux-sens dans le domaine de
liaison a I'ADN (DBD) du récepteur des androgénes (AR) (T575A), située a distance de I'ADN,
altérait son mode d'interaction avec I'ADN. Les études préliminaires menée par Ying-Hui Wang,
dans le cadre de ses travaux de thése, montrent que les structures tridimensionnelles des DBDs
wt et T575A sont quasiment identiques et que |'unique différence est |'état de protonation du
résidu H570. Ces résultats n'expliquent pas les différences observées au niveau cellulaire et il
n'est pas possible d'établir un lien structure/fonction. C

Pour comprendre ce phénoméne de dérégulation nous avons entrepris d'étudier la formation
du complexe DBD/ADN en solution par RMN. Pour cela, nous avons utilisé deux séquences
d'ADN provenant d’ARE ne différant que d’une seule base. L'une de ces séquences est reconnue
uniquement par AR alors que |'autre est reconnue également par GR.

La caractérisation des interactions AR-DBD/ADN repose sur des expériences de titrage
protéines-oligonucléotides suivies par RMN. Le marquage isotopique de la protéine permet de
suivre |'évolution des espéces en présence (DBD libre ou li¢, oligonucléotide) au cours de la
titration.

Ces expériences indiquent finalement que les monoméres de DBD (sauvage et mutant)
forment un homodimére de type téte a téte pour les deux types d'éléments de réponse (AR
et AR/GR). Les différences de déplacements chimiques se situent essentiellement au sein de
I'interface de dimérisation du DBD, ainsi qu'au niveau des acides-aminés en contact direct avec
I'ADN.

Ces données structurales ont été complétées par des mesures de titration calorimétrique
isotherme (ITC) et de spectrométrie de masse dans le cadre du stage de Master 2 de Justine
WOLF que j'ai eu |'occasion d'encadrer. Les résultats indiquent également que les DBDs
mutant et sauvage présentent une affinité plus grande pour I’ADN non spécifique, préférence
qui n'est pas altérée par la mutation T575A. La stoechiométrie des complexes a été vérifiée

par spectrométrie de masse en condition native, qui montre |'existence d'un complexe ternaire
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dans tous les cas.

L'ensemble de ces résultats suggére que les différences de propriétés de reconnaissance de
I"’ADN observées pour le mutant T575A sont liées a des altérations de nature dynamique, plutét
que structurale. Ainsi, in vitro nous observons que la modification des énergies faibles entraine
un changement dans la dynamique de l'interaction. A partir de ces résultats, nous pouvons
formuler I'hypothése que les modifications des mécanismes de reconnaissance de I'’ADN sont
liees & une déstabilisation qui résulte d'une modification de l'interaction entre |'histidine H570
et le squelette phosphate de I'ADN. Dans le contexte cellulaire, ces modifications d'énergies
faibles sont associées a des pathologies comme le cancer de la prostate pour la mutation T575A,
ou le syndrome d'insensibilité partielles aux androgénes nommé syndrome de Reifenstein lors
de la mutation A596T située dans I'interface de dimérisation?.

Ces observations corroborent les résultats issus de plusieurs études récentes qui montrent
que les récepteurs nucléaires constituent des effecteurs allostériques complexes, capables d'in-
tégrer des signaux moléculaires de natures différentes (modifications post-traductionnelles,

séquence d'ADN, interactions avec des ligands).

Dans une deuxiéme partie de ma thése, nous nous sommes intéressés a la caractérisation
du domaine NTD de AR. Aprés une premiére étude bio-informatique, nous avons identifié 5
régions présentant des caractéristiques de séquence particuliéres au sein du NTD. La mise au
point d'un protocole de purification robuste a démontré notre capacité a produire des frag-
ments de AR-NTD avec une qualité et une reproductibilité permettant leur étude a I'aide de
méthodes biophysiques. Ces fragments ont été étudiés pour la premiére fois par une combi-
naison de méthodes biophysiques telles que la fluorescence, le dichroisme circulaire, le SAXS
et la RMN. Nos résultats indiquent que les 5 régions identifiées sont majoritairement désor-
données mais présentent un comportement hydrodynamique différent en fonction de la zone
considérée. En effet, les résultats contradictoires obtenus pour les fragments W2 et W2-DBD
suggeérent la présence de plusieurs conformations instables pour cette région du NTD. De plus,
les données RMN nous indiquent que le résidu tryptophane W526 se trouve dans un contexte
de séquence particulier puisque sa fréquence de résonance est bien distincte de celle des 3
autres tryptophanes.

La présence du DBD en fusion avec les différentes régions NTD nous a permis de mettre
en évidence une stabilisation de structure en hélice- de la région C-terminale de AR-NTD
par CD qui a ensuite été confirmée par |'analyse des déplacements chimiques obtenus par

RMN. Ces résultats suggérent une communication interdomaine avec la formation de contacts

1. Kaspar et al., Molecular and Cellular Biology, Vol. 13, No.12, p. 7850-7858
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transitoires entre le NTD et le DBD de AR. Le DBD nous sert également de sonde RMN pour
étudier le réle du domaine NTD dans I'interaction du récepteur avec I'ADN. En effet, le réle de
cette région désordonnée dans le mécanisme de reconnaissance de I'’ADN par AR-DBD n'a pas
encore été décrit Le gain de relaxation T1 observé pour les résidus du NTD lors des expériences
d'interaction avec I'ADN du fragment W1 suggére que le NTD se trouve a proximité de I'ADN
ou du DBD. Bien que ces résultats nécessitent d'étre confirmés par des expériences de mesure
du temps de relaxation et des expériences de type hetSOFAST, CLEANEX ou EXSY, nos
résultats indiquent que |'extrémité C-termnale de AR-NTD est capable d'adopter une structure
en hélice- , phénoméne qui peut avoir lieu soit par communication interdomaine NTD/DBD,
soit lors de Il'interaction avec des partenaires comme |I'ADN ou des protéines régulatrices.

Par ailleurs, de nombreuses études mettent en avant I'importance des régions désordonnées
dans des processus complexes comme le contréle de I'expression des génes cibles. Dans leur
revue, Hilser et Thompson décrivent du réle clé du domaine NTD dans la régulation allostérique
des récepteurs nucléaires?. Ainsi, le domaine NTD facilite le couplage allostérique entre les
différents domaines des récepteurs nucléaires et leurs interactants. Enfin, des travaux récents
suggérent que ce domaine NTD existe comme un ensemble de conformations dont certaines
peuvent &tre stabilisées par des interactions allostériques comme par exemple les modifications
post-traductionnelles.

A court terme les perspectives de ce travail sont I'étude de |'interaction de cette région AR-
NTD avec des co-régulateurs du récepteur induisant des modifications post-traductionnelles
et |'observation de l'interaction a I'ADN. Il sera également intéressant d'étudier la partie N-
terminale du NTD, notamment le réle des différents homopolyméres et I'importance de leur
topologie. A long terme, I'étude du récepteur entier pourra permettre de disséquer les méca-
nismes allostériques ayant lieu entre les différents domaines et les effecteurs allostériques que
sont le ligand, la séquence d'ADN, les modifications post-traductionnelles et les co-régulateurs.
La compréhension du fonctionnement de ce domaine pourra permettre la développement de
nouvelles stratégies thérapeutiques pour les patients atteint de cancer de la prostate en situation

d'échappement au traitement.

2. Hilser V. J. and Thompson E. B., The Journal of Biological Chemistry, Vol. 286, No.46, p. 39675-39682
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Résumé

Cette thése se situe a l'interface entre la biologie et la biophysique. Les méthodologies utilisées
recouvrent principalement la résonance magnétique nucléaire (RMN), la diffusion des rayons X aux
petits angles (SAXS), le dichroisme circulaire (CD) et la spectroscopie de fluorescence. Une
premiére partie vise a étudier le domaine de liaison a 'ADN (DBD) du récepteur des androgénes
(AR) et les déterminants de l'interaction avec 'ADN. Une mutation faux-sens dans le DBD altére la
spécificité de reconnaissance de '’ADN du récepteur bien que la structure tridimensionnelle soit
identique au DBD sauvage. Les résultats montrent un changement dans la dynamique du récepteur
mutant entrainant une déstabilisation de 'homo-dimére.

La seconde partie de ma thése consiste a établir un lien séquence/fonction au niveau du domaine N-
terminal (NTD) de AR.

D’aprés la littérature, cette région joue un réle important pour l'activité du récepteur, et elle est
également décrite comme étant intrinséquement désordonnée. Les résultats révélent que cette
région établit des contacts transitoires avec le DBD. Ceci suggére l'existence d'un couplage
allostérique entre le DBD et les résidus adjacents sur le NTD.

Ce couplage modifie I'ensemble conformationnel accessible au NTD en favorisant une conformation
en hélice-a.

Mots-clés : AR, NTD, DBD, IDP, RMN

Abstract

My PhD project is at the boundary between biology and biophysic. Methods used include nuclear
magnetic resonance (NMR), small ange X-ray scattering (SAXS), circular dichroism (CD) and
fluorescence spectroscopy. The androgen receptor (AR) DNA binding domain (DBD) and its
interaction with DNA was studied in a first part. A mutation in the DBD leads to a modified DNA
recognition by the mutant compared to the wild-type. Our results indicate changes in dynamic of the
mutant receptor that leads to the homodimer destabilisation.

The second part of my project aim to establish a link between sequence and function of the AR N-
terminal domain (NTD).

As described in literature, this region is involved in the activity of the receptor and is also an
intrinsically disordered protein (IDP). The results obtained during my thesis indicate that this region is
involved in transient contact with the DBD. This suggest an allosteric coupling between the DBD and
the neighboring residues on the NTD.

This coupling modifies the conformational ensemble accessible to the NTD by stabilizing a a-helix
conformation.

Keywords: AR, NTD, DBD, IDP, NMR




