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Liste des principales abréviations

AA2A : récepteur a I'adénosine A2A
AB42: peptide Amyloidg 1-42
ABHD : Alpha Beta Hydrolase Domain
ACONH4 : Acétate d’'ammonium
ADC : Antibody Drug Conjugate

Apo : protéine libre (sans interaction avec
une petite molécule)

ATD : Arrival Time Distribution
CCS: Collision Cross Section

CE : Energie de collision en cellule HCD
sur 'TEMR

CID : Energie de collision en source sur
'EMR

CIU : Collision Induced Unfolding
CMC : Concentration Micellaire Critique

DARav : Nombre moyen de drogues fixées
par anticorps

DDM : DoDécylMaltoside

DMSO : DiMéthylSulfOxyde

Dn : Anticorps conjugué a n drogues
DRX : Diffraction des Rayons X

DTIMS : Drift Tube lon Mobility
Spectrometry

ESI : lonisation par ElectroSpray
HCD : High energy Collision Dissociation

Holo : Protéine interagissant avec une petite
molécule

HDX : échange hydrogéne-deutérium
IM : Mobilité lonique

IM-MS : couplage de la mobilité ionique a
la spectrométrie de masse

IgG : Immunoglobine de type G
Kd : constante de dissociation
LC : Liquid Chromatography
m/z : rapport masse sur charge

mADb : monoclonal Antibody

ME : Microscopie Electronique

MS : Spectrométrie de Masse
NHsHCO3 : bicarbonate d’ammonium
PA : Projection Approximation

Pi : Pression en source

PM : Protéine Membranaire

PTM : Post-Trandational Modification
Q : Quadripodle

Qve: débit d’hélium appliqué dans la cellule
IM

Qn2 : débit d’azote appliqué dans la cellule
IM

RCPG : Récepteur Couplé aux Protéines G
RMN : Résonance Magnétique Nucléaire
Rs: Résolution

SEC: Chromatographie d’Exclusion
Stérique

td : temps de dérive / temps de passage
d’un ion dans la cellule IM

TM : Trajectory Method
TOF : Time-Of-Flight

Transfer CV : Tension appliquée a I'entrée
de la cellule de transfert du Synapt
G2 HDMS

Trap CV : Tension appliquée a I'entrée de
la cellule de collision du Synapt
G2 HDMS

Trap gas: débit d'argon appliqué dans la
cellule de collision

TWIMS : Travelling Wave lon Mobility
Spectrometry

Vc : Tension appliquée sur le céne
d’échantillonnage

12 : largeur d’'un pic a mi-hauteur
WH : Wave Height

WT : Wild Type

VH : Wave Vdocity

XL : pontage chimique
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INTRODUCTION GENERALE

Les mécanismes physiologiques du vivant sont bageane régulation vaste, fine et organisée des
fonctions cellulaires qui est elle-méme régie @apiésence d’interactions non covalentes entre de
nombreuses biomolécules de taille, complexité aireadiverses. Dans certains cas, la perturbation
d’'une ou plusieurs interactions peut engendreréreglement de la fonction cellulaire et conduire a
terme au développement d’'une pathologie. Le déaggtle ces réseaux d’interactions devient alors
indispensable afin de mieux comprendre les mécassnoléculaires qui sous-tendent ces pathologies
et ainsi de pouvoir rétablir I'équilibre. Dans eetiptique, de nombreuses techniques biophysiques
comme la résonance magnétique nucléaire (RMN), iffiaction des rayons X (DRX) et la
microscopie électronique (ME) permettent de carsee les déterminants de linteraction et
I'organisation spatiale de ces édifices a I'échatlemique et/ou macromoléculaire en fonction de la
résolution propre a chaque technique. De ces irdtioms structurales tridimensionnelles, il est
également possible de déterminer la stoechiométragécificité, et dans certains cas, I'affinitdaet
dynamique entre des petites molécules (ligandsgades/potentiels médicaments) et des protéines.
Décrite pour la premiére fois en 19%1la spectrométrie de masse (MS) nativpii permet I'étude
des complexes non-covalents d’origine biologique\&, s’avere étre une technique complémentaire
aux technigues biophysiques classiques. En effiet,permet d’accéder a certaines informations
comme la stoechiométrie, l'affinité et la dynamigli@teraction entre les partenaires constituant le
complexe. Elle permet grace a l'ionisation élegirag (ESI), qui est un mode d’ionisation dit
« doux », de conserver la conformation initialee ditnative » des complexes lors du passage de la
solution vers la phase gazeuse. Cette techniqueawgsurd’hui largement appliquée pour la
caractérisation de nombreux systémes protéiquemblss| et notamment dans le cadre de criblage
protéines/ligands mais aussi pour la caractérisation des anticonpmoclonaux (mAbs) dans
I'industrie pharmaceutiqdeou encore de complexes multiprotéiques de hautssel Depuis une
dizaine d’anné€s une nouvelle dimension de séparation en phaseugaza été couplée a certains
spectrometres de masse utilisés pour la MS natiemobilité ionique (IM-MS) qui permet une
séparation des ions en fonction de leur chargeuetdonformation. Les temps de dérive (td) des ions
au sein de la cellule de mobilité ionique sont @stis en sections efficaces rotationnelles desiolff
(Collision Cross SectiqrCC9 qui refletent la structure tridimensionnelle denl en phase gazeuse.
Cette information de surface permet notamment terméner la conformation globale de complexes
divers ou de suivre le changement conformatioromhpaction/extension) induit par la fixation d’'une



petite molécule ou d’'un autre partenaire protéidiee.résolution des cellules d’'IM actuellement
commercialisées est limitée et ne permet pas tosje détecter des changements conformationnels
fins, notamment lorsque les changements n'impacieatpeu la conformation globale de la protéine.
Plus récemment, une nouvelle approche IM-MS nom@eéiision Induced UnfoldingCIU, qui
pourrait étre traduit par « déploiement induit paltisions ») a été décriteCette approche permet de
différencier le comportement conformationnel desnmlécules en phase gazeuse apres activation
énergétique par collisions lorsque I'IM-MS classqe le permet pas.

Outre la steechiométrie d’interaction et la confaioraglobale d’'un complexe, caractériser les zones
d’interaction entre deux partenaires peut étre @uiial pour le développement de nouvelles
molécules plus spécifiques ou pour la compréhergggrinteractions constitutives des complexes. La
encore, des approches de MS telles que I'échanded@ne/deutérium suivie par M8ydrogen
Deuterium Exchange Mass-SpectromekidX-MS ou les approches de pontage chimique peuvent
étre utilisées. La technique HDX-MSpermet d’observer a I'échelle peptidique des diffices
d’'incorporation en deutérium au sein des différemégions de la protéine d’intérét seule ou en
complexél. L’ensemble des techniques de MS native, IM-MSXHDS, pontage chimique a pour
objectif de fournir des informations structurales ks complexes/biomolécules étudiés a partir de
données de MS : on parle de « MS structurfle »

Les approches de MS structurale sont aujourd’higel@ment appliquées a la caractérisation de
complexes multiprotéiques solubfgmais présentent un certain nombre de limites panalyse de
protéines membranaires (PMs). Ces derniéeres repietae?/3 des cibles thérapeutiques actuellement
en développement et nécessitent la présence d&gentsolubilisation (détergents, micelles,
liposomes, nanodisques) souvent non compatibleslagdechniques de MS mais également avec la
plupart des techniques biophysiques de caractiémsédRX, RMN et ME). A ceci s’ajoutent les
difficultés expérimentales de production qui déeatide la nature chimique complexe des PMs, et la
méconnaissance de la relation entre leur activigue environnement physiologique. L'utilisatioa d

la MS native pour la caractérisation des PMs édativement récenté et reste I'expertise de quelques
rares équipes dans le monde. Quelques articlaemel&@tude par MS native de transporteurs ABC,
tonneaux beta et de leurs interactions avec dessppio)lipide$. Mais la caractérisation des
récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) n'espgueéférencée dans la littérat§ret le criblage

de molécules ciblant ces PMs dans l'industrie plaaeutique reste un véritable défi.

Dans ce contexte, les objectifs de ce travail desdhs’articulent autour de développements
méthodologiques principalement en MS native et Ii8;Mnais aussi en HDX-MS, soit pour la

caractérisation de systémes biologiques impligdastprotéines thérapeutiques (PMs ou mAbs), soit



des complexes multiprotéiques qui posent problemdielogie structurale. Mon travail de thése
s’articule ainsi autour de trois axes.

1. Le développement de méthodes de MS native et HDX-MSur I'analyse de protéines
membranaires. Mon travail a tout d’abord consisté a optimises tmnditions de préparation des
échantillons et les conditions d’analyses MS afen dlobtenir des spectres de masse de qualité
suffisante pour la caractérisation de protéines bmanaires en présence de détergent a l'aide de
différents spectrométres de masse disponibles laordtoire. Puis, ces développements ont été
appligués aux criblages de ligands covalents etcoealents sur des PMs de complexités variables
mais aussi pour la détermination de I'état oligagqué d’un peptide hydrophobe.

2. Le développement d’approches de mobilité ionique digpe CIU pour la caractérisation
conformationnelle d’'une famille de protéines théraputiques particuliéres, les mabsJ’ai ainsi
optimisé I'ensemble des étapes de I'expérience @8U acquisition des données a la génération des
résultats et leur interprétation puis appliquéecafiproche a différents formats d’anticorps.

3. La combinaison d’approches de MS native et dIM-MS a dautres techniques
biophysiques pour la caractérisation de complexes uttiprotéiques. Le développement de
méthodes adaptées a la question de biologie staletposée a permis d’apporter des informations
nouvelles sur la composition et la conformation pdgsieurs complexes protéiques solubles en
combinant la MS native et I'IlM-MS. Ces difféerent®jets ont permis de montrer la complémentarité

de ces deux techniques avec les techniques deysigples classiques.
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PARTIE 1 : INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

Dans cette premiere partie, une description sutzohes interactions non-covalentes et des techsique
biophysiques utilisées pour la caractérisationcstinale de complexes protéiques régis par ces
interactions est proposée en chapitre 1. Le cleapitrst dédié a une description plus approfondie de

techniques de MS structurale et des principes &ssoc

Chapitre 1 : Les complexes non-covalents et leur Ectérisation structurale par

les techniques de biophysique.

Chapitre 2 : Les techniques de MS structurale poula caractérisation de complexes

non-covalents.



CHAPITRE 1 : LES INTERACTIONS NON-COVALENTES ET
LEUR ETUDE EN BIOLOGIE STRUCTURALE

Ce chapitre est dédié a un rappel sur les interacthon-covalentes qui régissent la formation de
complexes biologiques et leur étude par les teclsidpiophysiques de basse et haute résolution. Les

principes des différentes techniques sont détalidéss informations obtenues sont comparées.

1. Généralités sur les interactions non-covalentes.
L’étude des mécanismes cellulaires nécessite umpréhension fine et détaillée du réle de chaque
biomolécule (les protéines, les acides nucléigesdipides, etc.) et de son association a un pairte
a travers la formation d’un compléx&Jn complexe biologique est le résultat de la neeissance et
de l'interaction d’au moins deux partenaires. D'y, la reconnaissance ne peut avoir lieu que si
les zones des partenaires présentent une complnb@stérique (systeme clef-serrure) et d’autre pa
l'interaction ne peut étre maintenue que si lesderd’attraction sont supérieures aux forces de
répulsiort. Cette « interaction » entre deux partenaireseséalité le fruit de plusieurs contributions
locales d’origine diverses dont les énergies samtabled. Ces interactions non-covalentes dites
faibles (0-100 kJ/mol) en comparaison avec lesdias covalentes (100-1000 kJ/mol) sont décrites ci-
apres (figure 1).

. 6<;196 Interaction de Keesom

a) b) Dipsle permanent  Dipdle permanent

. o - @ % ' @6- Interaction de Debye

~ N Dipéle permanent  Molécule  Dipéle permanent  Dipdle induit

&6 &5~ &8
Liaison covalente = @ @ Interaction de London

(100-1000 kJ/mol) Dipéleinstantané  Molécule Dipdleinstantané  Dipéle induit

Interactions de Van der Waals
(0-10 kJ/mol)

& &*
<) d) €) "
& ) a A A *
N & 5 . @ <@» - <@»
7/ 6+ _/ N, +
v % v
&* <

4

Liaison hydrogéne Interaction ionique Effet hydrophobe
(10-40 kJ/mol) (100 kJ/mol) (=0 kJ/mol)

Figure 1. Représentation schématique des interactions e et non-covalentes, adaptée des
interactions non-covalentes peuvent étre distingug® deux classes: les interactions de type

électrostatique (Van der Waals, hydrogéne et ia)igti I'effet hydrophobe.
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1.1. Les interactions de Van der Waals.
Les liaisons de Van der Waals sont les interactimrscovalentes les plus faibles (0-10 kJ/mol) en
comparaison avec la liaison hydrogene et lintéoacionique décrites ci-apres. Trois types de
contribution peuvent étre distingdéfigure 1b) :
> Les interactions de Keesom : elles opéerent engemddecules polaires a travers une interaction
de type dipble permanent-dip6le permanent. Le dipéfmanent de chaque molécule provient
d’'une asymétrie de son propre nuage électroniquér§é par la différence d’électronégativité

y des deux atomes liés de maniére covalente.

> Les interactions de Debye : ces interactions résutie la polarisation du nuage électronique
d’'une molécule apolaire par une molécule polaigeadrant ainsi une interaction dite dip6le
permanent-dipdle induit.

> Les interactions de London : elles operent entsengl@lécules apolaires. La répartition inégale
de la densité électronique d’une molécule apokitm instant t engendre la formation d’'un
dipble instantané qui provoque une déformationuhge €électronique de la seconde molécule

apolaire voisine engendrant ainsi une interactitedipdle instantané-dipdle induit.

Ces interactions sont hautement dépendantes dgddack entre les dipdles. En effet, plus ces degni
sont proches plus I'énergie d’interaction est éeveé

E «1/r®
Relation de proportionnalité entre la distana@ntre les dipbles et I'énergie des interaction¥de
der Waal<.

1.2. La liaison hydrogene.

La liaison hydrogéne est majoritairement d’origélectrostatiqgue et est présente lorsqu’'un atome
d’hydrogéne est porté par un atome de grande éfegiativité comme I'oxygene (figure 1c), le soufre,
I'azote ou le fluot. Ainsi I'hydrogéne est chargé positivement et peteragir avec un atome portant
un double non liant soit de maniere intramolécalaoit de maniére intermoléculaire (avec une
seconde molécule). L'énergie d’'une telle interatist de I'ordre de 10 a 40 kJ/mol, supérieure aux
énergies mises en jeu dans les interactions dal®¥iawaals. Les liaisons hydrogenes sont notamment
responsables de la stabilisation des doubles 8ed®\DN (3 liaisons hydrogenes entre la guanine et

la cytosine, 2 liaisons hydrogenes entre I'adéeiria thymine).



1.3. L’interaction ionique.
Cette interaction subsiste entre deux atomes isnisé&charges opposées (une charge positive et une
charge négative, figure 1d). L’énergie d'une tétieeraction est régie d’'une part par la permitévit
électrigue relative du milietiet d’autre part par la distance entre les deuxeaso Ce type d’interaction
est renforcé du passage de la phase aquea8®) vers la phase gazeusel) avec une énergie de
I'ordre de 100 kJ/m68) gamme d’énergie du méme ordre de grandeur quiaisen covalente, pour

une distance interatomique d’environ 3A.

1.4. L’effet hydrophobe.
L’effet hydrophobé résulte d’une interaction impossible entre deséaues apolaires et un solvant
polaire comme I'eau et engendre une réorganisatiatiale de ces molécules (figure 1e). Celles-ci
sont contraintes a interagir entre elles afin deimiser leur surface exposée au solvant polaia
I'absence de solvant polaire, comme lors du trahefephase gazeuse, cet effet est considérablement

réduit’.

1.5. L’équilibre des forces d'attraction et de répision.
Les difféerentes interactions non-covalentes décrirécédemment contribuent ainsi a un
rapprochement des molécules jusqu’a une distannamnalie qui ne peut étre dépassée a cause des
forces de répulsion des nuages électroniques pemheiors I'obtention d’'un équilibre entre forces

attractives et répulsives.

2. Les techniques biophysiques au service de la caradsation d’'édifices
biologiques.
L’étude d'édifices biologiques peut étre réalisée moyen de diverses techniques biophysiques
complémentaires en termes d’informations apportéles,résolution, de quantités de matériel
nécessaires et de temps d’analyses. Les princgesdtechniques sont succinctement rapportés ci-

apres.
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Techniques de « faible » résolution Techniques de haute résolution

topologie générale/topologie détaillée résolution atomique
< Lach tographie d’exclusion stérique <+ La cristallographie aux rayons X
¢+ La diffusion des rayons X aux petits angles < Laré magnétiq
¢+ La résonance plasmonique de surface <+ La cryo-microscopie électronique

o

* La titration calorimétrique isotherme

¢ Les techniques de fluorescence

Figure 2. Présentation des techniques biophysiques utiliséesla caractérisation de biomolécules
2.1. Les techniques a basse résolution.

2.1.1. La chromatographie d’exclusion stérique.
La chromatographie d’exclusion stériquesize exclusion chromatograpf$EC) est une technique
séparative en solution permettant la différencrataies molécules en fonction de leur volume
hydrodynamiqu&®. Les composés d'intérét sont successivement élliggle d’'une phase mobile sur
une colonne chromatographique dont la phase stetignest inerte et dont la porosité est maitretée
connue. Les composés ayant les plus faibles raygsh®dynamiques auront des temps de parcours
moyens supeérieurs aux composeés possedant des aydmslynamiques plus élevés ainsi I'élution
des composés est inversement proportionnelle dadélg. Cette technique est généralement utilisée
pour évaluer la masse d’une biomolécule a I'aidprdééines étalofiu encore pour déterminer son
état oligomériqu¥. La chromatographie d’exclusion stérique est énafe appliquée pour déterminer
la steechiométrie d’interaction entre différentst@aaires protéiques mais sa résolution limitéeune |
permet pas d'évaluer la stcechiométrie d’interaction des systémes protéines-ligands. Outre son
utilisation comme technique de caractérisatiomr, &t également largement utilisée comme technique
préparative afin par exemple d’éliminer les sels nolatils présents dans les tampons de purifinatio
des protéines.

Informations apportées : état d’oligomérisation,tesation de la masse.

2.1.2. La diffusion des rayons X aux petits angles.
La technique de diffusion des rayons aux petitdemngusmall angle X-ray scatterin@GAXS) est
basée sur une mesure en solution de l'intensitéajems X diffusés par la biomolécule en fonction
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de l'angle du faisceau incident. Cet angle esri@f a 10° d’ou le nom de diffusion aux petits lasg
Cette technique permet de déterminer la taille @'biomolécule, son état oligomériglet les
différents domaines qui la composent pour la pritjposde modeéles structuraux de basse résolution
(10-15 AY2 Contrairement a la cristallographie aux rayonsle ne nécessite pas 'obtention de
cristaux et est donc particulierement adaptée tad& de complexes hétérogénes. En revanche sa
résolution plus limitée rend délicat I'étude deifgstmolécules par exemple dans le cas d’'un crblag
de ligands nécessitant ainsi l'utilisation de téghas complémentaires et la présence de modeéles
structurauX®,

Informations apportées : estimation de la tailleta¢ d’oligomérisation, proposition de modeles

structuraux.

2.1.3. La résonance plasmonique de surface.
La résonance plasmonique de surfacswtace plasmon resonan(8PR) est basée sur l'interaction
entre une biomolécule, appelée ici ligand, immeb#i sur un support recouvert d’'une fine couche
métallique (comme l'or, I'argent ou I'aluminium) riotionnalisée pour son greffage et son ligand
partenaire libre (une seconde biomolécule) en smappelé analyté!® Cette interaction est suivie
a l'aide dun faisceau quasi-monochromatique dogdg photons vont interagir a linterface
métal/solution et provoquer la résonance des plasna@ surface selon un angle bien déterminé
engendrant une perte d’intensité lumineuse dudaisaéfléchi. Cet angle dépend notamment de la
guantité de molécules adsorbées sur la coucheliméeakt permet ainsi de suivre I'association et la
dissociation du complexe ligand/analyte respecter@niors la présence ou I'absence du ligand dans
la solution circulante. Ainsi la technique de SRRnpet de déterminer respectivement la constante
cinétique d’association ¢§ et la constante cinétique de dissociatiosr)(kmais également la
stoechiométrie d’interaction. Ces informations petem alors d’évaluer la constante d’affinité (Ka)
entre les deux partenait€sBien que cette technique optique soit particalident intéressante pour
le criblage haut débit grace a des temps d’analyssscourts (plusieurs secondes), le greffagade |
biomolécule ligand peut engendrer des biais dassctmstantes ainsi déterminées. En effet, la
biomolécule ligand greffée ne représente pas tosjdidélement la biomolécule en solution
notamment si le greffage a lieu a proximité du dibeteraction ou si le greffage modifie la fleXité
propre de la biomolécule nécessaire a I'interaciioec la protéine partenaire.

Informations apportées : stoechiométrie d’interaatioestimation de constante d’affinité.
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2.1.4. La titration calorimétrique isotherme.
Outre une modification des propriétés optique$otmation d’'un complexe non-covalent peut aussi
induire des échanges thermigues mesurables. ladiditr calorimétrique isotherme asothermal
titration calorimetry(ITC) est aujourd’hui la technique de référencerpmaractériser les variations
des parameétres thermodynamiques (enthalpie, ergHépe et entropie) lors de la formation d’'un
complexe protéine-protéine ou protéine-ligrid Ces parameétres sont nécessaires pour le calcul de
la constante d’affinité (Ka) qui est évaluée adé&id’expériences de titrages mettant en ceuvre un
récepteur et son ligand (protéine ou petite moc@ette approche bien que sensible et reprodeictib
ne permet pas un débit analytique tres élevé auelnges dizaines d’analyses réalisables en une
journéé?®,

Informations apportées : détermination de la consta d’affinité, stoechiométrie d’'interaction.

2.1.5. Les techniques de fluorescence.
Suite a I'excitation d’une molécule occasionnéeljadsorption d’un photon, une émission spontanée
d’'un second photon de longueur d’'onde supérieugremier a lieu afin de permettre un retour at'éta
fondamental : c’est le phénomene de fluorescenoeerfes techniques basées sur ce phénoméne
existent dont deux sont largement utilisées notantimeur la caractérisation de complexes protéine-
ligand:
> L’anisotropie de fluorescent® la vitesse de rotation de ligands fluorescentsaution est
telle que le phénoméne de fluorescence ne suitupasdirection préférentielle : c’est
l'isotropie. En revanche, lorsque ces ligands sontplexés avec une biomolécule leur vitesse
de rotation décroit et I'émission des photons alots une direction préférentielle, c’est
I'anisotropie. Cette mesure permet d’une part diel@al’existence d’'une interaction entre les
deux partenaires et d’autre part de la quantifl&ide d’un titrage afin de calculer la constante
d'affinité (Ka)?L. Cette technique rapide et sensible est utilisées tindustrie pharmaceutique
pour cribler des banques de petites molécules eamie biomolécule d’intérét thérapeutique
et ainsi sélectionner de potentiels candidats dearétudes plus approfondies.

> Le transfert d’énergie entre molécules fluorescerda fluorescence resonance energy
transfer (FRET): Le principe du FRE¥ est de choisir deux groupements fluorophores
(sondes) et de les fixer sur les partenaires petengétudiés (protéine/protéine ou
protéine/ligand) en respectant la condition suigaré groupement fluorophore donneur doit

libérer un photon dont la longueur d’onde est idpr& a la longueur d’'onde nécessaire pour
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I'excitation du groupement fluorophore acceptelgtt€seconde excitation ne peut avoir lieu
gue si les deux groupements sont proches l'unaldré. Ainsi le FRET permet, outre la
validation d'une interaction entre deux partendfesde sonder un changement
conformationnel de la protéine étudig@evitro mais aussin vive®* en placant les sondes
fluorescentes sur des domaines se rapprochantsliitéeraction avec un partenaire.

» Informations apportées : présence d’une interactiométermination de la constante

d’affinité, changement conformationnel.

2.2. Les techniques a haute résolution.

2.2.1. La cristallographie aux rayons X.
La cristallographie aux rayons X o@ray diffraction (DRX) est la technique la plus utilisée pour
I'obtention des structures 3D des biomoléculegblyu en complexe a I'échelle de 'atome. Basée sur
la diffraction des rayons X, elle permet la dedaip extensive des réseaux d’interactions non-
covalentes présents au sein de la biomoléculeted s éventuels partenaires a I'état de crigfaux
Elle permet donc de déterminer précisément lesszdirgeraction entre les partenaires et la stmgctu
de chacun d’entre eux. L'obtention d’'une structareésolution atomique permet de visualiser
directement les interactions présentes et aindédelopper des stratégt&s’ pour les stabiliser ou les
déstabiliser en fonction de l'effet recherché, paemple en synthétisant des petites molécules
capables d’interagir a ces interfated.es principaux écueils de cette technique sorguantité
d’échantillon nécessaf®(une dizaine de milligrammes), un débit analytitjoeté (cet écueil tend a
disparaitre avec I'émergence de nouvelles platedermobotisées) et les difficultés a cristalliser
certaines protéines comme les protéines membranaire

Information apportée : structure atomique.

2.2.2. La résonance magnétique nucléaire.
La résonance magnétique nucléaire muclear magnetic resonand®MR) permet d’étudier les
modifications d’aimantation des noyaux atomiqu&sents dans un eéchantillon exposé a deux champs

magnétiques : un champ magnétique statique intﬁ_éset un champ électromagnétique de type

radiofréquenc&?{. Cette technique est basée sur une propriétéiquardes noyaux atomiques : le
spin. Seuls les atomes possédant un spin non mepe étre étudiés en NMR En biologie
structurale, cette technique est utilisée poulamnination de structure 3D de protéines en soiuti
(contrairement a la cristallographie aux rayonsD@.plus les mesures des temps de relaxation par

cette technique permettent de décrire la dynamipsebiomolécules étudiéésCette technique est
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aujourd’hui appliquée pour la résolution de struesuprotéiques inférieures a 25 RPanais reste
difficilement utilisable en routine pour la caratsétion de protéines de masses supérieures a cause
d’'un nombre trop élevé de signaux. De plus, laatérssation de protéines membranaires par cette
approche est relativement difficile a cause ddsldaiquantités disponibles (la NMR nécessite des
guantités d’échantillon dans la gamme du mg) estabilité de ces protéines en solution n’est e p
compatible avec des temps d’acquisition relativernf@rgs (jusqu’a plusieurs jours en fonction de la
puissance de 'aimant utilisé). Les progrés deNdR\du solidé® permettent de surmonter une partie
de ces écueils : la caractérisation des protéinmasbranaires peut étre réalisée en environnement
membranaire solide dans lequel leur stabilité estug et la quantité d’échantillon nécessaire est
réduite grace a l'utilisation de rotors de diametres fins (1,3 mm) permettant une vitesse deioota
plus élevée améliorant ainsi la sensibilité dedlgse”.

Information apportée : structure atomique.

2.2.3. La cryo-microscopie électronique.
La cryo-microscopie électronigtfeou cryo-electronic microscopycryo-EM) est fondée sur la
microscopie électronique a transmission mais néeegse préparation d’échantillon différente. En
effet, la biomolécule étudiée est refroidie dangathane liquide a une température de -180°C déin
ralentir les mouvements moléculaires et ainsi amdlila résolution des clichés 2D. Les clichés 2D
sont enregistrés sous différents angles puis adésngour reconstituer la structure 3D de la
biomolécule étudiée. Historiguement adaptée a factérisation de grands édifices biologiques
(contrairement a la NMR), I'essor des progres umsgntaux et logiciels récents ont rendu possible la
résolution de structures atomiques pour des pregéirférieures a 100 kBfa

Information apportée : structure atomique.

3. Conclusions.
Les difféerentes techniques biophysiques permettaatcéder a des informations complémentaires et
essentielles pour la caractérisation structurakodeplexes biologiques régis par des interactiams n
covalentes. Chaque technique possede des écusitdution, tailles de biomolécule caractérisable,
guantité de matériel) qui lui sont propres et gegassitent la combinaison avec d’autres approches

biophysiques dont la spectrométrie de masse (M&jtatale fait partie.
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CHAPITRE 2 : LES TECHNIQUES DE MS STRUCTURALE
POUR LA CARACTERISATION DE COMPLEXES NON-
COVALENTS

Historiquement la spectrométrie de masse appligu&tude des biomolécules a émergé comme une
technique permettant de déterminer la séquencecidesaaminés d’'une protéine c’est-a-dire sa
structure primaire. Elle est depuis maintenant BS kErgement appliquée et développée pour
caractériser les structures secondaires (replierfomal de plusieurs acides aminés sous forme
d’hélices, de feuillets, ou de coudes, etc), teeta(agencement stable de 'ensemble des diffésent
structures secondaires) et quaternaires (agenceghent multiméres d'une protéine) de ces
biomolécules. Les techniques de MS permettant dactaiser ces niveaux structuraux sont
regroupées sous le terme de spectrométrie de siagstirale (MS structurale, figure 3). Ce chapitre
porte sur une description des techniques principddeVIS structurale et des instruments utiliséarttur

ce travail de thése. Les développements liés aractérisation des protéines membranaires et des

anticorps sont respectivement détaillés en partieeh partie 3 du manuscrit.

Techniques de « faible » résolution Techniques de haute résolution
topologie générale/topologie détaillée résolution atomique
++ La chromatographie d’exclusion stérique < La MS native ¢ La cristallographie aux rayons X
« La diffusion des rayons X aux petits angles < La mobilité ionique ¢ La résonance magnétique nucléaire
<+ La résonance plasmonique de surface ¢ L’échange hydrogéne-deutérium ¢ La cryo-microscopie électronique
< Intéerati ¢ modélisati
<+ La titration calorimétrique isotherme < Le pontage chimique Bacipration; ef msouctustion des
données de MS structurale
“ Les techniques de fluor < Le marquage radicalaire

Figure 3. Intégration des techniques de MS structurale audes techniques biophysiques utilisées pour la

caractérisation de biomolécules
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1. La spectrométrie de masse native (MS native).

1.1. Principe et historique.
La MS native consiste a étudier des complexes diglees non-covalents purifiés par MS grace a la
mesure des masses intactes. Ces mesures, coupldes mesures de masses en conditions
dénaturantes, permettent de déterminer la stcectriend@nteraction entre les différents partenaires
protéigues d’'un complexe mais aussi de criblerligasds sur une cible thérapeutique. Ces mesures
sont réalisées dans des conditions dites nativest & dire sans étape de marquage et sans agent
pontant. La MS ne supporte pas la présence degeisolatils (NaCl, HEPES, Tris) qui constituent
les tampons de purification des protéines et néeasse étape d’échange de tampon. Les sels non-
volatils sont généralement remplacés par un taruptatil comme I'acétate d’ammonium (AcONH
dont la force ionique et le pH sont optimisés pchaque biomolécuté Cette technique a été décrite
pour la premiéere fois en 1991 par les équipes dudbait et du Dr. Henion qui ont démontré la
possibilité de maintenir des interactions non centis de la solution vers la phase gazeuse au sein
d’un spectrométre de masse en utilisant l'ionisagiar électrospra§3° (ESI), technique d’ionisation
douce décrite pour la premiére fois en 1989 padrleFenri® (Prix Nobel 2002). Elle permet la
génération d’ions multichargés grace a I'applicatitune différence de potentiel entre le capillaire
utilisé lors de linfusion de I'échantillon et I'ende du spectrométre de masse. La technique
d’'ionisation MALDI permet également I'analyse detiolécule$’ mais contrairement a I'ESI son
couplage aux techniques chromatographiques classgt plus délicat et le maintien des interactions
non-covalentes est plus difficile sans agent pdntAnjourd’hui, le MALDI est développé pour
réaliser des analyses d’imagerie directement sutisigus et son utilisation pour le diagnostigivo
et la chirurgie guidée est en développerttetit Ces deux techniques d’ionisation sont généralemen
couplées a des spectrometres de masse de typedempbqui ont 'avantage de permettre I'analyse
des ions sur une large gamme de m/z. Dans ce dde#,est particulierement intéressante pour

I'analyse d’édifices biologiques de hauts poidséuolaires.

1.2. Développements.
Depuis 30 ans, différents développements instruamsnont permis I'essor de la MS native et les
principaux sont rappelés ci-dessous :
« 1991: Point de départde la MS native avec les travaux de Chait et HéRio.
« 1996: Source nanospraydécrite par Marftt permettant de réduire la quantité d’échantillon

nécessaire pour réaliser une analyse par MS native.
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» 2000: Création d’'un systéme nanoESI sur puce microfiwiel qui permettra ensuite I'élaboration
d’un injecteur automatique d’échantillon§>*¢ (Nanomate 100®, systéme aujourd’hui amélioré
sous le nom de TriVersa NanoMatg@Advion Biosciences). C'est ce systéme nanoEShdgie
utilisé pendant ma thése pour la caractérisatiohiolmolécules seules ou en complexe par MS
native.

e 20002009: Optimisations instrumentales réalisées sur des instruments de typaOF
favorisant la transmission d’ions de hauts rappaitz (diminution de la radiofréquence du
quadripblé®, augmentation de la pression en sotfideéquence du pusher).

« 2012: Utilisation de [Orbitrap (développé en 2000 par Makar®vpour la caractérisation de
complexes protéiques pBIS native® haute résolution

e 2015: Utilisation d'un Q-Orbitrap avec un quadripble permettant la transmission ash
rapports m/z pour la caractérisation pt8 native tandenouTop Down native M8anticorps ou

de complexes anticorps-antigéhe

Ces développements instrumentaux ont permis I'épateMS native de complexes protéiques de
tailles et d’hétérogénéité croissantes (figure 4h: myoglobiné®, le complexe GroEL,

I'némocyaniné” et 'assemblage de capsides virales

Capsides virales
10 a 20 Mda/100-400-mer

Hemocyanine
2.2 Mda/30-mer

GroEL
=800 kDa/14-mer

2002
- ) Q-TOF
Myoglobine-héme

=17 kDa/1-mer 1999

y
{?7 Q-TOF
V\(J

1991

Quadripéle

Figure 4. Représentation schématique de I'augmentationilka d@s complexes biologiques caractérisés par

MS native depuis 30 ans.

Outre la caractérisation de complexes protéiquesyi$ native permet également d’étudier les
complexes protéine-ligand en évaluant les congattitfinité (Ka) et de dissociation (Kd) dans la
gamme de la centaine de nM au MNF. La conservation des interactions protéine-ligaadnet de

cribler différents ligands sur une cible thérapguei. Outre le criblage de ligands, la MS nativet peu

aussi étre utilisée pour comparer la stabilité e aomplexes au moyen d’expériences de B0
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Ces expériences permettent d’évaluer la stabilitplease gazeuse d’'un complexe formé entre une
protéine et un ligand : la tension Vc50 correspana tension nécessaire pour déstabiliser 50% de ce
complexe en source et dépend de la nature etamtebution des interactions non-covalentes mises

en jeu (présentées en chapitre 1).

Différentes technologies d’analyseurs peuvent dtrsi utilisées en MS native :

- Les spectromeétres de masse temps delwlg-of Flight TOF),

- Les spectrométres de masse hybrides composés uhagiipble (Q) couplés a un temps de vol (Q-
TOF),

- Les spectromeétres de masse Orbitrap ou Q-Orbibrag’ils sont couplés avec un quadripdle.

Le choix de I'instrument a utiliser dépend de phuss parametres dont :

- Sa capacité a préserver les complexes non-covalents

Sa gamme de transmission,

Sa sensibilité,

Sa résolution.

La résolution en spectrométrie de masse est défimeme la capacité a séparer deux ions et est

calculée en se basant sur la largeur & mi-hadtdum ion d’un rapport m/z donfé®? (équation 1).

(1)

Rsoy, =

SEANE

1.3. Parametres instrumentaux.
Pour maintenir les interactions non-covalentes, watention particuliere doit étre portée a
I'optimisation de deux parametres instrumentawx tehsion d’'accélération en source ou tension de
cbne d’échantillonnage notée Vc et la pressiorimtetface notée Pi. L'objectif est d’obtenir desg
désolvatés afin d’accéder a des résolutions expétmes supérieures sans toutefois dissocier le
complexe étudié en optimisant les valeurs de ces garamétres. L'effet de la tension en source Vc
sur la résolution expérimentale et le maintien daamplexe est illustré sur la caractérisation du
complexe GroEL (14-mer, 801 kDa) en figure 5. L'angptation progressive de la tension
d’échantillonnage améliore la désolvatation de {dts: 80 V= Vc : 160 V) et permet ainsi d’accéder
a une meilleure résolution expérimentale (pouat'ée charge 66+ du 14-mer, Rs : 419 a 80 V contre
Rs: 760 a 160 V). A 200 V, le 14-mer est partiaat dissocié en 13-mer et monomeére. Ainsi la

tension de cone d’échantillonnage optimale estécl60 V.
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14-mer = 801 kDa
67+ 66+

68+ 65+ _ _
Ml L Ve: 80V \ e A b 64+ lo6=59 & Rsge,=419

Ve: 120V
il

w M:B et
w MFSO S Bl
llLJI.IJ A
Ve: 200V

L-mier'= 37 kDa 13-mer = 744 kD J\_Mr MF“O & Rsg6,=780
. ] ] ,

Ll - o : I 4_4_; 11000 12000 13000 14000

5000 10000 15000 20000 m/z
m/z

Figure 5. Influence de la tension Vc sur le maintien du clexg GroEL a 1M (AcONH,; 150 mM pH 7,0)

en phase gazeuse et sur la résolution expérimeapgriences réalisées sur le LCT avec une presk#o

Ve: 160V

I'interface fixée a 6 mbar.

Durant cette thése, la majorité des expériencestentalisées sur un spectrometre de type Q-TOF :
le Synapt G2 HDMS (Waters). Cependant, son interfecpermet pas toujours le maintien de certains
complexes non-covalents, les expériences de M8ensint alors réalisées sur un simple TOF (LCT,
Waters) dont l'interface permet une meilleure coveton des complexes non-covalents. Un
instrument de type Orbitrap, 'Exactive Plus EMRh€FmoScientific) a également été utilisé pour
acceder a des résolutions expérimentales plus edegée les instruments précédemment cités.
L'influence de la tension appliquée en source sumhintien du complexe myoglobine-héme est
illustrée en figure 6 pour chaque instrument. Auee pression d’interface identique, la source du
LCT est moins « dissociante » que la source du@y@a avec une tension Vc 50 d&60 V contre
~120 V pour le Synapt G2 HDMS. La tension détermisidel’ EMR est notée CID 50 car 'TEMR ne
posséde pas de cdne d’échantillonnage mais soat@agalissociant semble intermédiaire entre les
deux sources précédemment citées avet5 V. Sur le Synapt G2, 'augmentation de la gimsen
source permet un meilleur maintien de l'interactioyoglobine-héme avec une tension Vc 56120

V a 6 mbar contre 95 V a 3 mbatr.
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Figure 6. Influence de la tension appliqguée en source sUCIE et le Synapt G2 et dans la cellule de collisio
sur 'EMR sur la dissociation du complexe myoglaheme en conditions natives. Le complexe myogobin
estinfusé a 10 uM dans un tampon AcQNH0 mM pH 7,0.
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2. La mobilité ionique couplée a la spectrométrie de asse (IM-MS).

2.1. Historique et principe.
L’'appellation spectrométrie de mobilité ioniquer(-Mobility), selon Eicemdtt, peut étre associée a
'ensemble des principes, méthodes et instrumemsitpermettant la caractérisation de substances
grace a la vitesse des ions gazeux traversanttomesphere remplie de gaz et soumis a un champ
électrique. Les méthodes de mobilité ionique sontireuse®*°et dans le cadre de cette thése, seules
les méthodes de mobilité ionique permettant laatérsation conformationnelle de biomolécules
seront abordées. Aujourd’hui deux techniques ppales de mobilité ionique couplées a la
spectrométrie de masse sont utilisées pour caisatédes protéines entieres ou des complexes
protéine-protéine ou protéine-ligand: la spectroréte mobilité ionique basée sur une cellule ge ty
« Drift Tube » (DTIMS) et la spectrométrie de mdbilionique basée sur une cellule de type
« Travelling Wave » (TWIMS). Une présentation desixdtypes de cellule est proposée en figure 7.
Ces deux cellules sont chacune soumises a un chkoipique dit faible en comparaison avec les
tensions appliquées sur les cellules des autrbaatayies de mobilité ionique qui sont principalerne
utilisées comme techniques de séparation. L'utibsade ce champ électrique faible permet aux ions
d’étre accélérés afin de traverser les moléculamderésentes au sein de la cellule tout en ptamet
une conservation de la conformation native dedé&me seule on en complexe. Pour ces deux cellules
le temps de passage de l'ion dans la cellule, éppehps de dérive u drift time, dépend de deux
parametres intrinséques a l'ion : son état de ehatgsa conformation mais aussi des parametres
instrumentaux de la cellule. Ce temps de passage ldecellule est le reflet de la mobilité de I'ion
analysé et est variable d’une technologie a I'alfre effet les principes de fonctionnement de ces
deux cellules sont différents. La cellule DTIMS esdaitivement grande (jusqu’a plusieurs metres) et
dispose d’'un champ électrique linéaire dans le teatlans I'espace€. tout le long de la cellule)
qui permet de relier directement la mesure du tesepierive de I'ion a sa section efficace de doltis
(la notion de section efficace de collision ou @Gatin Cross Section, CCS est définie au §2.2.)siC’e
cette cellule, remplie d’hélium ou d’azote comme gampon, qui a été utilisee comme technique de
référence pour la détermination des premiéres cesfafficaces de collisiéh La cellule TWIMS,
plus petite £20 cm) est elle soumise a un champ électrique blaridans le temps et I'espace dont
I'intensité du potentiel varie sous la forme cagastique de vagues (kravelling Waves). Dans ce
cas, la détermination des CCSs de protéines inesndoit étre réalisée grace a l'utilisation de
protéines dites étalons dont les CCSs ont étéghiemhent mesurées dans une cellule DTM%es
CCS mesurées en TWIMS (avec comme gaz tampon épzatculées a partir de données DTIMS

(He ou N) doivent étre notée'S'CCSuzaHe ou n2depUIS les recommandations proposées en 2019 par
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Gabelica et af! Toutes les CCSs déterminées durant cette thégdéoétalonnées a partir de protéines

solubles dont les CCSs ont été préablement mesenéB3 IMS (\) par d’autres équipés

a) DTIMS

Entrée du Vers le
ions détecteur

b) TWIMS Alternance de sections avec tensions positives et nulles le long de la
cellule

.-. b !\‘-‘ -,As ------------

Figure 7. Représentation schématique des technologies (M®E€t (b) TWIMS, adaptée &e

Actuellement, pour ce type d’applications, deux gees principales d’instruments de spectrométre de
masse couplés a la spectrométrie de mobilité ienaqi été commercialisées :
- Linstrument Q-TOF 6560 de la marque Agilent Tedbg@es qui possede une cellule DTIMS
3, commercialisé en 2014.
- La gamme Synapt (G1,G2, G2S et G2SI) de la marqatei/ qui possedent des cellules
TWIMS de résolution variable en fonction de la gagfh?®.
La durée d’'une séparation en mobilité ionique (plus dizaines de ms) est largement supérieure a
I'échelle de temps nécessaire a la durée d’'un cyole (de 30 a 20(s selon la gamme de m/z) pour
acquérir un spectre de masse et permet donc s@iagewa la M% 76 L'instrument qui a été utilisé
durant cette thése est le Synapt G2 HDMS (Q-TOE daine cellule TWIMS.

2.2. Les sections efficaces de collision et I'étalonnage
La section efficace de collisiorCollision Cross Sectio{CCS) est une dimension de surface
généralement exprimée en nm2 ou A2 dans le caprd&sines. Elle représente la surface moyenne de
la protéine dans toutes les directions de I'espaite aux chocs répétés avec les molécules de gaz.
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2.2.1. En DTIMS.
Dans une cellule de typPrift Tube la mobilit¢ d'un ion K (en mVv=1s?) est directement
dépendante de sa vitesge( en m.g) et du champ électrique E appliqué au sein dellale ( en
V.m?Y). La vitesse de I'ion est calculée a partir dupgende dérive mesuré noté td’ (en s) et la

longueur de la cellule DT notée L (en m).

(2)

La mobilité de l'ion K est dépendante de la prassg, (en Torr) et de la températurexd(en

v L.
K = 2 avecv, = — SOitK =
E tds Extdr

Kelvin) au sein de la cellule lors de I'expérierstedoit étre normalisée afin de comparer les
mobilités déterminées sur différents instrumentsuetans différentes conditions. La normalisation
de la mobilité par les conditions normales de teatpée (273,15 K) et pression (760 Torr) permet
de déterminer la mobilité réduitesK

Pex T Pex 273.15
P —0 =K x—2Py

Py Texp 760 Texp

®3)

Soit aprés combinaison des équations (2) et (3) :
L Pexp 273.15

K, = X X 4)

EXtdr 760 Texp

K():KX

Cette mobilité réduite iest ensuite utilisée afin de déterminer la sedftinaceQ (en m2) a l'aide
de I'équation de Mason-Schamp. La section effietd¢@ mobilité réduite sont reliées par différentes
grandeurs : la charge élémentaire de I'électroene(), la charge z et la masse de I'iognNen
kg.mol?), la constante de Boltzmane (en J.KY), la température de la cellule IMF (en K), la
densité de nombre du gaz N (erf)nat sa masse molairegM(en kg.mot').

3XeXz 2T 1 1 1
KO == X X + X = (5)
16N kpTexp Mgaz Mion Q

Soit apres combinaison des équations (4) et (5) :

3e T 760 21 1 1 ZXtpIXE
0= X X X ( + )x D (6)
16Ngaz 273.15 Pexp | kpTexp Mgaz Mion L

L’équation (6) permet ainsi d’exprimer le tempsdégive de I'ion ' mesuré a sa section efficace

de collisionQ. Cette relation n’est valable qu’en DTIMS car lkamp électrique E est linéaire et
uniforme.

2.2.2. En TWIMS.
Dans une cellule TWIMS, le champ électrique n’ext [in€aire et uniforme et la détermination des
CCSs est réalisée a l'aide d’'un étalonnage. Pdar des protéines dites étaléhdont les CCSs ont
été préalablement déterminées en DTIMS sont aredysg TWIMS dans des conditions de mobilité
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ionique (WV, WH et débit de gaz) strictement idgaéas aux protéines d’intérét. L’utilisation d’'une
droite d’étalonnage est ensuite réalisée afin derchéner les CCSs des protéines d’intérét. Ainsi la
détermination des CCSs en TWIMS est réalisée ex é@pes :
% L'établissement d’'une relation mathématique erggetémps de dérive t des ions étalons
mesurés en TWIMS (Nl et les CCSs préalablement déterminées en DTIMSo{HN).
« L’application de cette relation aux temps de détd/edes ions d’intérét mesurés en TWIMS
(N2) permet d’évaluer leurs CCSs.
Ainsi en TWIMS, la détermination des CCS des iolistéét mesurés (N est réalisée a partir de
CCS des ions étalons mesurées en DTA@E ou N). L’équation de Mason-Schamp est exprimée a
partir de la section efficace corrigée des ionmatnoté&)’ (DTIMS) comme une fonction du temps

de dérived’ mesuré en TWIMS.

r Q _ tp/XE
Q—T—AXDL (7)

ZX

Mgaz Mion

Ou la constante A est définie ci-aprés :

3e T 760 [2m
A =18 X 77315 X TJkTT (8)

L’équation (7) peut étre ajustée par une fonctioisgance, permettant de relier le temps de déase d
ions étalons et les CCS corrigées.

Q' =axtp? (9
Qui peut étre linéarisée au moyen du logarithmenép :

In(Q") =1In(a) + b X In(ty) (10)

Cette linéarisation de I'équation permet de déteemigraphiquement les constantes a et b
correspondant respectivement au facteur correetibdempérature et au facteur correctif de la non
linéarité de la cellule TWIMS.
L’injection de I'équation (9) dans I'équation (78@nmet alors d’établir une relation directe engeest
Q (équation 11) ou a et b sont déterminés suitétalbnnage, Mgaz est connu, et I'état de charge, la
masse et le temps de dérive de I'ion sont mesLeéECS est alors calculée.

1 1

+
Mgaz Mion

Q=axtp?xzx (

) @

Le choix des étalons est primordial et peut éingdint pour la détermination fidele de CCS de @esta
systemes comme les protéines membranaires. Gémeérgldes étalons sont choisis en fonction de la

masse et de la charge des protéines d’'intérét.
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2.2.3. Algorithmes utilisés pour le calcul de CCS théorigas.
Les CCSs expérimentales sont dans la mesure diblgossmparées a des CCSs calculées a partir de
structures résolues par les technigues a résolat@mmique a 'aide de différents algorithmes.

% L’algorithme Projection Approximatior{PA) est I'algorithme le plus simple qui identifie
biomolécule comme une sphere et les atomes qam@asent comme des spheres dures. Cette
approximation permet de déterminer rapidementdtise efficaceQ2 de la biomolécule suite
a la projection de son aire évaluée dans divemsestations de I'espace sur un plarCette
méthode ne tient pas compte des collisions engreaemes et a été décrite comme sous-
estimant en général les CCS des protéth€ependant, les protéines ne sont pas des maécule
planes et une nouvelle version de cet algoritRmgection Super ApproximatigiSA) a éte

proposée en tenant compte d’un facteur de coné&ité

+« L’algorithme Exact Hard Sphere ScatteringgHSS), comme la méthode PA, assimile les
atomes a des sphéres dures mais tient égalemeptedes collisions entre les atomes via la
simulation de trajectoiré€s Cependant, les CCS ainsi simulées ne considpeanteffet des
dipbles induits lors des interactions entre lesn@®de la biomolécule et les atomes de gaz.

+« L’algorithme Trajectory Method(TM) est l'algorithme actuellement considéré comme
I'algorithme de référence pour la simulation fialkes CCS d’'une biomolécule car il tient
compte de l'effet de ces dipb6les induits grace adasidération du potentiel de Lennard-
Jone&. En revanche, son temps de calcul est largemeutisur aux deux autres méthodes

citées préecédemment a cause de sa complexité.

En 2015, Marklund et & ont développé le logiciel IMPACT qui permet d’éval rapidement les
CCS d’'une biomolécule en utilisant une équatioran¢lles CCS déterminées par la méthode PSA
avec les CCS déterminées via la méthode TM avegileiel Mobcal utilisé historiquemetit De cette
maniére, les temps de calculs ont été divisésmptaateur 10par rapport a I'utilisation de I'algorithme
TM implémenté dans Mobcal. Les CCS déterminéedMBACT ont été évaluées sur 442 structures
de biomolécules et sont similaires aux CCS déteresmpar Mobcak(L% de différence). Durant cette
these, en présence de structures 3D, les CCSénévaluées a I'aide de ce logiciel afin de rédigise
temps de calculs et les valeurs obtenues avectlaode PA et la méthode assimilable a TM ont été

compareées.
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D’autre part, le Dr. Ruotolo a montré en 2808u’il était possible d’estimer la CCS d’une pin&a
partir de sa masse M selon la relation suivante :

Q=2435xM®  (12)
Cependant cette estimation n’est fiable que posrptetéines sphériques et est peu applicable par

exemple aux protéines membranaires ou a des pest#éitrinsequement déstructurées.

2.3. Seéparation et résolution en M.
2.3.1. La séparation.
En TWIMS, la séparation des ions a lieu sous Itedfes chocs entre ces derniers et les molécules de
gaz tampons. Elle dépend de deux parametres fies a l'ion: son état de charge et sa
conformation. A conformations identiques (Fig. 8a),ion possédant n+1 charges aura un temps de
dérive plus court qu’on ion possédant uniquemettiarges. A état de charge identique (Fig. 8b), la
séparation des deux ions sera régie uniquemeneyadifférence de conformation : I'ion possédant
la structure la plus compacte rentrera en collisiegc moins de molécules de gaz que l'ion possédant

une structure plus étendue et aura ainsi un templigdve plus court au sein de la cellule.

a) Séparation en fonction de la charge

(<) [
+ -
@® ncharges [©) o0 ® O
oe—()]|—5%— 00 , @ 0 |TOF
©  n+1 charges @ L 0 ® O

o0

Temps de dérive (tp)

b) séparation en fonction de la conformation

°
° - r ,
Compacte e aeies
, étendue z ’@ ....—>£ s_’z :.' TOF /\ /\ >

Temps de dérive (tp)

Figure 8. Représentation schématique de I'effet de la ch@pet de la conformation (b) sur la séparation de

deux ions en mobilité ionique. En bleu, sont repnéSes les molécules de gaz (ici 'azote).

D’autres parametres, instrumentaux cette fois-ermettent d’améliorer la séparation entre deux
especes en favorisant ou non les chocs avec le&coles de gaz. Ces parametres sont :
- Lavitesse de vague notééave Velociten m/s (WV). Elle peut étre optimisée pour faveris
le temps passé par les ions dans la cellule delivéadtiainsi améliorer la séparation. Attention,
'augmentation exagérée du temps de passage dedanis la cellule favorise la diffusion des

ions et peut donc au contraire nuire a leur séjparatun compromis est alors nécessaire.

27



- La hauteur de vague notééave Heighen V (WH) doit aussi étre optimisée selon les n€me
considérations.

- Le débit de gaz présent au sein de la cellule efmminl L’augmentation du débit de gaz permet
d’augmenter la densité de molécules de gaz et dmsavoriser les chocs avec les ions. La
encore, un compromis est nécessaire car 'augnemetagéreé du débit de gaz peut conduire
a une diminution de la sensibilité de I'expérience.

Un exemple illustrant 'optimisation de la hauteler vague pour améliorer la séparation en mobilité
ionique est proposeé en figure 9. La diminutionalbduteur de vague permet de séparer les différents
multimeres de la bradykinine.

WH
115V

10.5V
N~ S A LAY
i 8.5V

75V

Intensité Relative

6.5V

. o . " . , :
4+ 3 2+ : 1+ ; 55V

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Temps de dérive (ms)

Figure 9. Influence de la hauteur de vague sur la séparat@mions de la bradykinine a 1021 m/z. A
WH=11,5V, deux especes sont séparées. La dimindiéola hauteur de vague (de haut en bas) permet de
ralentir les ions et de favoriser leur séparatios@n de la cellule de mobilité ionique jusqu'&égparation de

4 espéces a une WH de 5,5 V. Les 4 especes semam@espondent & 4 multimeres de la bradykinine,

respectivement le tétramere 4+, le trimére 3+jrieede 2+ et monomere 1+. Figure adaptéé&de

2.3.2. Larésolution.
Afin de faciliter 'optimisation des méthodes de iiité ionique et de quantifier la séparation entre
deux especes, la résolution a été définie comnelsuiésolution Best le pouvoir séparateur observé
entre deux espeéces. Il dépend d’une part de lardifte entre I'apex des temps de dérive des deux

espéces et d’autre part de leurs largeurs & mehei{Equation 13).

td,—td
% 2 1

Rs =
Atdq+Atd,

avec td, > td, (13)

Equation de la résolution en mobilité ionique: éd td représentent respectivement les temps de dérive de
'espece 1 et de I'espece 2 mesurés a I'apéch et Atd, correspondent respectivement aux largeurs a mi-

hauteur de I'espéce 1 et de I'espece 2.
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Le pouvoir de résolution est supérieur en DTIMS-190) comparé a la technologie TWIMS20-
40). Cette meilleure résolution se fait cependantdépend d’une moins bonne sensiBifitéa
séparation en mobilité ionique est de I'ordre d'an@usieurs dizaines de millisecondes.

2.4. Les applications en biologie structurale.
La technologie TWIMS est depuis 10 ans mainterengeiment appliquée en biologie structui&fé
Elle a permis, par exemple, de mettre en lumiemréaence d’'un équilibre conformationnel entre la
forme compacte et la forme étendue d’une réduttasela présence de plusieurs conforméres chez
la protéine prioff. Elle a également permis la caractérisation d&syss protéiques de hauts poids
moléculaire comme les capsides virdtesais aussi de distinguer des changements confiommats
trés fins induits {CCS<5%) par la fixation de ligands sur différemestéine8® %2

2.5. Les expériences CIU.
L’approche CIUCollision Induced Unfoldingconsiste a étudier la déstructuration de lioimtédrét
en phase gazeuse. Pour cela, I'ion est accélégigasivement par des pas définis dans une cellule
appelée trap (cellule de collision) qui précededdule de mobilité ionique. L'influence de cette
acceélération progressive dans la cellule trap pelutire des changements conformationnels qui sont
séparés en mobilité ionique. La compilation despteitle dérive mesurés a chaque tension de trap
permet de reconstruire une carte 3 dimensions éppedrte CIU (Figure 10). Elle représente
I’évolution du temps de dérive (axe des ordonndeg)on en fonction de la tension appliquée ep tra
(axe des abscisses), la troisieme dimension agtiiisité relative de 'ATD (code couleur : rougeipo
le maximum 1.0 et bleu pour le minimum 0). Un chemgnt discret de I'ATD, appelé transition, est
observé a environ 50 V et marque le déploiemenlialieen phase gazeuse suite a son accélération
contre les molécules de gaz au sein de la cellafe ta premiére étude rapportant I'utilisationlae
CIU a été publiée en 208 la stabilité conformationnelle de plusieurs pioés solubles en absence
ou présence de ligands a notamment été décritélesant cette approche. En 2013, un lien entre le
nombre de transitions visibles en CIU et le nomdme@lomaines structuraux des protéines étudiées a
été proposé par le Dr. Ruotdtoles potentialités de cette approche pour la térigation d’anticorps

monoclonaux seront décrites en Partie 3.
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Figure 10.Représentation schématique de la constructiorectante CIU d’un anticorps (ion 7005 m/z chargé
21+) a partir des temps de dérive mesurés pouerifians de trap (pas de 20V de 0 a 200 V).

2.6. Technologie utilisée.
L'intégralité des expériences de native IM-MS et)@l été réalisée sur un instrument de type Q-IM-
TOF : le Synapt G2 HDMS (Waters) (figure 11). Ldlde de mobilité ionique utilisée est de
technologie TWIMS.
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Figure 11.Schéma du spectrométre de masse Synapt G2 HDMB-{I®F, Waters) adapté fleEn bleu, la

nature des gaz remplissant la cellule de mobiitégue est représentée. La tension variable ap#igians la

ANALYSEUR TOF

cellule trap T-Wave qui précede la cellule de mt#bibnique, souvent abrégée trap CE, trap C\Collision

Energyest notée ici en rouge.
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En résumeé, pour caractériser des protéines par B4-Meux modes de fonctionnement

complémentaires peuvent étre distingués sur cetiment :

Les expériences IM-MS native: elles permettent tfpnly desCollision Cross Sectionapres
une optimisation fine des parametres de la cetlalenobilité afin de maximiser la séparation

des ion$ La tension trap est, dans ce cas, minimale (4V).

Les expériences CIU : elles permettent d’obtemsickrtes CIU. L'ensemble des parameétres de
mobilité ionique est identique aux expériencesvediil-MS excepté la tension appliquée dans

la cellule trap qui augmente progressivement auscoe I'expérience.

L’échange hydrogéne deutérium couplé a la spectrortriée de masse (HDX-
MS).

Les hydrogenes présents sur les acides aminés rdednps peuvent étre discriminés en trois

catégories en fonction de leur vitesse d’échange ks atomes de deutéritim

Les protons portés par les carbonegli ne s’échangent pas (figure 12, violet).

Les protons portés par les chaines latérales d#ssaaminés dont le rééchang®bl est trop
rapide pour étre conservé durant la durée d’'unsm&lDX-MS (figure 12, bleu).

Les protons portés par les liaisons peptidiques@shangent avec des atomes de deutérium

avec une vitesse d'échange variable de quelquesdes a plusieurs heures (figure 12, vert).

H: proton non échangeable
H: proton avec une vitesse d’échange trop rapide
: proton suivi par HDX-MS

I I I I I I
= CON-CH=CON-=CH=CON—-CH=CON~CH=CON~CH=CON -

CH, CH, CH, CH, (CH,),
| I | I |
CONH, COOH OH SH NH,
. Acide - - g
Asparagine aspartique Sérine  Cystéine Lysine

Figure 12. Représentation schématique des protons présentdasstructure primaire d’'une chaine

polypeptidique, adaptée Yeles protons amidiques échangeables suivis par-NMI3Xont représentés en vert,

les protons non échangeables sont représentéslenatiles protons dont la vitesse de réécharndmesapide

pour étre suivie par HDX-MS sont représentés en.ble
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La vitesse d’échange de ces protons par des atdendsutérium dépend intimement de la structure
secondaire de la protéine, dont les régions sarig pli moins exposées au solvant deutép®)D
L’échange de ces protons par des atomes de deutériifférents temps d’incubation est suivi par
MS apres digestion de la protéine en peptides.pEptides sont séparés en chromatographie liquide
puis analysés par MS afin de mesurer les incréntEntsasse au cours du temps pour chaque peptide,
liés a I'échange des hydrogénes par les atomeswtéribm. L'HDX-MS” permet ainsi d’évaluer la
dynamique conformationnelle d’une protéfison repliement, son agrégafidmais aussi ses zones
d’interaction avec un partenaire éventlfe{protéine, ADN ou ligand). Dans le cas d’'un comple
protéique, comme dans le cas d’'un complexe anstantigeén&! (épitope mapping) les zones
d’interaction seront protégées par la protéinegpaite et incorporeront ainsi moins vite les atomes

de deutérium (figure 13).

Une protéine apo...

H D
D D
H H D,O D D Digestion /\ MS L
" H ———» | D _— —_— 700 1000

H D D , D

] I o (;J; " \
D D

D D

... Vs une protéine impliquée dans un complexe

X i o/\P
850

Digestion MS 997

H H D D
H D,O D
H @ —2"s D @ = - S 700
H
H H D D D 5 |
H b N AR H
H i D P D

H

Figure 13. Représentation schématique d'une expérience HDX{do8r la détermination des zones
d’interaction entre deux protéines. Le peptide lbeorpore 3 atomes de deutérium de moins en compjee
la protéine seule montrant ainsi une protectiorcelte région : ce peptide peut alors étre proposénte

impligué dans l'interaction avec la protéine paaies

Lors d’'une expérience HDX-MS, le phénomene d’éckangerse (B»H) a lieu. Les protons présents
dans le milieu (humidité, phase mobile lors dedlgse LC) remplacent progressivement les atomes
de deutérium portés par les peptides, ce phénoasineomme I'échange=» D, dépendant de deux
parametres : le pH et la température. La viteséehdinge est hautement dépendante du pH et est
minimale dans la gamme de pH 2,53820De plus, I'abaissement de la température perussiale
diminuer cette vitesse d’échange et permet ainimiter le phénomeéne d’échange inveéf$é®. La
diminution brusque du pH et I'abaissement de |gptEnature constituent I'étape deenchqui permet

de limiter 'échange inverse.
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Une expérience HDX-MS est composée de six étapde systeme utilisé durant cette these:

1°) L'étape de marquage au deutérium qui permehéiége des atomes de protons par des atomes de
deutérium.

2°) L'arrét du marquageétape de quengtpar une diminution brusque de la températuregihdl

3°) La digestion enzymatique a l'aide d’'une cartaugreffée avec I'enzyme de digestion.

4°) Un systeme LC-MS pour la séparation et la digtecles peptides.

5°) La comparaison de l'incorporation en deutérdenchaque peptide entre I'état apo et I'état holo
de la protéine étudiée au cours du temps. Une atai statistique est ensuite réalisée afin de

confirmer les différences visibles. Ce point sesauté en Partie 2.

6°) La visualisation des zones flexibles ou impastgar la présence du partenaire de la biomolécule.

) 1. Marquage au 2.Arrét dela 3 pigestion \
/ PR D, 0 % = deutération enzymatique ® \
( 3 ,-,cl‘t i N Quench ® \

o5, g £3 — | —— P > ®
{J:G e -} v. ® 9
- 7T Température ambiante 0°C 20°C —e [ ®
pH 7 pH 2.5 pH 2.5
4. Analyses LC-MS
o, 292:308 S Internrétati . .,
e 6. Visualisation sur Q,u: P o : el;lpre a’ ton R Changements des
&7a8  lastructure 3D % // esidonnges YW st
£ b ~ C—— { —— s - N
;ﬂ‘?’ ‘\ 3% oo s iy Y ) isotopiques suite
SRR Q. lo.-o i L da SN a la deutération
& [ R —— " [N )
0 1 10 100 10
\ ] /
\ Evolution de I’incorporation en /

deutérium au cours du temps
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.

Figure 14. Représentation dworkflow utilisé pendant la these pour les expériences HDX-Me

systeme utilisé est détaillé en Partie expérimental
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4. Les autres techniques de MS structurale.

4.1. Le pontage chimique.
Le pontage covalent d’'un complexer¢ss-Linking est réalisé a I'aide d’agents dits pontants (kggpe
« cross-linker ») qui possedent deux groupemenistifinnels réagissant avec des acides aminés
spécifiqgue&®. Ces groupements sont séparés par un bras espadengueur définie permettant ainsi
d’évaluer la distance entre les deux acides anpoéses. Suite a cette réaction, les protéines sont
dénaturées, digérées a l'aide d’'une enzyme acidmaysées par LC-MS/MS afin d’identifier les
peptides pontés et ainsi localiser les domainaggeataction ou spatialement proches entre les deux
partenaires du complexe étudié. L’'obstacle majeuceatte technique réside dans l'interprétation des
données car retrouver les peptides pontés parmi¢speptides détectés reste délicat. Afin déitici
I'identification et la validation de ces peptidemterét, le groupe du Dr. Andrea Sinz a récemment
développé des agents pontants cliva®§’ lors de la fragmentation CID qui permettent d’olite
un doublet caractéristique, facilement repérahieles spectres MS/MS. Cette technique a également
éte utiliséein vivo pour la caractérisation d’interactions protéinet@ine sur un tissu biologique

provenant d’'un cceur de soudffs

4.2. La protéolyse ménagee.
La protéolyse ménagée est basée sur le principdegumformations structurales d’un complexe
protéigue peuvent étre déterminées a partir deacalté a se protéger contre la digestion d’'une
protéas&® 110 (trypsine, chymotrypsine, Asp-N, proteinase K, -GluLys-C). En effet, par exemple,
les régions de contact entre les différents pairemarotéiques® sont protégées de la protéolyse
(figure 15) contrairement aux zones exposeées awvamsblou a des zones flexibles qui sont
préférentiellement digérées. La digestion du corgfeeut ainsi étre suivie au cours du temps afin de
déterminer les régions essentielles au maintielinteraction entre les deux partenaires. Il est
egalement possible d’observer des régions noné@kgdorsque les protéines sont exposées seules a la
protéase mais digérées lorsque les protéines sortomplexe : cela peut étre le cas lors de
changements conformationnels induits par la fixat@un partenaire protéiql€. Les écueils
principaux de cette technique sont le retraitentst données qui est manuel et I'optimisation du
temps de protéolyse nécessaire pour observer fi@edces de digestion entre la protéine seulaou e
complexe. De plus, la comparaison de I'état apedetat holo nécessite la disponibilité des preag

apo, ce n'est pas toujours possible car certair@gipes ne sont stables qu’en complexe.
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Figure 15. Représentation schématique d’'une expérience déglyee ménagée pour la caractérisation de la

zone d’interaction entre une protéine A complexéaine protéine B.

4.3. Le marquage radicalaire.
Outre 'HDX-MS, d’autres approches de marquageuwltase sont utilisées en MS structurale comme
le marquage radicalaire appélgdroxyl Radical Footprintingou Fast Photochemical Oxydation of
Proteing!3 Le principe de ces techniqd&sepose sur la formation de radicaux H@r photolyse de
H20- ou radiolyse de I'eau qui vont permettre I'oxydatides chaines latérales de la protéine ou du
complexe d'intérét. Cette oxydation est réalisée aamditions natives et permet d'évaluer
'accessibilité au solvant des domaines étudiésa@nplexe ou non. Ces approches sont, comme

'HDX-MS, des approches comparatives.

35



CONCLUSION DE CETTE PARTIE

Lors de cette premiére partie introductive, la reaet I'importance des interactions non-covalentes
régissant les complexes protéiques ont été rappdlés informations accessibles et les principss de
techniques biophysiques majeures pour la caraatiénisde ces édifices supramoléculaires ont été
détaillés dans le premier chapitre. Le chapitreé?éadédié a une présentation des techniques de MS
structurale et des avancées majeures historigabisées dans le domaine de la MS native et de I'lM-
MS en amont de ce travail de thése.

Aujourd’hui, les techniques de MS structurale sappliquées pour la caractérisation de complexes
protéiques de tailles trés hétérogenes de la dizderkDa au MDa. Ces complexes sont solubles dans
des tampons aqueux et analysables par MS natue IBMFMS aprés une étape d’échange de tampon
afin par exemple de déterminer leur état d’oligasation ou évaluer leur conformation. En revanche,
les protéines hydrophobes comme les protéines naraipes sont peu solubles dans de tels tampons
et nécessitent 'emploi d’agents de solubilisatmur étre étudiés par les techniques biophysiques.
Ces agents de solubilisation peuvent entraver ¢awmactérisation et nécessitent des précautions
particulieres. Les précautions nécessaires soaeptées dans la Partie 2 du manuscrit.

L’'IM-MS native permet d’évaluer la conformation dpsotéines en phase gazeuse, cependant elle
souffre d’'une faible résolution notamment la tedbg®e TWIMS. Une approche complémentaire
nommeéeCollision Induced Unfolding été décrite comme permettant la différenciatiasotypes
d’anticorps grace a une comparaison des profitlédéructuration. Les potentialités de cette approch
ont été étudiées dans ce travail de these et sésegmtées en Partie 3 du manuscrit.

Enfin, la MS native et I'IM-MS ont été appliquéesuyp la caractérisation de complexes protéiques

solubles divers en Partie 4 du manuscrit.
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PARTIE 2 : DEVELOPPEMENT DE METHODOLOGIES DE
MS STRUCTURALE POUR LA CARACTERISATION DE
PROTEINES MEMBRANAIRES EN MILIEU DETERGENT.

Cette partie est dédiée a la caractérisation deé€ipgs membranaires en milieu détergent
principalement par MS native et HDX-MS. Apres umedduction sur les protéines membranaires, les
difficultés liées a leur caractérisation par leshteéques de MS structurales utilisées lors deaeatr

de thése sont détaillées. La préparation d’échamtdt I'optimisation instrumentale nécessairesrpou
la caractérisation de ces protéines en milieu détgrsont les points discutés dans cette partie au
travers de trois exemples d’application.

Chapitre 1 : Etat de I'art de la caractérisation des protéines membranaires par MS

structurale.

Chapitre 2 : Caractérisation d'une protéine membraraire a un domaine

transmembranaire par MS native et HDX-MS : cas ded lipase ABHD.

Chapitre 3 : Caractérisation d’'une protéine membraraire a sept domaines

transmembranaires par MS native : cas du récepteua I'adénosine.

Chapitre 4 : Bénéfices de la SEC-MS/IM-MS native por la caractérisation du
peptide amyloide 442 en milieu détergent.
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CHAPITRE 1 : ETAT DE L'ART DE LA CARACTERISATION
DES PROTEINES MEMBRANAIRES PAR MS
STRUCTURALE.

1. Les protéines membranaires (PMs) : description enhtérét thérapeutique.

1.1. Généralités sur les protéines membranaires.

Les protéines membranaires représentent les cideplus de 50% des drogues développées
aujourd’hut3. Elles sont, en effet, les portes d’entrée callesapour les substrats et les médicaments
et sont a ce titre une classe importante de citiiéepeutiques. Elles sont impliquées dans de
nombreuses fonctions comme la transduction du kigmaeconnaissance intercellulaire mais aussi

indispensables aux phénomenes de transport pasaitid de molécules comme I'ATP ou les sels a

travers la membrane. Elles agissent par des inienacavec de nombreuses entités comme d’autres

protéines, des métabolites ou encore des petitéécaies avec leur surfatdl est possible de les
distinguer en fonction de leur structure et leurded’action. Trois types majeurs de PMs peuvent
ainsi étre différenciés: les récepteurs a activité enzymatique (lipakemses, etc.), les canaux
ioniques (canaux a sodium, calcium, etc.) et lespteurs couplés aux protéines G. Les PMs sont des

protéines également trés diverses en termes detpaastructure. Elles peuvent étre classée®ar d

grandes familles :

- Les protéines intégralement enchassées dans la naeenbussi appelééstegral membrane
proteins (IMPs) : elles traversent la membrane cellulaireluet sont attachées de maniére
permanente. Le cceur d’'une IMP est souvent polaimer@irement a sa périphérie qui est composée
d’acides aminés non polaires en interaction ave@hospholipides qui composent la bicouche
lipidique de la membrane. Les IMPs peuvent adageex structures secondaires typiques :

» Sous la forme d’'une hélice ou plusieurs hélicehalpomme dans le cas de nombreuses
enzymes, transporteurs et récepteurs.

» Sous la forme de tonneaux bdiatg barre), forme souvent retrouvée dans les PMs servant
de canaux ioniques.

- Les protéines périphériques a la membrane apppkrgzheral proteins sont des protéines qui

sont en interaction non-covalentes avec la memhkdameaniére transitoire comme les GTP&ses
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1.2. Cas des récepteurs couplés aux protéines G (RCPGSs).

Au niveau de leur structure, les RCPGs sont de®ipes classées comme intégralement enchassées
dans la membrane et partagent une architecture ocomntomprenant sept hélices alpha
transmembranaires hydrophobes reliées par troisl&mextracellulairesektracellular loop¥ et trois
boucles intracellulairesrtracellular loopg. Les extrémités N- et C- terminales sont respgentent
situées a I'extérieur et a l'intérieur de la cadlet leurs longueurs sont trés variablea fixation d’une
molécule sur la zone extracellulaire exposée amrah changement conformationnel du RCPG a

I'échelle entiére et est a I'origine soit de sotivation ou au contraire de son inhibition (figure

Zone de contact avec Hélices

la membrane et les traversant la

u;“
N x |
A
/(

phospholipides membrane

Ceeur des & Membrane
T™D

Surface exposée
a Pintérieur-de la

Figure 1. Représentation schématique d’'un RCPG, modifiée_ds zones exposées a I'extérieur et a I'intérieur
de la cellule sont respectivement représentéesamge (zone du changement conformationnel induitgpa
fixation de partenaires), jaune (surface exposdexéérieur de la cellule correspondant & I'extrt&mN-
terminale) et violet (surface exposée a l'intéridarla cellule correspondant a I'extrémité C-telateh Les
domaines transmembranaires (TMDs) du RCPG sorfiéees traversant intégralement la membrane (jouge
en contact les phospholipides qui la composent)(ver

L’activation ou l'inhibition de nombreux RCPGs paes partenaires protéiques ou des ligands est

encore peu ou mal connue a cause notamment dexulié$ de caractérisation liées a leur nature
hydrophob&
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2. Les stratégies de solubilisation et leur compatibte avec les techniques de

MS structurale.

L'étude des protéines membranaires est plus ddfiqgue I'étude de protéines solubles a cause
notamment des faibles quantités produites pankemes d’expressions adaptés mais surtout de leur

nature hydrophobe qui nécessite I'utilisation di@igede solubilisation.

De nombreuses stratégies de solubilisation adaméesPMs existent dans la littérature. Les
principales stratégies mettent en jeu l'utilisatiion ou plusieurs agents de solubilisation dont la
capacité a mimer I'environnement membranaire egetaent discutée par la communauté scientifique
et peut étre protéine dépenddnChaque systéme et sa compatibilité avec les igobs de MS

structurale est discuté ci-apres.

2.1. L'utilisation de détergents pour la caractérisationde PMs.

2.1.1. Les détergents.

De maniere historique, les détergents sont les ipresy molécules a avoir été utilisées pour
I'extraction et la solubilisation des PMs de lelembrané!*2 Les détergents sont des molécules dites
amphiphile$®: elles sont constituées d’'une téte hydrophildajpe) et d'une queue hydrophobe
(apolaire). Cette propriété leur permet de s’insdens la membrane et de rompre les interactions
entre les lipides de la membrane et la PM pour insarmer des complexes PM/détergent. La
concentration en détergent doit atteindre une valie critique pour la formation de micelles gans

des autoassemblages sphériques de détergengitl déala concentration micellaire critique (CMC)
qui dépend de la nature du détergent et de la fonigue de la solutidfi. En dessous de la CMC, les

détergents sont sous forme monomeérique (figure 2).
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Figure 2. Formation d’'une micelle de détergent, graphioxteaé et modifié d&. La téte polaire et le corps

apolaire du détergent sont respectivement représ@atr un cercle bleu et un trait rouge.
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Les détergents peuvent étre divisés en trois cagsyo

- Les détergents ioniques, comme le laurysulfate adiun (SDS), sont des détergents
particulierement efficaces pour I'extraction desdk leur membrane mais ils ne sont pas
utilisés dans le cadre d’étude structurale caintesactions protéine-protéine sont rompues en
leur présence et la PM ainsi extraite est dénattitéeCes détergents ne sont pas tolérés pour
I'analyse de protéines par MS a cause d’une cotnpéa I'ionisatiort®2C

- Les détergents zwitterioniques comme le CHAPS plutt efficaces que les détergents non-
ioniques pour I'extraction des PMs et moins agfesgie les détergents ionigues mais ne sont
pas utilisés dans le cadre de caractérisationspsigues’.

- Les détergents non-ioniques sont les détergenpussioux! permettant I'extraction des PMs
de leur membrane sans les dénaturer ou rompreifgaractions non-covalentes. Le détergent
non ionique le plus utiligé?3 dans le cadre d’approches biophysiques est lecgbdéltoside
(DDM).

2.1.2. Les détergents non-ioniques pour la caractérisatiode PMs par MS native et IM-MS.

La caractérisation structurale de PMs solubilise€aide des détergents non-ioniques a réecemment
été étendue a la spectrométrie de masse aveavesixrdu Dr. Carol Robinson (Université d’Oxford).
En 2008, son équipe a décrit pour la premiéréfbigilisation de la MS native pour la caractérieat
d’'un complexe protéique impliquant deux sous urtitéssmembranaires (BtuC) et deux sous unités
cytoplasmiques (BtuD) solubilisées en DDM (figune Bes expériences réalisées sur un Q-TOF 2
modifié pour la transmission et la détection d’ialeshauts rapports nifzont permis de montrer la
possibilité d’observer le complexe protéigBeiC;,D,, intact solubilisé dans un tampon 200 mM
AcONHs contenant 0,10 % m/v DDM soit 10 fois la CMC delétergent. Les conditions analytiques
utilisées pour la caractérisation de ce complexe garticulierement élevées (Vc : 197 V et trap CV
200 V) en comparaison avec les conditions habéoedht utilisées pour la caractérisation de
complexes protéiques solubles (Vc : 10-100 V gt €& : 2-20 V) montrant ainsi le réle protecteur
de la micelle de détergent en phase gazeuse. Gal taaouvert la voie a la caractérisation des PMs

par MS native en milieu détergent.
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Figure 3. Premier exemple de caractérisation d’'une PM #iidéb en DDM, figure extraite et modifiée?¢le
Le complexe protéigue BtuD; (transporteur de la vitamine B12) est observérésgmce d’'une centaine de
molécules de DDM fixées (c), 'augmentation du noenbe collisions grace une accélération progrestive
complexe permet I'observation du complexe intdb&ré des molécules de DDM (b) puis dissocié ers-sou

unités (a).

Suite a ce travail novateur, la préparation d’éthan et les conditions instrumentales ont étériiés
comme les deux étapes clés pour la caractérisaliorces protéines par cette appré&héa
concentration de détergent minimale a utiliseidéstviron 2 fois la concentration micellaire criiig)

du détergent utilisé, ce ratio de 2 est volontagenchoisi afin de s’assurer d’étre dans des ciomdit
supérieures a la CMC et de pouvoir ainsi solubillaePM. La quantification exacte de détergent
complexé avec les protéines membranaires estilifidt nécessite I'utilisation d’'un MALDI et la
réalisation de gamme d’étalonnage pour chaqueghitéf.

En terme d'instrumentation, I'appareil le plus is@él pour la caractérisation de complexes
PM/détergertf est un appareil de type Q-TOF modifié pour lagraission des complexes protéiques
de hautes masses (figure 4). En effet, ces caigt@é@es physiques sont différentes de celles des
spectrometres de masse commerciaux, comme cdiséuturant ma thése. En source la pression peut
étre augmentée jusqu’a 40 mbar (contre 8 mbar @ine risynapt G2) pour assurer le maintien des
complexes non-covalents, le quadripble permetiéecén d’ions jusqu’a 32000 m/z (contre 8000 m/z
sur notre Synapt G2) et la tension dans la cettafe(cellule de collision) peut étre augmentéquyues

400 V (contre 200 V sur le Synapt G2) pour rompeeihteractions PM/détergents.
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Figure 4. Instrument Q-TOF modifié pour la caractérisatiencdmplexes protéiques de hautes masses et de
PMs solubilisées en détergent, extrait et modif&. d.es caractéristiques instrumentales du Synapit{igé

pendant ma thése sont annotées en bleu.

Suite a cette avanceée, plusieurs complexes implices PMs ont pu étre caractérisés par MS native.
L’examen attentif de la littérature permet d’obsgrgue la majorité des PM étudiées par cette
approche sont des porines, PMs repliées sous taefate tonneau bets®® La caractérisation
conformationnelle de plusieurs de ces protéthaspu étre étudiée par mobilité ionique mais reste
empirique et dépendante du détergent utilisé. s, glétalonnage en IM-MS réalisé a l'aide de
protéines étalons solubf@spermettant le calcul de CCS a été décrit commns sstimant les CCS
des PMs due a leur faible chaiyjeCe constat montre le besoin d'utiliser une pracéd’'étalonnage
adaptée a ces protéines en utilisant des protéiaéens de préférence elles-mémes membranaires,
non disponibles de maniere commerciale. En efietature du détergent induit des interactions plus
ou moins fortes avec la PM affectant ainsi les @ieernécessaires a leur dissociation en phase
gazeus¥ 38 L’objectif est de réussir a libérer la PM de daatie sans la déstructurer en phase gazeuse
en optimisant finement la tension appliquée erutetrap. Pour cela des détergents non-ioniques plu
facilement dissociables des PMs comme le laurylthgiemine N-oxide (LDAO) ou le n-octy-D-
glucoside §-OG) ont été utilisés avec succes et présentenérmgies de dissociation inférieures a
celles du DDM classiquement utilisé. Outre une atiegion facilitée, les détergents a haute CMC
comme 1eB-OG et le LDAO (dont les CMCs sont respectivemen0¢b3% m/v et de 0,023 % m/v)
sont connus pour générer des spectres de massalbeire qualité® que les détergents de plus faibles
CMC comme le DDM (0,087% m/v). Le choix du déterigaste cependant souvent conditionné lors
d’'une étude de biologie structurale par sa capac#gtraire la PM et non dicté par son caractére MS

compatible et peut ainsi étre un parametre limigemitr le succes d’'une analyse par les approches de
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MS native et IM-MS. Cette contradiction a probabdeinété I'une des raisons pour lesquelles I'essor

de la MS native n’a pas eu lieu de maniere plusque.

Une stratégie analytique alternative sans détergensistant a analyser les PMs directement en
environnement lipidique a récemment été décritel@agroupe du Dr. Robinséh Les vésicules
enrichies en PMs sont soniquées dans un tampoatacEammonium et I'interaction lipides/PMs est

rompue sur un instrument Q-Orbitrap modifié égalenpeur la transmission de hauts rapports*tn/z

Concernant les RCPGs, protéines composéees de sdipeshtransmembranaires, elles restent
aujourd’hui la famille la plus difficile a caraciger par ces approches probablement en raison d’un
plus grand nombre de domaines enchassés dans ldrar@mengendrant ainsi une plus forte
interaction avec les molécules de détergent erepdizeuse. A ce jour, un nombre trés limité d’é&ude
rapportent la caractérisation de ces RCPGs enumilégergent par MS native, seules ou avec des

ligand$'“2 mais aussi en présence d’un nanobody stabilisestrscturé’,

2.1.3. Les détergents non-ioniques pour la caractérisatiode PMs par HDX-MS.

L’étude des PMs solubilisées en détergents nompims par HDX-MS a permis de suivre les
changements conformationnels induits par la fixatde ligand¥ (figure 5) ou de partenaires
protéique® dans des conditions d’analyses relativement sirafia celles des protéines solubles. En
effet, la protéine étant digérée en peptides dd’al’'une enzyme, il n’est pas nécessaire d’applique
de hautes tensions pour rompre l'interaction PMidgint en phase gazeuse. Plusieurs différences
importantes avec I'étude de protéines solubles wantde méme a noter. Le tampon de deutération
doit contenir une concentration de détergent sapéia la CMC afin de préserver la solubilité de la
PM lors de cette étape. La présence de détergéois @e lipides résiduels peut engendrer des
interférences lors de I'élution des peptides enomfatographie et entraver leur détection par
spectrométrie de mag8elLes PMs et en particulier les RCPGs, ont étéidéccomme difficiles a
digérer et nécessitent des temps de deutératics lphgs a cause de leur nature hydropfobe
Atteindre un recouvrement de séquence de 100% geol&ine est I'objectif ultime mais est en
pratigue souvent difficile. Afin d’augmenter le ocewrement de séquence et ainsi suivre les
changements conformationnels sur la plus grandéepgawssible de la protéine, plusieurs stratégies

peuvent étre utilisées :

52



- augmenter la température de digestion pour fagolliefficacité de I'enzyme. Cette approche est
efficace mais favorise I'échange inverse.

- favoriser la dénaturation de la PM en utilisamfartes concentrations d’agents dénaturants (jasqu
8 M de guanidin®) pour faciliter sa digestion par la ou les enz\ghe(ilisée(s).

- utiliser des enzymes de digestitf avec des sites de coupure préférentiels complénesits ceux

de I'enzyme la plus utilisée : la pepsine.
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Figure 5. Exemple de caractérisation conformationnelle (REPG solubilisé en DDM par HDX-MS. Les

changements conformationnels du récepteur betaéhadjique induits par la fixation de 5 ligands ét#
caractérisés par HDX-MS Ces résultats ont permis de décrire les zonesdtéps (majoritairement des
boucles extracellulaires et intracellulaires) @efixation des ligands et notamment les boucleadetlulaires,
lieus de I'activation par les protéines G. Les tangutilisés pour la deutération et I'étapedenchcontiennent
respectivement 0,05 % m/v et 0,01 % m/v de DDM dféviter la précipitation du récepteur.

Les PMs ne sont plus seulement caractérisées @urdiétergent mais également en milieufidie
detergent?>3pour des raisons pratiques mais aussi plus fonalzes :

- le criblage de détergents pour la solubilisaiaime PM est protéine dépendant, et donc cette
étape peut étre colteuse et longue,

- les détergents rendent la caractérisation despiy difficiles pour de nombreuses techniques
biophysiques dont la MS (ce point sera illustrésdlas chapitres suivants),

- plusieurs PMs ont été décrites comme partiellent&structurées en présence de fortes

quantités de détergerits®,

- I'environnement membranaire de la PM a été déantroe spécifique et primordial pour

assurer sa fonctiéh®’,
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- I'état d’oligomérisation d’'une protéine peut égadarnétre altéré par la présence de détergent.
Par exemple, la protéine DgKa est une protéine wemour étre trimériqdmais est observée sous

forme monomérique en présence de DM

Malgré ces écueils, la stratégie de solubilisagandétergent reste aujourd’hui la stratégie la plus
largement utilisée en spectrométrie de masse &t Cette stratégie qui a été utilisée pour la

solubilisation et la préparation des protéinesiérgldans cette thése.

2.1.4. Les amphipols et la MS structurale.
Les amphipolsamphiphaticpolymers sont des polyméres amphiphiles permettant lebgidation et
la stabilisation de PMs en solution aquélisks ont été développés par I'équipe de Jean-lagoP
(Laboratoire de biologie physico-chimique des pregg membranaires, Paris) et ont été la premiere
alternative reconnue a l'utilisation de détergemig-ioniques pour la caractérisation des PMs. En
effet, ils ont une haute affinité avec les PMsayent ainsi se substituer aux détergents utiisée
a I'étape d’extractioft. L'avantage des amphipols est que leur hauteit@favec les PMs évite d’avoir
des polymeéres libres en solution contrairementd&igrgents ou il faut travailler dans des condgion
supérieures a la CMC (régime des micelles libigamphipol le plus utilisé pour I'étude de PMs par
MS est 'amphipol A8-35 (figure 6). Cette appeltatiest due a la masse de son monomesekDa)
et au pourcentage de chaine non greffée (35%)a@phipols ont été décrites comme plus protectrices
en comparaison avec les détergents non ioniquesieds DDM lors d’une étude par IM-MSet,

comme les détergents non-ioniques, les amphipolsgme étre dissociés des PMs en phase gaZeuse

—(CH; —CH )’(— (CH;—CH)

| FH)S (CHE-EH )—

COy o I o
iy JNH NH
Na H ZC\ H
CH> 7N
H, C: HiC™ 'CHs
,CH:
HoC
- H»
2 \CH_q
<MW= (kDa) Molar ratio of monomers in mol %
Name (mean number of monomers per molecule)
(DP) ungrafted octyl isopropyl
AB75| ~8 (<70) | ~75% (~52) | ~25% (~18) 0%
A835 | -8 (70) | -35% (24) | ~25% (-18) | ~40% (~28)
A3475| 34 (280) |~75% (~210) | ~25% (~70) 0%
A34-35] ~34 (-280) | ~35% (~98) | ~25% (~70) | ~40% (~112)

Figure 6. Représentation d’'un monomere amphipol extraité de
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Bien que cette approche ait été utilisée en MS/@atvec succes pour la caractérisation de systemes
protéigues impliquant des PMs, ces objets ne péentgbas toujours de traduire la conformation ou
méme la stoechiométrie de la protéine enchéssée stanenvironnement membranaire riatif
D’autres approches utilisant des lipides ont afdésdéveloppées comme les liposomes. Ce sont de
grands édifices constitués d’'une bicouche compaseépides amphiphiles (phospholipides) qui
permettent de mieux mimer I'effet de la membrane lauPM. Cependant leur dispersité et leur
hétérogénéité sont difficiles a maitriser et surteur grande taille (diamétre de 0,025 pm a 2,5%um

ne permet pas d’envisager une analyse prochaindSmative : a ce jour aucun article ne décrit
I'obtention d’'un spectre de masse de qualité sasiahte pour la détermination d’'une masse de PM
intacte en conditions natives. En revanche, lacté@raation conformationnelle de PMs enchassées
dans de tels édifices est possible par HDX-MS eapimnant les phospholipides aprées I'étape de
digestion au moyen de billes de zirconium afin daserver des performances chromatographiques

optimales et une détection par MS satisfaisantgeptde®.

2.1.5. Les nanodisques et la MS structurale.
Contrairement aux liposomes, les nanodistfuesont des assemblages non-covalents de
phospholipides d’environ 10 nm de diam@tréis sont constitués d’une bicouche lipidiqgue mimna
'environnement membranaire et d’'une protéine MSRerfibrane scaffold protéin protéine
permettant l'intégrité de I'assemblage souventdiagec deux copies (figure 7). La composition en
lipides et I'hétérogénéité de ces édifices sonttnisé@es et ont permis, dans un premier temps, leur
caractérisation sans PM enchassée par spectrordétrneasse avec des spectrométres de masse de
haute résolution et des algorithmes de déconvolutémlié&®°°. La taille de la MSP est une contrainte
permettant de contrdler le nombre de phospholigatesie 'assemblage avec la PM et ainsi d’obtenir
des populations de complexes PM/nanodisques destdibmogéné® Par exemple, la MSP1D1

permet d’obtenir des disques d’un diamétre de y¢ontre 12,8 nm pour le construit MSP1E3D1

Figure 7. Représentation schématique d’'un RCPG (en veldpiisé en nanodisques, d’apféd.es lipides
sont représentés en rouge et les deux anneauxsvielgrésentent la MSP qui permet d'assurer I'niti&g

physique de I'assemblage en 2 copies, elle jov@éed’'une « double ceinture ».
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Ces nanodisques ont permis la caractérisation deRIVIRMN3>"4 et microscopi€’s mais aussi par
MS selon certaines modalités. En effet, la carsaton par MS native des complexes
PM/nanodisques peut s’avérer difficile car le noentbe lipides et I'hétérogénéité des MSP s’ajoutent
a I'hétérogenéité potentielle de la protéine géméaatant d’espéces qui induisent des spectres de
masse hautement complexes en ESI nécessitantshtitihh de spectrométres de masse de haute

résolutiort®.

Deux techniques d’ionisation alternatives a 'lE®hmées LILBID-MS poutaser-induced liquid
bead ion desorptioret DESI-MS pourdesorption electrospray ionizatioont été décrites pour la
caractérisation de PMs en nanodisques ou en datsrgespectivement par les groupes du Dr. Nina
Morgner et du Dr. Carol Robinséh L'intérét de ces approches est de rompre lictiva
PM/nanodisque ou PM/détergent avant I'entrée dagpédctrometre de masse afin d’éviter I'utilisation
de hautes tensions pouvant interférer dans leemaplit et les interactions protéine-protéine ou
protéine-lipide. Dans le cas du LILBID, la dissdwa du complexe PM/nanodisque a lieu, suite a
l'ionisation, par un laser infrarouge dont I'int@@speut étre modulée pour éventuellement dissocier
les partenaires protéiques des complexes impligearffMs. La technique DESI consiste a déposer
sur une plaque la PM dans un tampon AcQldikec le détergent utilisé lors de son extractiernad
membrane puis de désorber la protéine membranalt@da d'un spray généré par une plume
électrospray contenant ce méme tampon. Ainsi unign¢ la PM seule ou en complexe avec un
partenaire protéique est introduite dans le spewtee de masse permettant son analyse dans des
conditions énergétiques douces. Cette techniqguaeaestulierement intéressante de par sa possibilit
a cribler différents détergents en optimisant imdan sprayé par la plume électrospray pour la
désorption sans changer directement la nature thrgaét initial dans lequel est solubilisé la PM
(figure 8). Cette approche pourrait permettre iblage de ligands sur des PMs en introduisant

directement les ligands dans le tampon de désorptio
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Protéine SemiSWEET
solubilisée et désorbée avec
du DDM. Le spectre de masse
indique la présence d'une
protéine monomeérique.

Protéine OmpF trimérique
solubilisée en OG
dont I'état de charge est centré
sur 20+. Aucun détergent n’est
ajouté dans la plume
électrospray, le spectre de
masse ainsi obtenu est de
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Figure 8. lllustration de l'intérét de la DESI-MS pour laractérisation de PMs. (a-c) L'absence ou le
changement de détergent dans le tampon de désosptita qualité spectrale et la distribution d'&tée charge
sont illustrés avec I'exemple de la protéine Omfdrique. (d-e) La protéine SemiSWEET solubilisée
DDM est observée sous forme dimérique et monomeérguite a I'échange de détergent réalisé lors de la

désorption.
Aujourd’hui, la caractérisation par MS native dédsPpar ces deux techniques prometteuses reste

cependant marginale et cantonnée aux groupes aipdEThautement spécialisés et possédant ces

sources.
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3. Conclusions.

Ce travail bibliographique a permis d’identifiers|différentes stratégies de solubilisation de PMs
compatibles avec les approches de MS native et N3X-Concernant la MS native, I'étape de
préparation d’échantillon et les conditions énequets appliquées semblent étre les étapes clés pour
la réussite d’'une analyse de PM. La technique d’H@X est moins soumise a une préparation fine
de la PM pour sa caractérisation mais nécessiteoptimisation fine des conditions de digestion
notamment dans le cas des récepteurs couplés aidnms G. Malgré le dénombrement d’'un nombre
certain de publications relayant la caractérisadi®®Ms par ces approches, leur étude est actggitem
toujours réservée a des groupes académiques &eéalgges et reste particulierement difficile.

4. Objectifs des travaux.

Dans ce contexte, I'objectif de cette partie de mavail de these a été de mettre en place etalégpet
des méthodes MS native et HDX-MS pour la caractos de PMs en milieu détergent au laboratoire.
Les chapitres suivants relatent les succeés efffesuttés rencontrés lors de I'étude de trois gioes

membranaires en milieu détergent : la lipase ABléDécepteur AA2A et le peptidefAd2.
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CHAPITRE 2 : CARACTERISATION D’'UNE PROTEINE
MEMBRANAIRE A UN DOMAINE TRANSMEMBRANAIRE
PAR MS NATIVE ET HDX-MS : CAS DE LA LIPASE ABHD.

1. Contexte de I'étude.

Parmi les cibles thérapeutiques d’intérét, les mreg/responsables de la dégradation des lipides ou
lipases sont des biomolécules impliquées dansuitsimaladies comme le diabete, I'obésité ou
encore le canckh La réaction d’hydrolyse des triglycérides esabatée par les lipases et permet la
production du glycérol et d'acides gras libres espondants aux triglycérides initiaux. Les
mécanismes réactionnels exacts sont mal connes substrats divélscependant I'hydrolyse des
lipides semble avoir toujours lieu au niveau d'unade catalytigue mettant en jeu une sérine, une
histidine et un acide aspartigue. Ces enzymes megeun repliement structural singulier : le

repliement di/p (figure 9), qui est composé de 8 huit bifineliés par 6 hélices.

Figure 9. Représentation schématique du replieméhtonservé chez les lipases, modifié& dees 8 bring
et les 6 hélices alphas sont respectivement aneatéert et bleu. Les points noirs représentenpdsitions
des acides aminés impliqués dans la triade cajabjtidu coté N-ter vers le coté C-ter : la sériagjde

aspartique et I'histidine.

Un autre domaine important sur ces protéines edbiraine « couvercle/chapeaulid/Cap) qui
recouvre le site actif de la protéine (figure kD¢ domaine est décrit comme flexible, permettant ou

non I'accés des substrats au site ¥ctif
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lipaseThermomyces lanuginosuse domaine chapeau est représenté en orangeaamsnformation ouverte

et en rose dans sa conformation fermée, empécinantaccés au site actif (acides aminés repré&seen bleu),
extrait dé*.

Dans ce travail de these, la lipase étudiée egrdtéine ABHD qui possede un repliemerip
hydrolase avec une triade catalytique et un dometia@eau comme décrit ci-dessus. Ce travail est
réalisé en collaboration avec I'équipe du Dr. Reh¥agner (Plateforme IMPRESS, UMR 7242,
lllkirch) et I'Institut de Recherches Servier. Q'eme protéine de 358 acides aminés avec une masse
théorique de 40715,1 Da (séquence non donnée psuiatons de confidentialité). Elle posséde un
seul domaine transmembranaire de 21 acides aminggand domaine cytosolique, qui représente
~90% de sa seéquence (329 acides aminés) et un domdine extracellulaire (8 acides aminés).
Malgré son faible ancrage dans la membrane, Batilon de détergent est nécessaire a son extraction
et a sa solubilisation. La figure 11 résume le groke utilisé pour I'expression et la purificatide

cette protéine. La protéine ABHD est exprimée dangvurePichia pastoris(les cellules de cette
levure se développent rapidement dans des miliémples et peu chers avec des rendements
d’expression qui ont permis la caractérisation deloreuses PMs). Une lyse mécanique des cellules
est ensuite opérée avant I'extraction et la sdkdiibn de la protéine ABHD avec 1% m/v de DDM.
Une chromatographie d’affinité et une chromatogmapdiexclusion stérique (SEC) sont ensuite
réalisées pour isoler ABHD des contaminants évémtua protéine ABHD est alors purifiée dans le
tampon suivant : 50 mM Tris pH 7,4; 300 mM NaCll © m/v DDM avec une concentration de
'ordre de 30uM et observée en SEC sous forme monomérique. lasquies d’expression et de

purification ont été optimisés par I'équipe du Benaud Wagner.
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expression Pichia Lyse mécanique des Extraction et
P . ¥ d solubilisation en Purification ABHD purifi¢e
pastoris cellules ,
détergent

Figure 11. Représentation schématique du protocole d’'expmesgtide purification de la protéine ABHD.

2. Objectifs de I'étude.

Dans ce contexte détergent, les objectifs de nawailront été :
- Mettre au point un protocole pour la caractérisatle la protéine ABHD par MS native et MS
dénaturante en présence de DDM.
- Reéaliser un criblage de ligands, potentiels inkilni, sur cette protéine.
- Etudier I'effet de la fixation d’un ligand sur lamformation de la protéine, et en particulier sur

le domaine chapeau et les acides aminés implicags ld triade catalytique, par HDX-MS.

3. Résultats

3.1. Mise au point du protocole de caractérisation par M native.
La premiéere étape est d’optimiser la préparatio’éantillon pour I'analyse par MS native. En
effet, cette étape a été décrite comme primorgiaie le succés de I'analyse par cette techrifgue

3.1.1. Optimisation des conditions de préparation de I'écantillon.
Pour cela, la protéine ABHD a subi une étape d"éghale tampon a I'aide de deux mini colonnes de
gel filtration Zeba™ Spin Desalting Columngvec un seuil de coupure de 7 kDa et un volurta to
de 0,5 mL. L'utilisation de l'ultrafiltration concgre également les micelles de détergent et doat a
titre étre évité€. Le tampon initial (50 mM Tris pH 7,4; 300 mM NaQ@,1 % m/v DDM) a été
remplacé par différentes compositions de tamponsdffpatibles. Deux parametres ont été optimisés
pour la préparation d’ABHD : la concentration egtate d’'ammonium et la concentration en DDM
(figure 12).

pH fixé 4 7.4
[ABHD] fixée a 20 uM

AcONH, 50 mM + AcONH,150 mM AcONH,300 mM
0% DDM +0% DDM +0% DDM

AcONH,50 mM + AcONH,150 mM AcONH, 300 mM
0.02% DDM +0.02% DDM +0.02% DDM

AcONH,50 mM + AcONH,150 mM AcONH, 300 mM % DDM
0.10% DDM +0.10% DDM +0.10% DDM

s Force lonique
Figure 12. Compositions des tampons testés pour la caraatiérisd’ ABHD par MS native.
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Les spectres de masses présentés en figure 13emiokitifluence du % de DDM sur la qualité du
signal MS obtenu pour ABHD avec une concentratmtA@ONH; de 300 mM (concentration optimale
dont I'optimisation sera présentée ultérieuremehtin pH de 7,4. Les spectres de masse sur lanrégio
500-5000 m/z (figure 13a-c) permettent difficilerhdiobserver un signal protéique da a la présence
de signaux intenses correspondant a des moléceledDOM libres en solution, I'ion 533 m/z
correspond a un ion monochargé d’'une molécule ds1PEL0 Da) associée a un ion sodium et l'ion
1043 m/z correspond a un ion [2DDM+Nall est a noter que malgré I'échange de tampolisgéa
sans DDM (figure13a), du DDM provenant du tampopuiéfication est encore présent. Sur la région
2000-5000 m/z (figures 13e-f), le signal protéiqliABHD est observé avec un état de charge
principal 13+ (ion a 3136 m/z) et nous pouvons mgumear que I'intensité du signal protéique d’ABHD
croit avec la concentration en DDM. A 0% m/v DDMgcan signal protéique n’est observé (d), & 0,02
% m/v DDM, l'intensité de I'état de charge 13+ (81:8/z) est de 2.20coups (e) contre 5.3@oups
pour 0,10% m/v DDM (f). Les conditions de prépamatd’ ABHD retenues pour I'analyse MS native
sont AcONH 300 mM pH 7,4 avec 0,1% DDM m/v. La stabilité’attivité de cette protéine dans ce
tampon ont été vérifiees par I'équipe du Dr. Rendladjner.

ABHD 20 pM
0 % DDM

1007533 100

ABHD 20 uM
0 % DDM

Pas de signal protéique
1 (533 m/z)= 5.103coups

a) 9

1043

b)

533

ABHD 20 pM
0.02 % DDM
1043

|

1 (533 m/z)= 8.10*coups

Intensité relative (%)

0
100

533

1043ABHD 20 pM

1 (533 m/z)= 1.105coups

—~

Intensité relative (%

0]
1007

e)

0.02 % DDM

=}

11

ABHD 20 pM
0.10 % DDM

—_
=3
S

ABHD 20 pM

e

3136 o

1 (3136 m/z)= 2.10*coups

3136

0.10 % DDM

=

c)

l I 1 (3136 m/z)= 5.10*coups
0

T T T T T 1
2500

0 T T T T

1000 2000 3000 m/z

4000

Figure 13. Influence du % de DDM sur le spectre de massd datla protéine ABHD, la concentration en

m/z
2000 4500 5000

3000 3500 4000

AcONH;, utilisée est de 300 mM a pH 7,4. Les conditions9d8t ici identiques et I'optimisation de la tension
trap CV est discutée au §3.1.3.

L'influence de la force ionique sur la stabilitélderotéine et donc sur la qualité spectrale deégent

été observée (figure 14). Sur les trois concewinaten ACONH testées, le signal MS le plus intense
est observé a une concentration de 300 mM (70 qoayos!’état de charge 13+ contre 50 coups a 150
mM) alors qu’a une concentration de 50 mM la pr&@é\BHD ne semble pas stable (aucun signal
protéigue n’est observé).
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ABHD 20 tM
AcONH, 50 mM

Pas de signal protéique

100 “

a)

ABHD 20 pM
AcONH, 150 mM 3136

0 —

100 —
I (3136 m/z)= 5.10'coups

b)

ABHD 20 ],I.M 3136
100 ¥ AcONH, 300 mM

1 (3136 m/z)= 7.10'coups

Intensité relative (%)

0 | | | | | |
2000 2500 3000 3500 4000 4500 m/z 5000

Figure 14.Influence de la concentration en ACON$dir le spectre de masse natif de la protéine ABHID,
concentration en DDMtilisée est de 0,1 % m/v et le pH fixé a pH 7 ds tonditions MS sont ici identiques
et I'optimisation de la tension trap CV est diseuaé §3.1.3.

3.1.2. Importance de la pureté du détergent pour I'analyseen MS native.
Ici nous avons utilisé un détergent de haute puyr&d8%, marque Anatrace, grade Analytique) qui a
permis I'obtention d’'un spectre de masse relativenfecile a interpréter, en revanche nous avons pu
observer des spectres de masse contaminés eanitiiss détergents de pureté inférieure (98%, Sigma
Aldrich, GC grade) (figure 15).

100 —
Pureté du DDM= 98%

a)

0—
100 —

Pureté du DDM> 99%

b)

Intensité relative (%)

0 T T T 1
2000 2500 3000 3500 4000 4500 mz 5000

Figure 15. Influence de la pureté du détergent sur la guafiectrale pour I'analyse en MS native.

D’autre part, afin d’éviter les probléemes liés a&damcentration éventuelle du DDM lors de I'échange
de tampon et suite aux optimisations présentéass avons choisi avec le Dr. Renaud Wagner de

réaliser I'étape de chromatographie d’exclusiomigié directement en tampon AcONH0O0 mM
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0,1% m/v DDM pH 7,4 afin de pouvoir analyser latpie en conditions natives sans étape d’échange

de tampon manuelle.

3.1.3. Optimisation des conditions MS.
La deuxieme étape essentielle pour I'obtention dpectre de masse de qualité est I'optimisation de
la tension trap CV (tension appliquée dans la kelie collision aussi appelée trap). La tension doi
étre suffisamment forte pour casser I'interaction novalente détergent/PM et permettre la libénatio
de la PM pour sa détection sans toutefois la désratl’optimisation de ce parameétre essentiel est
présentée en figure 16. Les molécules de DDM €@dide maniére non-covalentes a ABHD sont
progressivement dissociées a hautes tensionspeYdavorisant les collisions avec les molécules
de gaz présentes au sein de la cellule trap,aetoént supprimées a 80 V, les autres parametres MS
sont maintenus constants lors de I'expérience.cbaslitions MS retenues pour I'analyse MS native
de la protéine ABHD solubilisée en DDM sont Vc :BE0 V, trap gas : 5 mL/min, trap CV : 80-120
V, Pi: 6 mbar.

ABHD 20 pM
100 7 0.1 % DDM
3136
a) - Trap CV= 0V
0 -
100 - 3136,
b) Trap CV= 40V

o
|

3136
100 —

Intensité relative (%)

Trap CV= 80V

0 T T T T T 1
2000 2500 3000 3500 4000 4500 M/Z 5000

Figure 16. Influence de la tension trap CV sur la dissociatin complexe ABHD/DDM. Les astérisques

représentent les molécules de DDM liées.
3.1.4. Comparaison de trois lots de purification par MS néive.

Avec ce protocole, les spectres de MS native acguis3 lots de purification dans les mémes

conditions MS sont présentés en figure 17.
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12+

3398
100 — 11+
3706
13+
3136 Lot 1
50 —

100 —

Lot 2

50 — Lot3

Intensité relative (%)
o 2
E l

)
0 I | I T T 1
2000 3000 4000 5000 6000 M/Z 7000

Figure 17. Spectres de masse en conditions natives d’ABHDrsig lots de purification.

La distribution des états de charge est centré€é&at de charge 12+ et la protéine est observée a
I'état monomérique pour les trois lots de purificat Une deuxiéme distribution d’états de charge,
minoritaire est observée sur la gamme 1500-2500lagzant supposer une protéine partiellement
dénaturée. Un zoom sur I'état de charge princigalpeoposé ci-dessous en figure 18. La protéine
ABHD est relativement homogéne. Trois espéeces limaij@s sont observées : la premiére avec une
masse de 40717 + 2 Da correspond a la masse datéing WT (masse théorique de 40715 Da). Les
deux autres especes observees a 40759 + 2 Da @}ét[@0796 = 2 Da (+81 Da) pourraient étre
attribuées respectivement a une acétylation et phesphorylation, modifications post-
traductionnelles décrites ch@ichia pastori§®. Afin de s’assurer du caractére covalent de ces de
especes, la protéine ABHD a été caractérisée paddi&turante.
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100 — & 3397.5 40715 Da : ABHD WT (masse théorique)
@ 3400.7 ® 40717+ 2Da:ABHD WT
® 40759 +2Da: ABHD WT + 44 Da

50 3394.2 ® 40796 +2 Da: ABHD WT + 81 Da

0 —
100 |

50

Intensité relative (%)

100 <

50

T T T T T
3360 3380 3400 3420 3440 m/z

Figure 18.Zoom sur I'état de charge 12+ d’ABHD sur troisslde purification et calculs des masses entiéres.

3.1.5. Caractérisation de la protéine ABHD par MS dénaturante.
La protéine est diluée a M dans un tampon ACNAD/HCOOH, 50/50/1, v/viv et analysée en
conditions dénaturantes (Vc: 40 V, trap CV : 4WPet 1,7 mbar, figure 19a). Le doublet de pics
visible a~ 1000 m/z est attribué a des molécules de DDMSdibdm zoom sur deux états de charge est
présenté figure 19b, deux especes peuvent étrififles : la premiére correspond a une masse 40717
+ 3 Da (ABHD WT) et la seconde a une masse de 4&48a (ABHD + acétylation). La troisieme

espece observée en conditions natives n’est parva@lesici due a une résolution probablement

insuffisante.
a) ABHD 2 pM, MS dénaturante b) zoom sur les états de charge 42+ et 41+
42+ 41+
995.1
1007 100 9714
807 i
% 0705 994.1
—~ NS -
g S
o 607 >
- 60 -
£ 3
= )
) -
£~ N
o 407 ]
2 2 40
= P
2 =
= 207 ~
) 20
l Ledaoks J " L
0~ T T T . T 1 T T T T T
1000 1500 2000 2500 M/Z 3000 960 970 980 990 1000  m/z

Figure 19. Caractérisation de la protéine ABHD en conditidéeaturantes.
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3.1.6. Apport de la mobilité ionique pour simplifier les gectres en milieu détergent.
Face a la contamination des spectres de masseuskdenconditions dénaturantes et en conditions
natives par les molécules de DDM libres, nous avéwaué I'apport de la mobilité ionique comme
technique de séparation. En effet, cette techrégdéja été utilisée pour « nettoyer » les speckees

masse de contaminants comme les polymeéres poardatérisation MS de protéines solubfies

«» En conditions dénaturantes.

Le spectre de masse d’ABHD obtenu en MS dénatursarte séparation par mobilité ionique est
présenté en figure 20 (spectre du haut). Le sigr@kique est fortement écrasé par l'intensité des
molécules libres de DDM. La séparation par IM pdrdiebserver trois especes majoritaires sur le
mobilogramme (figure 20b) qui correspondent & uo&oule de DDM chargée 2+ (spectre de masse
1), au signal de la protéine ABHD (spectre de ma3s# au spectre de masse de deux molécules de
DDM chargé 1+ (spectre de masse 3). Le spectre atesende la protéine ABHD est alors plus

facilement interprétable, ce qui montre I'efficéciiu « nettoyage » des spectres de masse par IM.

100 — @7

a) sans séparation b) séparation IM

N x1
4
0 P | AIAARS A DA A A As Ao e A A A @
2%
e O — ON o

x1

S
3
|
S
S
J

23
S
1

=
S
|

@

Intensité Relative (%)
5
1

Intensité Relative (%)
1

x1 : @

T T T T T T T 1
800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200
m/z

Figure 20. Utilisation de I'IM-MS en conditions dénaturantesur la séparation des détergents libres et de
ABHD. (Vc : 40V, Pi: 2 mbar, Trap et Transfer C¥ et 2 V, trap gas : 5 mL/min, QHe/@NL80/90 mL/min,
WH : 40V, WH : 800 m/s).

La méme approche a été utilisée en conditions emtiv

(=}
L

I
I I I I I

Temps de dérive (ms)

«* En conditions natives.

Sans séparation IM, le signal protéique doit étngldié 100 fois a I'aide du logiciel de retraitente

pour étre visualisé correctement (figure 21, sgedtr haut). Aprés séparation par mobilité ionique,
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les signaux d’'une et deux molécules de DDM (spediret 2) sont séparés des signaux protéiques
d’ABHD (spectre 3).

1+

10079 a) sans séparation IM b) séparation IM
l‘ =
© B3 L @00 @
e 100
0 T
-~ e
g |° O /™
-~ x1
QJ
£ Y@
P — 1+
e @ 5
W (b x1 b 10
2 £ 401
g 2
E 5
= 100 205
-
0 T T T T T
— 0 5 10 15 20 25

T Temps de dérive (ms)
1000 2000 3000 4000 5000
m/z

Figure 21 Utilisation de I'IM-MS en conditions natives polar séparation des détergents libres et de ABHD.
(Vc: 80V, Pi: 6 mbar, Trap et Transfer CV : 8@¢/, trap gas : 5 mL/min, QHe/QN120/60 mL/min, WH :
40 V, WH : 800 m/s).

3.1.7. Analyse d’ABHD sur différents spectrometres de mass

Plusieurs Q-TOF modifiés (quadripble haute massgsion plus forte en trap CV et pression plus
élevée en source) ont été décrits dans la literatomme étant indispensables pour la détection de
PM en conditions natives, permettant la transmissida dissociation de complexes PM/détergent
Nous avons voulu vérifier cette capacité sur naxdeitres instruments commerciaux : un TOF (LCT
upgradé par I'entreprise MS vision avec une tensiaximale de cone de 400 V) et un Orbitrap
(Exactive Plus EMR). Les spectres de masse obt&nmuses deux instruments en conditions natives
sont présentés en figure 22 et comparés a celuisasgr le Synapt G2 (Q-TOF). Il a été possible
d’observer le signal protéique d’ABHD sur chaqustrimment : les distributions des états de charge
sont similaires entre TOF, et Q-TOF. De manierérggsante, nous pouvons Voir ici que le complexe
PM/détergent est dissocié en source a des tendamssla gamme 200-300 V sur le LCT (figure 22a)
au lieu d'étre réalisé en cellule trap (non présenir cet instrument) sur le Synapt G2. Concerieant
spectre de MS native obtenu sur I'instrument de pbitrap, I'interaction PM/détergent a également
pu étre dissociée dans le compartiment source (QID eV). Nous pouvons noter que la distribution
des états de charges est Iégérement déplacéeespiasdfaibles états de charge (di a un mauvais
réglage des paramétres instrumentaux ou a uneetitfé au niveau de la source d’ionisation) et que

la sensibilité est moins bonne en comparaison kegedonnées obtenues sur le Q-TOF. En revanche,
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la désolvatation et I'élimination des moléculesDi2M semblent plus efficaces sur cet instrument et
permettent d’accéder a une meilleure résolutioreexgentale £2600 sur le pic a 3136 m/z). Cela
peut étre intéressant dans le cadre de la carsatién avec des ligands de faibles masses.

Zoom sur I’état de charge 13+

ABHD 20 pM
0.10 % DDM 3136

2 m ” TOF

100 13

100 13+

w2, =11.8m/z
Rs=266

=
|

3136

Q-TOF @y, =8.8m/z
Rs=356

=
-

=3
|

100 - 3136

+
13+ Orbitrap w2 =1.2m/z
L Rs=2613
| L UVt ot
0 i ' “ y f T T T T T Y 1

m/z
2000 2500 3000 3500 4000 4500 m/z 5000 3060 3080 3100 3120 3140 3160 3180 3200

Figure 22 Caractérisation de la protéine ABHD en conditioaives sur différents instruments : TOF (LCT

upgradé MS vision, Waters), Q-TOF (Synapt G2 HDM&ters), Orbitrap (Exactive Plus EMR, Thermo).

Intensité relative (%)

)
~

3.1.8. Conclusions.
Ce travail a permis de mettre en lumiere I'impoctarde la préparation d’échantillon pour la
caractérisation par MS native d’'une PM en milietedgent. Les conditions de préparation propres a
la protéine ABHD ont pu étre mises au por2@ uM dans un tampon AcCONH300 mM pH 7,4 +
0,02-0,1 % m/v DDM sans étape de concentratioofgbermis sa caractérisation sur trois instruments
différents par MS native suite aux optimisatiorstrimmentales réalisées. Ces optimisations ont germi
'obtention de spectres de masse de qualité peaantettobserver une protéine monomérique et
relativement homogeéne.
De maniére intéressante, la mobilité ionique @disomme technique de séparation pour simplifier
les spectres de masse dans le contexte détergshtré&vélée relativement efficace et pourrait étre
utilisée pour la caractérisation d’autres PMs alinbserver « facilement » un premier signal

protéique.

3.2.Criblage avec les ligands par MS native et MSédhaturante.
Le deuxiéme objectif de I'étude était de caracsgiimteraction de 6 inhibiteurs potentiels de ABH
Les structures et les noms des inhibiteurs ne pastdécrits pour des raisons de confidentialité. Le
tableau 1 présente leurs masses et I'ajout de naéigselu suite a la réaction supposée avec ABHD.
Ces potentiels inhibiteurs sont supposés réagi Eveérine catalytigue d’ABHD, seuls les ligands 5

et 6 ont été confirmés comme inhibiteurs (sourdeokatoires Servier).
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Ajout de masse attendu

Nom du ligand Masse du ligand (Da) s(lll)ral)ap[::l':;tie;n:éigg]:
d’une molécule

1 462,3 +347,2
2 520,5 +381,4
3 455,4 +360,3
4 456,5 +362,3
5 308,4 +97,1

6 307,3 +71,1

Tableau 1 Ligands utilisés pour le criblage et masses dttes. La pureté des ligands est d’environ 95 96 et i

sont solubilisés dans des solutions de DMSO a 10 mM

Afin d’évaluer le temps nécessaire a la réactidaleéodes ligands sur ABHD, un suivi cinétique par
MS native a été réalisé avec le ligand 1 (L1) dés mémes conditions instrumentales et
expérimentales que décrites précédemment en &8 .thnhpon utilisé était ACONAB00 mM pH 7,4
0,1% m/v DDM [ABHD] :20 uM et [L1] :200 uM, 2% viADMSO (figure 23). La réaction entre
ABHD et le ligand L1 est observée en temps réet éimegmentation progressive de l'intensité d’une
espéce correspondant a une masse 41107,3 = 1j@agentée en bleu) en bonne corrélation avec
la masse attendue suite a la réaction avec L1 ¢4D&). Aprés 3 heures d’incubation la réactionin’es

pas encore totale a température ambiante.

100 Zoom sur I’état de charge 12+

Li/?/l
50 13
14 a) ABHD apo

. L lmmu.hll‘l l o 0% de forme holo

100 2

holo

1+ b) ABHD + 10 excés ligand 1 /7

50 — 14+ Ry
(<) =m
|

0 — WL‘NL—JLA—LLA_._______

100 ’ 11+ 411073 £ 1.8 Da
12+ (=1348 Da)

58% de forme holo

Intensité relative (%)

holo

80% de forme holo

€) ABHD + 10 excés ligand 1 apo

(/) t=3H T T T T T T i
A4 3300 3350 3400 3450 3500 3550 3600
m/z

m/z
2000 3000 1000 5000 6000 7000

Figure 23. Suivi de la réaction de L1 sur ABHD en conditioragives au cours du temps.

Chaque ligand a alors été incubé pendant 12 h péeture ambiante en exces (10 exces molaires)
afin de favoriser la réaction avec la protéine ABEDuM) dans le tampon AcCONABO0 mM pH 7,4
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0,1 % m/v DDM. Les différentes solutions ABHD/L1BAD/L2, ABHD/L3, ABHD/L4, ABHD/L5,
ABHD/L6 contenant les six ligands ont ensuite étalgsées par MS native sur le Synapt G2 avec la

méthode instrumentale optimisée sur la protéine BBpb.

Les spectres de masse obtenus en conditions nativés Synapt G2 sont présentés figure 24. Une
analyse contrle a été realisée : 2% v/vde DMS@i@najoutés a la protéine ABHDapo afin de mimer
I'effet du DMSO sur la protéine induisant un dégalade la distribution des états de chéfige
Concernant la réaction des ligands avec ABHD, tlmsonditions d’incubation testées, plusieurs cas
peuvent étre distingueés :

- une réaction totale de L1 et L5 est observee.

- une réaction partielle de L2 est observée (38 %¥oure holo est observé)

- larésolution expérimentale ne permet pas de déterrolairement si L6 a réagi.

- lesligands L3 et L4 ne semblent pas réagir.

3706.3 Masse expérimentale

. Conclusion
Masse théorique

ABHD + 2% DMSO
40758+ 2 Da -
40 757 Da (0% forme holo)
3737.8
ABHD/L1 41105+ 1Da L1 a totalement réagi
i 41104 Da (100 % forme holo)
A A B NN,
3707.9
’ 37411 40774 £ 8Da une partie de L2 a réagi
ABHD/L2 2 *41146+ 8 Da (38% de forme holo)
41138 Da
3707.6
40773 £4Da pas de réaction de L3
ABHD/L3 41117 Da (0% de forme holo)
A A
3706.2
40758+ 2 Da de réaction de L4
ABHD/L4 41 119 Da pas de réaction de
(0% de forme holo)
3715.1
40855+ 3 Da L5 a totalement réagi
ABHD/L5S 40854 Da (100% de forme holo)
37154 40851+ 11 Da Réaction de L6 ?
ABHD/L6 40 828 Da
I I I I I |
2500 3000 3500 4000 4500 m/z 5000

Figure 24. Criblage des 6 ligands covalents sur ABHD en @@t natives sur le Synapt G2. Le rapport m/z
de I'état de charge 11+ est annoté sur chaquerspect

Afin de confirmer ces conclusions et valider leacs¢re covalent de l'interaction, les mélanges
ABHD/L1-6 ont été dilués aj2M dans une solution dénaturante (ACN/H20/HCOOHS6, v/viv/)

et analysés selon la méthode utilisée pour la im®8po. Les résultats obtenus sont présentegume fi
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25. A nouveau, L3 et L4 ne semblent pas réagir dassonditions d’incubation avec ABHD. L1, L5
et L6 ont réagi avec ABHD et le caractere covaésttvalidé. Il est tout de méme a noter qu’ABHD
est observé en présence de L1 a 76 % sous formeshatonditions dénaturantes contre 100 % en
conditions natives : ce résultat pourrait étre din@ réversibilité de la fixation en conditionscas.
D’autre part, L2 réagit toujours partiellement ayd®HD (32 % de forme holo est observe).

Masse expérimentale

e Conclusion
1003.6 Masse théorique
41105+ 2 Da o
ABHD/L1 ‘ i l l 41104 Da 760/Ldl aroal
Wl llnl.l.lllll; A A ( o de forme 00)
41004.4
40758 £ 1Da
ABHD/L2 *41137+2Da une partie de L2 a réagi
41138 Da 32 % de f hol
LLLLLLL ln lx LU j PO P ( o deorme 00)
995.
ABHD/L3 l 40758 £2Da pas de réaction de L3
.MJJ U T 41117 Da (0 % de forme holo)
995.
ABHD/L4 1 \ l l l 40758+ 1Da pas de réaction de L4
l l l W RT P 41119 Da (0% de forme holo)
997..
ABHD/LS l l [ 40856+ 2 Da L5 a totalement réagi
“ T 40854 Da (100% de forme holo)
996.
40831+ 3 Da L6 a totalement réagi
ABHD/L6 l u 40828 Da (100% de forme holo)
llllllleLA b o
I I I I [ ] 1
800 1000 1200 1400 1600 18%)/Z 2000

Figure 25. Criblage des 6 ligands covalents sur ABHD en d@rg dénaturantes sur le Synapt G2. Le rapport
m/z de I'état de charge 41+ est annoté sur chgupErs.

En conclusion, 4 potentiels inhibiteurs sur 6 ot# &entifies comme réagissant avec la sérine
catalytigue d’ABHD dont 2 totalement dans les ctinds testées (L5 et L6). Les deux ligands L3 et
L4, qui n'ont pas montré de réaction au bout de d’#itubation, ont été décrits comme réversibles

contrairement aux 4 autres (communication Labaredédbervier).
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3.3.Etude structurale par HDX-MS d’ABHD.
Apres avoir identifié les inhibiteurs réagissant@ABHD, nous avons étudié I'effet d’un inhibiteur
sur la conformation d’ABHD par HDX-MS : L1 a étéaibi comme exemple.
La premiére étape pour une étude d’'HDX-MS est dwiger les conditions de digestion afin de
maximiser le recouvrement de séquence de la peo&tila redondance des peptides. Ces expériences

ont été realisées sur le systeme HDX-MS présenkaetie 1.

3.3.1. Influence du débit de trapping sur la couverture deséquence d’ABHD.
Deux valeurs de débit de trapping ont été test@esde la digestion de la protéine ABHD par la
pepsine : 10QL/min et 200uL/min. A 100puL/min, le recouvrement de séquence est de 90,2%b et
redondance est de 4,45 (avec 135 peptides détectdise 93,6 % de recouvrement de séquence et
une redondance de 4,69 (avec 134 peptides détecg¥)ul/min. Les acides aminés non détectés
sont les trois premiers acides aminés coté N-thrsetiuit derniers acides aminés ainsi que le éag 1
histidines c6té C-ter. Ces tests ont été réalinésigicata analytiques. L'augmentation du délst d
trapping a permis d’obtenir un meilleur recouvretrdm séquence de la protéine présenté en figure
26.
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Figure 26. Recouvrement de séquence d’ABHD a 200min. Le recouvrement de séquence est de 93,6% et
la redondance est de 4,69 (134 peptides détedtés).peptides sont représentés par des barres bleues

horizontales.
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3.3.2. Comparaison des profils de deutération.
Les échantillons apo (contenant 2% v/v de DMSQjobb ont été incubés 12h en conditions natives
avant les expériences HDX-MS suite au suivi cingicgalisé par MS native. Les expériences HDX-
MS permettent d’'observer plusieurs changementsocowtionnels lorsque L1 réagit avec ABHD
(figure 27). Les régions impliquant les trois asideminés de la triade catalytique (sérine, acide
aspartique et histidine) et la région chapeau sembbimpactées. L'interprétation de ces données

nécessite une validation statistique en amontjtéérapres.

6
ABHDapo 260

5

4 N-ter 135- 135 264- 301 Ceter
88-102 156 157 281 319

Région de 252- Phistidine impliquée
Pacide aspartique dans le triade
impliqué dans le triade catalytique
-3 196 catalytique

209 - 30 sec
4 ' --- 2 min

--- 10min

-2 la sérine 196-
catalytique 210

Différence d’incorporation (Da)

Région du .
-5 chapeau --- 30min
--- 60min

ABHD/L1

6

Figure 27. Différences d'incorporation en deutérium entegdt libre ABHD et I'état réagi ABHD/L1. Les
barres verticales grises représentent la sommadiffi@sences d’'incorporation en deutérium entredesx états
de chaque peptide pour les cing temps de margidgsec, 2 min, 10 min, 30 min et 60 min). Les puasi
dont la différence a été évaluée comme signifieativ moyen du logiciel MEMHD3ont été annotés en bleu

(seuil de 5%) et orange (seuil de 2%), les autepsighes sont annotés en noir.

Validation statistique.

La validation statistique des données a été réadidaide du logiciel MEMHDX. Ce logiciel permet
de valider la présence d’une différence signifi@ati’incorporation en deutérium entre les deuxsétat
(apo et holo) de chaque peptide a I'aide d’'undestvald mais également de valider son amplitude a
l'aide d’'un second test de Wald. Les paramétregsszires a la réalisation de ces tests sont : un
pourcentage d’incorporation en deutérium, fixé dcB5% (pourcentage défini par nos conditions
expérimentales), une significativité statistique t¥ et un seuil de 5% (ce seuil est défini

arbitrairement et sera discuté ci-apres). Suite test, une représentation appdiéactional Uptake
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Difference plotest générée par le logiciel (figure 28), cettéedé@nce correspond a la soustraction de
l'incorporation en deutérium moyenne observéetat’'@oo par I'incorporation en deutérium moyenne
observée a I'état holo a chaque temps de cinéfiquechaque peptide. Les peptides surlignés en bleu
présentent une différence d’'incorporation relagwedeutérium (normalisée a 1, 1 étant la différence
d’incorporation relative maximale observable supéptide considéré) supérieure au seuil fixé (5%,
représenté par des pointillés horizontaux bleugs @eptides seront donc interprétés en vérifiant
manuellement les différences d’incorporation rekgien deutérium (figure 29, peptides annotés en
bleu). Les peptides surlignés en orange sont cérésccomme significativement différents entre les
états apo et holo pour un seuil de 2%. Cependamsagvoir verifie manuellement les profils
d’incorporation de ces deux peptides (figure 2Ptipes annotés en orange), ils ont été exclus de
l'interprétation car les profils d’'incorporation deutérium sont superposables entre I'état apétat |
holo. Enfin, les peptides non détectés comme ptaésemne différence d’incorporation relative

supérieure a 2% sont totalement exclus de I'inégpion.

ABHD-ABHD/L1 ]

0.2

0.1
+0.03 ,
0.018=2
-0.05
0.1

-0.2

Fractional Uptake Difference

Peptide

Figure 28 ReprésentatioRractional Uptake Differencgénérée par MEMHDX pour déterminer les peptides

présentant une différence d’incorporation relaémeleutérium entre les états apo et holo pour ehiups de

cinétique (orange : 30s, jaune : 2 min, vert : 19, ileu : 30 min et rose : 60 min) supérieure euwildixe.

Interprétation des peptides validés au seuil de 5%.

Les régions contenant l'acide aspartique et I'tlise impliqués dans la réaction du ligand sont
protégées avec des différences d’incorporationtipesi La région concernant I'acide aspartique
impliqué dans la triade catalytique est protégépréasence de L1 avec une différence d’incorporation
de +5 Da et +3 Da respectivement pour les pepB@s281 et 264-281. Le peptide 301-319 contenant
I'histidine impliqguée dans la triade catalytiquegente aussi un phénomene de protection avec une
différence d’incorporation de +3 Da validée staistment. Ainsi ces régions semblent moins
exposées au solvant deutéré suite a la réactioligdnd. Ces résultats sont en accord avec un
phénomeéne de protection qui a déja été observidPXrMS dans la littérature sur une autre ligdse
Outre ce changement conformationnel, des changsmderdonformation induits par la fixation de L1

sont aussi observés sur d’autres régions de ABHiDé C-terminal, les peptides 88-102 et 158-169
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présentent une moins bonne accessibilité au solganprésence de L1 avec des différences
d’incorporation respectives de +3 Da et +2 Da. kptjgle 243-248 a également été validé par le
logiciel MEMHDX bien que sa différence d’'incorpdmat soit relativement faible avec -1 Da. De

maniére intéressante, la région couvercle d’ ABHRi@# plus accessible au solvant deutéré avec une
différence d’incorporation de -3 Da (peptide 19®2@lidé statistiquement) laissant supposer une

plus grande flexibilité suite au changement confdiramnel induit lors la fixation de L1.

Commentaire sur les peptides 135-156 et 135-157 ptieles de la sérine catalytique).

Pour la région concernant la sérine catalytiqus, deptides 135-156 et 135-157 présentent des
différences d’incorporation importantes de +3 Dgpendant ces peptides correspondent a la forme
apo d’ABHD et ne devraient pas étre détectés aldaéaction avec L1. Face a ce résultat, j'digéa

un appel d’'ion correspondant au rapport m/z théerdu peptide réagi avec L1 et ce peptide n’est pas
observé. Afin d’élucider cette absence, un peptidg@ping est actuellement réalisé. De plus, cette
différence n’a pas été considérée comme signifieaselon le logiciel MEMHDX. En effet,
I'observation attentive des profils d’incorporatiparmet de proposer que les peptides 135-156 et 135
157 (figure 29, annotés en noir) contenant la eédatalytique n'ont pas été détectés comme
significativement différents malgré des différencd$ncorporation supérieures aux réplicats
analytiques entre les états apo et holo car le jpdd® min ne suit pas la tendance a I'augmentakion
l'incorporation supposée par I'ensemble des auioists de cinétique sur ces peptides. En effet, le
profil typique attendu lors d’'une incorporation gressive en deutérium correspond par exemple au

profil observé sur le peptide 301-319.
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Figure 29. Profils d’incorporation relative en deutérium despfides validés statistiquement par MEMHDX
(annotés en bleu) et des peptides contenant lzeséatalytique (annotés en noir). Les courbes bletieouges
représentent l'incorporation relative en deutérimumcours du temps respectivement de I'état ape &etht
holo.
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Ces résultats montrent que la reproductibilité depériences reste encore aujourd’hui un axe
d’amélioration prioritaire. De plus, la validatides données nécessite I'utilisation de tests Btates

dont les paramétres ne sont pas harmonisés pamiagnauté scientifique.

Afin de renforcer ces premieres conclusions, plusi@erspectives pourraient étre envisagees :

- Une caractérisation conformationnelle de ABHD padXdMS en présence des autres
inhibiteurs identifiés par MS native afin de conmgrales régions impactées et de sonder a
nouveau les peptides contenant la sérine catagtiqu

- Une étude de peptide mapping pour vérifier 'imalion de la sérine catalytique dans la
réaction.

- La mutation de la sérine impliquée dans la réadifomde contrdler que seul cet acide aminé

peut réagir avec les inhibiteurs potentiels.
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4. Conclusions.
Les conditions de MS native et MS dénaturante dét mises au point afin de permettre la
caractérisation une protéine de 41 kDa possédadbonaine transmembranaire solubilisée en milieu
détergent DDM 0,02-0,1% m/v. La préparation d'édilan et I'optimisation des parameétres
instrumentaux ont été identifiées comme les étafeds pour la réussite d'une analyse en MS native

et ont nécessité une mise au point conséquenfarotecole retenu est résumé figure 30.

Travail d’optimisation réalisé
Protocole d’expression, de pour l’anal‘yse d’ABHD
purification et de préparation par MS r!atlve en milieu
d’ABHD pour la caractérisation par détergent
MS native
Expression Pichia Traitement des
pastoris données
Extraction et
solubilisation d’ABHD
en DDM .
a partir de protoplastes Acqmsnltlon
de levure Dissociation du
complexe
l DDM/ABHD en trap
(80-120V)
Chromatographie
d’affinité t
Chromatographie Infusion en nanoESI
d’exclusion
(phase mobile: AcONH, 300
mM pH 7.4 0.02-0.1 %
DDM m/v) t
ABHD purifiée
20-30 uM Incubation avec les ligands
ACONH4 300 mM pH 7.4 ou non
0.02-0.1 % DDM m/v
(pH ajusté avec des
bases/acides MS compatibles)
- Eviter la concentration par
ultrafiltration

Figure 30. Représentation schématique du protocole fini$&tpour la caractérisation par MS native d’ABHD
et de 6 potentiels inhibiteurs.

Apres avoir validé la réaction de 4 inhibiteursgmiels sur ABHD (L1, L2, L5 et L6) par MS
dénaturante et MS native et déterminé quelle é&adinétique de réaction et le ratio ABHD/L1
nécessaires pour que la réaction de L1 sur ABHD tedale, nous avons pu caractériser les
changements de conformation induits par la fixatienL1 sur ABHD par HDX-MS. Suite aux
expériences de deutération, plusieurs régionsténvliservées comme soumises a des changements

conformationnels induits et notamment les régiongliguant les acides aminés impliqués dans la
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triade catalytique soumises a un phénomeéne deqgpimieet la zone chapeau potentiellement plus
flexible en présence de L1.

L’ensemble du travail réalisé a permis de mettre paint des conditions expérimentales et
instrumentales adaptées a la caractérisation dPivhpar MS native et HDX-MS pour la premiere fois
dans notre laboratoire.

L’expérience acquise et le protocole mis en plams ke cette étude ont été utilisés pour la
caractérisation d’une deuxiéme protéine plus lagf@renchassée dans la membrane : le récepteur a
'adénosine AA2A.
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CHAPITRE 3 : CARACTERISATION D'UNE PROTEINE
MEMBRANAIRE A SEPT DOMAINES
TRANSMEMBRANAIRES PAR MS NATIVE: CAS DU
RECEPTEUR A L’ADENOSINE

1. Contexte de I'étude.
Les récepteurs couplés aux protéines G sont clasg@asieurs familles en fonction de leur homaogi
de séquence avec difféerentes protéines historigulesirs fonctions associées. Le récepteur d’intéré
ici est le récepteur a I'adénosine AA2A qui faittides RCPG de classe A car sa séquence en acides
aminés posséde une homologie certaine avec la pod®’. Son ligand endogéne est I'adénosine,
métabolite qui joue un rdle majeur dans le transfénergie et la transduction du signal. Ce rémapt
est impliqué dans les maladies cardiovasculaiesgpioblemes du systeme nerveux et I'inflammation
mais il est aussi potentiellement impliqué dansndenbreuses maladies comme la maladie de
Parkinsof®2 ou Alzheime?®. Ce RCPG est donc une cible thérapeutique dex¥h@a structure
cristallographique a été résolue en 20@Qfr I'équipe du Dr. Stevens a I'aide d’un conststiabilisé
par sa fusion avec un lysozyfhieCe construit a été muté sur plusieurs acidesésrifin d’améliorer
son affinité avec un ligand antagoniste de hauieit#f (Kq de I'ordre du nM’) : le ZM241385, avec
lequel il a été cocristallisé. La structure du piear AA2A et de son ligand antagoniste sont
représentés en figure 31.

Masse=337.3 Da

Figure 31 Représentation schématique du récepteur AA2A rmotéstallisé avec le ZM241385 (représenté
en bleu) (a) et structure du ligand antagoniste ZM85 (b), adaptée e

Cette étude a montré que le ZM241385 se fixaitiaean des boucles extracellulaires du récepteur
AA2A. En 2011, I'équipe du Dr. Tatga confirmé ce résultat et a démontré I'importame® acides
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aminés du récepteur a I'adénosine pour la fixatwac le ZM241385. Ces acides aminés seront

spécifiés dans le chapitre.

2. Objectifs de I'étude.
Dans le cadre de ma these, ce récepteur a égeutdimme RCPG de référence afin d’identifier les
conditions optimales de préparation d’échantillod’analyses pour la caractérisation par MS native
de la protéin@poet évaluer la possibilité de cribler des ligands-novalents comme le ZM241385
sur un RCPG en milieu détergent.
Le protocole d’expression, de solubilisation et migification pour I'analyse par MS native est
relativement similaire a celui présenté pour lagiree ABHD (figure 32a). Brievement, apres une lyse
meécanique des cellules, AA2A WT a été solubilis@pwtfié avec 1% m/v de DDM a partir de
préparations membranaires puis purifié par chrogratthie d’affinité et chromatographie d’exclusion
stérique. La phase mobile utilisée pour la SEQAe§INH4 150 mM pH 7,5 + 0,02-0,1 % m/v DDM.
Les fractions SEC correspondant a la protéine AMZR S24, S25 et S26 sont récupérées et déposees
sur un gel SDS-PAGE afin d’évaluer I'hétérogénded échantillon. Plusieurs bandes sont observées
(figure 32b) et laissent supposer un échantillorériogéne d’environ 45 kDéa fraction S25 a été

utilisée pour la caractérisation par MS native.

: ;o g s Extraction et solubilisation en
expression Pichia Lyse mécanique des ; % 8 5 3 AA2AWT
sastoris - cellules détergent a partir de Purification ifie
SIOTS ellules ; ; :
! préparations membranaires purtiie

mW [H] [S] 24 S2 6 S27
HEPES AcoNH4

a)

b)

72 kDa

55 kDa

36 kDa
28 kDa

LG -

Figure 32. Représentation schématique du protocole d'expmesati de purification du récepteur AA2A WT
(a) et de son hétérogénéité visible sur gel SDSPAL.
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3. Résultats.

3.1.  Analyse du récepteur AA2A WT par MS native etle son ligand ZM241385.

Le récepteur AA2A WT a été analysé par MS natiioptimisation des conditions de préparation a
été réalisée avec les mémes précautions que ppuotiEine ABHD. L'effet de la tension en trap CV
sur la qualité du spectre de masse est illustnérdi33. Les tensions de trap CV nécessaires a
I'obtention d’une qualité spectrale suffisante poailculer la masse de la protéine sont éleveb30-

150 V). A ces tensions, les molécules de DDM l@esécepteur sont dissociées, le signal protéique
majoritaire observé est attribué a une espéece 6@348 4 Da. A des tensions inférieures (figure 33a)
aucun signal protéique n’est visible, seules ddgcntes libres de DDM sont observées. De nombreux
autres signaux protéiques sont visibles avec aessotes élevées en trap CV (figure 33b-c), montrant
ainsi I'hétérogénéité de I'échantillon (comme atiierl’apres le gel SDS-PAGE). La masse mesurée
(48693 + 4 Da) ne correspond pas a la masse atgmolur le récepteur purifié (44705 Da). Cette
différence de masse supplémentaire d’environ 408@daurrait provenir d’acides aminés non clivés
lors de la purification (figure 34) ou de modifimats post traductionnelles mais, a ce jour, n'&{pa

élucidée.

J_._.J L TR DRVT Y

Ty

15+

b)

32472,

Masse expérimentale:
48693 +4 Da

| I I I I T m/z
2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000

Figure 33 Caractérisation par MS native du récepteur AA2A W20uM : I'effet de la tension trap CV est
illustrée. (a) trap CV : 50 V, (b) trap CV : 100e¥(c) trap CV : 150 V.
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MRFPSIFTAVLFAASSALAAPVNTTTEDETAQIPAEAVIGYSDLEGDFDVAVLPFSNSTNNGLL
FINTTIASIAAKEEGVSLEKRDYKDDDDKDHHHHHHHHHHGDRENLYFQGGSMPIMGSSVYIT
TVELAIAVLAILGNVLVCWAVWLNSNLQNVTNYFVVSLAAADIAVGVLAIPFAITISTGFCAACH
GCLFIACFVLVLTQSSIFSLLAIAIDRYTAIRIPLRYNGLVTGTRAKGITAICWVLSFAIGLTPMLGWN
NCGQPKEGKNHSQGCGEGQVACLFEDVVPMNYMVYFNFFACVLVPLLLMLGVYLRIFLAARR
QLKQMESQPLPGERARSTLQKEVHAAKSLAIIVGLFALCWLPLHIINCFTFFCPDCSHAPLWLMY
LAIVLSHTNSVVNPFIYAYRIREFRQTFRKIIRSHVLRQQEPFKAAGTSARVLAAHGSDGEQVSLR
LNGHPPGVWANGSAPHPERRPNGYALGLVSGGSAQESQGNTGLPDVELLSHELKGVCPEPPGLD
DPLAQDGAGVSTSEFENLYFQGQFGGGTGGAPAPAAGGAGAGKAGEGEIPAPLAGTVSKILVKE
GDTVKAGQTVLVLEAMKMETEINAPTDGKVEKVLVKERDAVQGGQGLIKIG*

En noir: séquence théorique d’AA2A WT apres purification (44 705 Da)
En rouge : séquence correspondant au facteur de sécrétion, cette partie est
normalement clivée de maniere endogene par la cellule (+8 921 Da)

En vert : fragment C-terminal clivé lors de la purification (+14 191 Da)

Figure 34. Séquence d’AA2A WT et les causes probables jlmikale masse observé en MS native.

La caractérisation par MS native d’'un deuxiemed®A2A WT a été réalisée dans les mémes
conditions MS (figure 35a). Contrairement au prentie purifié, 'espéce majoritaire observée est
mesurée avec une masse de 46529 + 8 Da (représenteet), I'espece a 48693 Da préceédemment
observée est ici présente en plus faible propoftigrésentée en noir) avec une masse de 48691 + 8
Da. L'incubation avec le ligand ZM241385 (10 exceslaires, soit 200 uM, pendant 30 minutes a
température ambiante) (figure 35b) ne permet pabsdrver de fixation du ligand sur I'espece
protéigue majoritaire, la masse attendue est dé61B& (soit +337 Da correspondant a une molécule
de ZM 241385) malgré sa présence dans I'échan{ffigare 35c).

a) AA2A apo 20 pM
13+ Masses expérimentales

48 691.1+8.0 Da ¢) Zoom sur la région 250-1000 m/z

46 5289+ 7.6 Da 7ZM241385

i 338.1
~~100
X

b) +200 uM ZM 241385 H 0 80

157 E 60 —

o
S DDM+Na*
2 5333
O 20
N=

; ;
0 =T T T 1
400 600 800 /g 1000

I I I T T
2500 3000 3500 4000 m/z 4500

Figure 35. Comparaison des spectres de MS native obtenusA#2A WT apo a 20uM (a) et AA2A WT
incubé avec 10 exces molaire de ZM241385 (200 (b), zoom sur la région 250-1000 m/z permetidet

visualiser la présence du ligand dans I'échantillas conditions d’analyses sont strictement idgrets.
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Ces résultats ont été obtenus en fin de thesbtehtion du premier signal protéique a été diiat

a nécessité de nombreux essais (étalés sur plsisisnées) au niveau de la préparation d’échantillon
et de I'optimisation des parametres MS.

De nouveaux essais sont actuellement réalisés granefin d’optimiser les conditions d’incubation
qui doivent normalement permettre I'interaction (del I'ordre du nM) et d’autre part pour vérifier
gue les conditions instrumentales ne dissocientgpaphase gazeuse la fixation du ligand sur le
récepteur.

De maniere complémentaire a ces essais, deuxgitmtent été amorcées et sont aussi en cours de
réalisation :

- La premiére consiste a favoriser l'interaction ZM285/récepteur AA2A en utilisant une
version mutée d’AA2A stabilisée dans une confororathactive, favorable a la fixation des
antagonistes comme le ZM241385.

- La seconde consiste a caractériser par HDX-MSHasgements conformationnels induits sur
le récepteur AA2A WT.

Les premiers résultats obtenus sur ces deux apgs@ant succinctement présentés.

3.2.  Analyse du construit AA2A Rant21 par MS native.

En 2008, I'équipe du Dr. Tate a montré que la nmrade 4 acides aminés (L85A, A119T, A153K et
A270V) a permis une « forte » thermostabilisatiarrécepteur AA2A dans une conformation inactive
avec une variation du Tm, température a laquell %&s récepteurs sont capables de fixer le
ZM241385, de 25°C a 39% suite a des expériences de mutagénése aléateiomrStruit d’AA2A
appelé Rant21 a été exprimé et purifié par I'équipeDr. Renaud Wagner avec le méme protocole
gue la version WT. Les 4 acides aminés modifié$ pasentes figure 36.

DYKDDDDKDHHHHHHHHHHGDRENLYFQGGSMPIMGSSVYITVELAIAVLAILGNVL
VCWAVWLNSNLQNVTNYFVVSLAAADILVGVLAIPFAITISTGFCAACHGCLFIACFVL
VLAQSSIFSLLAIAIDRYIAIRIPLRYNGLVTGTRAAGITAICWVLSFAIGLTPMLGWNNCG
AA2AWT QPKEGKNHSQGCGEGQVACLFEDVVPMNYMVYFNFFACVLVPLLLMLGVYLRIFLAA
RRQLKQMESQPLPGERARSTLQKEVHAAKSLAITAGLFALCWLPLHIINCFTFFCPDCSH
APLWLMYLAIVLSHTNSVVNPFIYAYRIREFRQTFRKIIRSHVLRQQEPFKAAGTSARVL
AAHGSDGEQVSLRLNGHPPGVWANGSAPHPERRPNGYALGLVSGGSAQESQGNTGLP
DVELLSHELKGVCPEPPGLDDPLAQDGAGVSTS

@ Stabilisation du récepteur

DYKDDDDKDHHHHHHHHHHGDRENLYFQGGSMPIMGSSVYITVELAIAVLAILGNVL
VCWAVWLNSNLQNVTNYFVVSLAAADIAVGVLAIPFAITISTGFCAACHGCLFIACFVL
VLTQSSIFSLLAIAIDRYIAIRIPLRYNGLVTGTRAKGIIAICWVLSFAIGLTPMLGWNNCG
AA2A Rant21 QPKEGKNHSQGCGEGQVACLFEDVVPMNYMVYFNFFACVLVPLLLMLGVYLRIFLAA
RRQLKQMESQPLPGERARSTLQKEVHAAKSLAIIVGLFALCWLPLHIINCFTFFCPDCSH
APLWLMYLAIVLSHTNSVVNPFIYAY RIREFRQTFRKIIRSHVLRQQEPFKAAGTSARVL
AAHGSDGEQVSLRLNGHPPGVWANGSAPHPERRPNGYALGLVSGGSAQESQGNTGLP
DVELLSHELKGVCPEPPGLDDPLAQDGAGVSTSEF
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Figure 36. Différences entre la séquence du récepteur AAZRalle construit stabilisé AA2A Rant21. Les

acides aminés modifiés sont notés en rouge.

Ce mutant a été analysé par MS native dans les sméamalitions que le construit WT. Le spectre

obtenu est présenté en figure 37. A nouveau, rbg@néité de I'échantillon est importante. Les deux
espéeces majoritaires observées de 46503 + 30 £&v&0 + 20 Da ne peuvent étre attribuées a l'aide
de la séquence en acides aminés. Des tests deriigatec le ZM241385 sont actuellement en cours.
Cependant ce construit stabilisé présente un inpénér la caractérisation par MS native car il est
possible de réaliser de nombreuses analyses siveseds récepteur sans observer de précipitation

contrairement au construit WT.

13+ Masses expérimentales
14+

12+ 46503 + 30 Da

2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000 6500 m/z

Figure 37. Spectre de masse natif d’AA2A Rant21 aR0solubilisé a 0,1% m/v DDM.
Suite aux difficultés rencontrées lors de la canmasation du récepteur AA2A WT et de son ligand

non-covalent par MS native, nous avons essayédigrties changements conformationnels induits
par HDX-MS.
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3.3. Analyse du récepteur AA2A WT par HDX-MS.

La premiere étape lors d’expériences HDX-MS coasastnaximiser le recouvrement de séquence de
la protéine et notamment les zones d'intérét. léobf ici est de recouvrir les acides aminés impdig)
directement dans l'interaction avec le ZM241%g8&ntourés en rouge sur la figure 38) mais aussi de
recouvrir au maximum la séquence du récepteur gdircaractériser d’éventuels changements de
conformations induits par la fixation de I'antagstei Pour cela, nous avons utilisé trois enzymes de
digestion non spécifiques fonctionnant a pH aciolar g digestion en ligne du récepteur AA2A WT
puis nous avons compareé les résultats sur unciaplianalytique. Les recouvrements de séquende ains
obtenus sont représentés en figure 38. Conceresuineétouvrements de séquence, la pepsine a le plus
faible taux de recouvrement (26%) en comparaisen Evnépenthésine 2 (46%) et la rhizopuspespine
(40%). Les redondances peptidigues sont |égeremmanérieures pour la pepsine (2,27) et la
népenthésine 2 (2,22) en comparaison avec la rateegeptidique observée sur la rhizopuspepsine
(2,00). La népenthésine 2 est donc I'enzyme qumperd’obtenir le plus haut recouvrement de
séquence I'AA2A WT et une redondance peptidique2d®®?. De plus, 5 acides aminés sur 9
interagissant avec le ZM241385 sont recouverts aede enzyme contre seulement 1 et 2 pour la

pepsine et la rhizopuspepsine.

s , ;s s i
a) pepsine b) népenthésine-2 ¢) rhizopuspepsine
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Figure 38 Recouvrement de séquence d’AA2A WT suiteﬁgeaﬂion enzymatique avec la pepsine, 26%

(@), la népenthésine 2, 46% (b) et la rhizopuspepdgi0% (c). Les acides aminés impliqués directémhamns
I'interaction avec le ZM241385 sont entourés ergeou
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Face a ces résultats (recouvrement de séquenacardied6 % dont 5 acides aminés d’intéréts détectées
sur 9, figure 39), I'optimisation des conditions digestion doit étre poursuivie sur ce récepteur a
travers un travail d’optimisation plus conséquemt essayant par exemple d’augmenter la
concentration en agent dénaturant a 8 M mais duetouérifiant I'exactitude de la séquence fournie
et en caractérisant les éventuelles glycosylatariss autres modifications post traductionnéffes
qui peuvent entraver la reconnaissance des peppidede logiciel. L'objectif, selon moi, est
d’atteindre un recouvrement de séquence minimuni@é&o car dans ces conditions des RCPGs
comme le récepteur adrénergigi2eont pu étre caractérisés avec un recouvremeséqgiesnce proche
de 90942,

Enzyme de digestion utilisée
Pepsine Népenthésine 2 | Rhizopuspepsine
Recrouvremelzt de 2% 455 40.1
séquence (%)
Redondance 227 2.22 2.00

Figure 39. Choix de I'enzyme de digestion pour la caracatios d’AA2A WT par HDX-MS.
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4. Conclusions.

La caractérisation du récepteur AA2A WT par MSvatit HDX-MS en milieu détergent est délicate
pour plusieurs raisons :

- Le récepteur est relativement hétérogene, cettrdgénéité diminue la qualité des spectres
natifs a cause de la compétition & l'ionisation.

- Toujours en MS native, la dissociation du comple¥/récepteur nécessite I'application de
hautes tensions dans la cellule trap (trap=C30 V). Ces hautes tensions peuvent engendrer,
outre la dissociation du complexe DDM/récepteureséaire a l'observation du signal
protéigue, une rupture des interactions non cotv@dantre le ZM241385 et le récepteur AA2A
WT. Les efforts mis en ceuvre pour la caractérigal® cette interaction par MS native doivent
étre, @ mon avis, poursuivis car la fixation delques ligands non covalents endogenes ou
exogenes a été recemment observée sur des RCP&Gsetieetechnique par I'équipe du Dr.
Robinsorft, Néanmoins, la caractérisation d’'un RCPG par Miv@a@st peu référencée dans
la littérature et constitue une avancée au moliéchelle du laboratoire.

- Concernant la caractérisation par HDX-MS, la digesénzymatique du récepteur (possédant
7 domaines transmembranaires) est difficile (umogiet 46% de recouvrement de séquence)
en comparaison avec une protéine moins hydrophmiene la protéine ABHD (seulement un
domaine transmembranaire et un recouvrement deeségude 94%). Ces difficultés de
digestion propres aux RCPGs sont connues et néa@ssne optimisation des conditions de
digestion importantes et une connaissance apprgfondes modifications post-
traductionnelle¥. De plus, la nature hydrophobe de ces protéinesssée I'utilisation de
« blancs » entre les analyses afin de pallier &npmene dearry over En effet, la forte
rétention de ces peptides sur la colonne peutdaliggerprétation soit par une augmentation
de I'échange inverse soit par une €élution de aestpeptides dans I'analyse suivante et ainsi

engendrer des biais dans les informations déduites.
L’ensemble de ces résultats illustre les difficaildécaractériser cette famille de PM par des appsoc

de MS structurale aujourd’hui. Les RCPGs restetiedlement les protéines les plus difficiles a

caractériser par ces approches.
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CHAPITRE 4 : BENEFICES DE LA SEC-MS/IM-MS NATIVE
POUR LA CARACTERISATION DU PEPTIDE AMYLOIDE
AB 42 EN MILIEU DETERGENT.

1. Contexte de 'étude.

La maladie d’Alzheimer (MA) est la principale cautedémence chez les personnes agées avec plus
de 225000 personnes atteintes chaque année ereaonpceyaincrealzheimer.org Les traitements
actuels ne permettent qu’une amélioration modessesgmptomes car les causes de la maladie sont
encore mal connu&S1% Son diagnostic est actuellement basé sur I'obsierv de deux types de
lésiong® :

- La présence de filaments composés de protéines arawmmalement désagrégées et
hyperphosphoryléé® au sein des neurones (figure 40).

- L’accumulation anormale de peptides amyloide b&fd 6ous forme de plaques (figure 40)
entre les neurones, chez les personnes atteintesMA’’1% |es peptides amyloide beta
sont des peptides de 39 a 43 acides aminés guepr@nt d'un clivage anormal de la protéine
APP @myloid Protein PrecursQrpar des sécretases. Ces peptides sont insolabliesir
accumulation dans le milieu extracellulaire estridccomme responsable d’'une entrée
anarchique et massive du calcium ou d’autres i@ms des cellules neuronales provoquant
ainsi leur apoptose. Ainsi, les plaques de peptaleyloides beta sont décrites comme
responsables de la MA pour une large communautéeleheurs cette hypothése est nommée
« amyloid hypothesis'%.

b) Individu
atteint de MA
| Neeuds neurofibrilaires for o
. composés de protéines
) Tau

a) Individu sain

Plaques
amyloides

Figure 40. Représentation des lésions provoquées par la Widiveeau du cerveau (b) et comparaison avec un

individu sain (a), adaptée tlee brain.mcgill.caconsulté le 02/03/19.
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Plus récemment, des travaux ont montré que la MArpad étre causée non pas par la présence de ces
plaques a I'extérieur de la membrane des celluleis war certains oligoméres toxiques du peptide
amyloide beta formant un pore de forme tonneaudseta la membrane : cette hypothese est nommée
«amyloid pore hypothesis Ce serait la formation de ce pore de type camidjue qui permettrait
I'entrée irréguliere d’'ions calcium, potassium adlisim.

Pour étudier ces oligoméres en environnement memalved® et mieux comprendre leur assemblage
sous forme d’un tonneau beta, différentes strasédgesolubilisation ont été criblées sur deux vdsia
principaux du peptide amyloide beta: les variahfs40 et A 42 par I'équipe du Dr. Natalia
Carulld'1'2 parmi les travaux mené3 le Dr. Natalia Carulla a mis au point en 2016puntocole
pour former des oligoméres dans un « environneméngnt la membrane » en utilisant notamment
des bicelles de dodécylphosphocholine (DPC). Laatérisation des deux variants principaux du
peptide A a permis d’établir les conclusions suivantesvddant A3 40 s’agrége sous forme de
fibrilles et le variant & 42 s’assembla priori sous la forme d’un tonneau beta (figure 41) daat

oligomérique n’est pas totalement élucidé maisesposé octameérique grace a des analyses SEC.

a) b)
: : *__Fibrils
2 (o]
— ARG Me
~ AB4 —_— BPFOs,,,, \ | O\ pcMe |
Ty — loops -
u?%éj—g At Olig?mer b B-strands Y Y
VQ 37°C E § i 40 apolaire polaire
< =
Ap42 g £ o
@© © =
[AB]:[M]DPC 2 (_:) -40
1:0.5 E® .
Elution2\?olun‘:g (mL) flexible ends

Figure 41. Représentation des réarrangements structurauxadests 48 40 et A3 42 solubilisés en DPC,
adaptée dé! (a), représentation de la formule chimique du dghidosphocholine et de son caractere

amphiphile (b).

Des études précédentes menées par I'équipe dudwerB'* ont montré l'intérét de la mobilité

ionique pour caractériser I'état oligomérique depeptide, observé sous forme hexameérique et
dodécamériqué®. Il est important de noter que ce mécanisme diabtage a été proposé en étudiant
le peptide 842 sans détergent dans un tampon acétate d’ammaitigoe les expériences réalisées

ont été faites dans un laps de temps court poterésa précipitation.
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2. Objectifs de I'étude.
Dans ce contexte, jai développé des méthodes dadtie et de mobilité ionique pour approfondir
la caractérisation structurale de I'assemblageatiant A3 42 en milieu détergent en collaboration

avec I'équipe du Dr. Natalia Carulla (IECB, Frandss analyses avaient pour objectifs :

- de caractériser I'état d’oligomeérisation du peptife42 en conditions micellaires de DPC.

- d’évaluer l'influence de la concentration eff A2 sur son oligomérisation.

3. Résultats.

3.1. Caractérisation par MS native en infusion direte.
Le peptide B 42 est solubilisé et incubé dans un tampon 10 mBIHCI pH 8,0 avec 5,5 mM de
DPC (dont la CMC est de 1,5 mM, sourematrace.com pour permettre la formation de
I'oligoméretti(figure 42). Le DPC n’est cependant pas compafii®avec une analyse MS et a été
remplacé par un autre détergent le C8ES5, pentaktbydlycol monooctyl éther, a I'aide de deux mini
colonnes de gel filtration (Zeba™ Spin Desaltingudms) avec un seuil de coupure de 7 kDa et un
volume total de 0,5 mL. Ainsi le tampon utilisé p&analyse par MS native est 200 mM bicarbonate

d’ammonium pH 8,0 + 14,2 mM CB8ES5 (soit 2 fois saCMourceanatrace.com

Solubilisation et

AnEbRuGn & Echange de tampon

m présence de DPC
ABa2
Masse du monomere : Formation de I’oligomére Oligomeére solubilisé dans un tampon
4514,1 Da complexé¢ avec le détergent DPC. MS compatible.
Tampon: 10 mM Tris-HCI pH Tampon: 200 mM bicarbonate
8,0+ 5,5mM DPC d’ammonium pH 8,0 + 14,2 mM
C8ES.

Figure 42.Protocole de préparation du peptidé 42 pour sa caractérisation par MS native.

L’échantillon a été infusé a 150 sur le Synapt G2 en mode E®k I'optimisation de la tension de

la cellule trap a été réalisée comme dans les thapprécédents afin de rompre les interactions
détergent/peptide sans rompre les interactionsqepeptide. Le spectre de masse natif ainsi obtenu
est présenté en figure 43a. La résolution isotapapcessible sur les ions m/z 1505,5 et m/z 2257,7
permet de supposer que ces ions sont majoritairteatieués au peptide sous forme de monomere.

En revanche, la résolution expérimentale accessiblées autres ions ne permet pas de les attribuer
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sans ambiguité a un état oligomérique unique neiksent de faire des hypothéses. L’attribution
des états de charge et de I'état d’oligomérisapieat Etre ambigué pour plusieurs rapports m/z. Le
tableau 2 illustre les attributions théoriques pialbs de ces signaux et les hypotheses proposses. P
exemple, I'ion observé a 4515,3 m/z peut étretatéri(en noir dans le tableau 2 et sur la figure &3)
théorie, a de nombreuses combinaisons d’étatsatgelet d’homo-oligomeres mais est attribué a un

octameére chargeé 8+ car les états de charges siistegmirs 7+ et 9+ de cet oligomere sont observés

1505.10
b)
a) Am/z=033 D z=3+
1504.78
2+ U
3+ ° T T T T 1
(@) 2257. 1502 1504 1506 1508 m/Z 1510
2257.16
©)
Am/z=0.50 = z=2+
2256.66

6+ 5+
(88) (88) 2254 2256 2258 2260 2262 2264
30102 ,4,3612.3 (é) m/z
9+ 7+
5+ & 6+ 2
(%)2 4515.3
& (88>) 4014.1 5(1§0)2
2709.2
me R P

T T T T T T T T T T T T T m/z
1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000 6500 7000 7500

Figure 43.Spectre de masse natif (1500-8000 m/z; a) du pepBdd2 a 15QuM sur le Synapt G2 en infusion
nanoESI et zooms sur les pics 1505 m/z (b) et 22&7(c) permettant de les attribuer au peptid Asous
forme de monomére. Vc : 180 V, trap CV : 100 \rap gas : 5 mL/min, Pi : 6 mbar.
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rapports m/z théoriques

a) Etat d'oligomérisation Masse (Da) 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1
1-mer 4514.1 377.2 411.4 452.4 502.6 565.3 645.9 753.4 903.8 1129.5 05 2258.1 | 4515.1
2-mer 9028.2 753.4 821.7 903.8 1004.1 1129.5 1290.7 05 1806.6 2258.1 | 3010.4 | 4515.1 9029.2
3-mer 13542.3 1129.5 | 1232.1 1355.2 ( 1693.8 | 1935.6 | 2258.1 | 2709.5 4515.1 | 67722 | 135433
4-mer 18056.4 1505 1642.5 | 1806.6 | 2007.3 | 2258.1 | 2580.5 | 3010.4 | 3612.3 | 4515.1 | 6019.8 | 9029.2 | 18057.4
5-mer 22570.5 1881.9 2052.9 2258.1 2508.8 2822.3 32254 | 3762.8 | 4515.1 5643.6 7524.5 | 11286.3 | 22571.5
6-mer 27084.6 2258.1 2463.2 | 2709.5 | 3010.4 3870.2 | 4515.1 5417.9 6772.2 9029.2 | 13543.3 | 27085.6
7-mer 31598.7 2634.2 | 2873.6 | 3160.9 | 3512.0 [ 3950.8 | 4515.1 | 5267.5 | 6320.7 | 7900.7 | 10533.9 | 15800.4 | 31599.7
8-mer 36112.8 30104 3284.0 3612.3 10135 | 45151 5160.0 6019.8 7223.6 9029.2 | 12038.6 | 18057.4 | 36113.8
9-mer 40626.9 3694.4 4063.7 | 4515.1 5079.4 5804.8 6772.2 8126.4 | 10157.7 | 13543.3 | 20314.5 | 40627.9
10-mer 45141 3762.8 | 4104.7 | 4515.1 5016.7 5643.6 6449.7 7524.5 9029.2 | 11286.3 | 15048.0 | 22571.5 | 45142.0
11-mer 49655.1 41389 | 4515.1 | 4966.5 [ 5518.2 | 6207.9 | 7094.6 | 8276.9 | 9932.0 | 12414.8 | 16552.7 | 24828.6 | 49656.1
12-mer 54169.2 4515.1 | 49255 5417.9 6019.8 6772.2 7739.5 9029.2 | 10834.8 | 13543.3 | 18057.4 | 27085.6 | 54170.2

b) Rapport m/z expérimental Couples oligomére/état de charge possibles Conclusions/hypothéses

1505.5 1-mer/3+; 2-mer/6+;3-mer/9+; 4-mer:12+ Attribution: 1-mer/3+ (résolution isotopique)

B +: 0~ -3 +: 4 4 5- +: 6- . b ;
1-mer/2+; 2-mer/4+;3-mer/6+; 4-mer/8+; 5-mer/10+; 6 Attribution: 1-mer/2+ (résolution isotopique)

mer/12+
Attribution ambigué: mais le couple 3-mer/5+ est proposé car|
2 2 - +:6- s 2 -
709 3-mer/5+:6-mer/10+ un ion successif du 3-mer est observé a 3386.5 m/z (4+).
Attribution ambigué: mais le couple 4-mer/6+ est proposé
3010.2 2-mer/3+; 4-mer/6+; 6-mer/9+; 8-mer/12+ car un ion successif du 4-mer est observé a 3612.3 m/z
(5+).
Attribution ambigué: mais le couple 3-mer/4+ est proposé
3-mer/4+;6-mer/8+; 9-mer/12+ car un ion successif du 3-mer est observé a 2709.2 m/z
(5+).
Attribution ambigué: mais le couple 4-mer/5+ est proposé
3612.3 4-mer/5+;8-mer/10+ car un ion successif du 4-mer est observé a 3010.2 m/z

(64).

Attribution ambigué: mais le couple 5-mer/6+ est proposé

S-mer/6+; 10-mer/12+ " < 7 = 5 <
car aucun oligomére supérieure au 8-mer n’est observé.

4014.1 8-mer/9+ Attribution: 8-mer/9+ (unique possibilité)

4515.3 12 possibilités Atmb}mon amblgt}e: le couple 8-mer/8+ est proposé car
les ions successifs 9+ et 7+ du 8-mer sont observés.

5160.0 8-mer/7+ Attribution: 8-mer/7+ (unique possibilité)

Tableau 2 Les masses et les rapports m/z théoriques diEseatifs états oligomeéres possibles du peptiled? sont présentés en (a). Les rapports m/z
expérimentaux et I'attribution proposée sont illésten (b). Un code couleur pour chaque ion egiyséafin de faciliter le repérage des différeptessibilités
d’attributions.
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Afin d’améliorer la transmission et la résolutiorsirumentale des ions de hauts rapports m/z,
I'échantillon a été analysé sur I'Exactive Plus ENHRpérience réalisée par Stéphane Erb).
L'optimisation instrumentale des parametres CE I& @ine représentation schématique de
linstrumentation est proposée en partie expérialehta été réalisée afin de permettre la
dissociation du complexe CB8EJA2 en évitant autant que possible la dissociatien d
'octamere (CID: 25 eV, CE: 100 eV, pression mbar, résolution: 17 500). Ainsi la
transmission des états de charge 9+ a 7+ est agelffigure 44a) avec une intensité relative
supérieure a 80% contre moins de 20 % sur le Sy@apffigure 43). Cependant, dans ces
conditions instrumentales, la résolution instruran(figure 44b) ne permet pas d'attribuer

exclusivement I'ion m/z 4515 a I'état de charged®+l'octamére en I'absence de résolution

isotopique.
5
a) () b) 4514.88
3612.0 8+
100 (83),
4514.9 Rs: 2820
& 80— w2116
:: 6+
= o0
€ 60— (83)
B 3010.1
e 2+ . |(8O | T T | | T 1
g A = O 4500 4505 4510 4515 4520 m/z4525 4530
g GO 9+
S 3+ 7+
00,
= 200 (88).] (83)
4013.4 5159.9
0 _— | | L » ll L

I I I I | I 1
2000 3000 4000 5000 6000 M/Z 7000 8000

Figure 44.Spectre de masse natif (1500-8000 m/z; a) du pepfidd2 a 15QuM sur I'Exactive Plus
EMR en infusion nanoESI et zoom sur le pic 4515 i)z

Afin de séparer en solution le mélange d’homo-atigoes d'A 42 et ainsi décomplexifier les
spectres natifs, nous avons évalué I'apport d&fa &uplée en ligne a la MS native pour cette
étude. Ce couplage a été mis en place et évaludgoaractérisation d’anticorps par Anthony
Ehkirch durant son stage Master et sa tHés¥&. Ces travaux ont notamment permis de montrer
l'intérét de ce couplage avec une meilleure désalian des ions induisant ainsi une résolution
spectrale accrue dans un tampon acétate d’ammoeiurmomparaison avec une infusion

directe. Ici I'objectif est d’évaluer I'apport da SEC en présence de détergents.
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3.2. SEC-MS native.

Le mélange oligomérique dp42 solubilisé en tampon HEPES et DPC est direatéeméuse

a 450uM sur le systeme SEC-MS native utilisé durant cétiesse (une photographie du
couplage est proposée en partie expérimentale)phase mobile utilisée est un tampon
bicarbonate d’ammonium 200 mM pH 8,0 + 14,2 mM C8Ess conditions MS pour rompre
l'interaction détergent/peptide sont similairesedles utilisées en nanoESI sur le Synapt G2.
Le chromatogramme associé a cette analyse et éetrap de masse correspondant aux pics
observés sont représentés en figure 45a. Le prépailement observé a 6,3 min en SEC
permet I'observation d’'un signal protéique centré l3on 4515 m/z (b) laissant supposer la
présence de I'octamere (36 114,4 + 0,1 Da) en comgmm avec le spectre de masse natif
observé sur le second épaulement a 7,0 min (gjtefisité relative de 'ion 4515 m/z est ici
plus faible et le signal protéique est centré $an 3010 m/z correspondant au peptide sous
forme de tétramere chargé 6+ (18055,0 + 2,1 Dag idantification des états oligomériques
minoritaires présents dans I'échantillon et les saasassociées est proposée selon les
hypothéses faites précédemment mais une supeguoditiomo-oligomeéres reste probable.

a) Chromatogramme SEC

6.98
100 214/280 nm

50

Absorbance relative (%)

6 8§ min 10 12
b) Spectre de MS native obtenu sur le premier pic SEC a 6.30 C) Spectre de MS native obtenu sur le second pic SEC a 6.98
+
45153 30104 S5+
100 4 100 QA ;
& (88); 361144=01Da (88) (88)
’\; (%)z ’\5 3611.7 8+ (%)2 36 113.4 =1.6 Da
< oi (88) 15055.0+2.1Da < - (83), ,
o 0 & (83) 180550 =2.1Da
Z 3+ (88) =
s B & nsazoipa = & 53
£ 504 © S 50— 1506 & 135022:03
o 5+ 401 ~ 24 {\ 135422 03 Da
o 15pse 5 u(%) @ 45140203Da o 7 7+
= + (88) e el (88), Z sst @ 45140403 Da
5 3010407 sid 3 1 27004
5 58.1 3386 - g
Jd
0 T T T T T 1
1000 2000 3000 4000 5000 m/z 6000 7000 1000 2000 3000 4000 5000 /7 6000 7000

Figure 45.Séparation SEC partielle de I'octameére et du té&rarprésents dans I'échantilloft A2 (a)

et spectres de masse natifs correspondants (b,systéme SEC est un systeme UPLC H-Class (Waters,
Manchester, UK) composé d’'un détecteur UV 214/280 eiune colonne SEC BEH (4,6 x 150 mm,
1,7um, 200 A) de la marque Waters. La phase mobileséélest NeHCO; 200 mM pH 8.0 +

14,2 mM CB8ES5 avec un débit de 0,25 mL/min avaapeés I'élution des especes étudiées et diminué a

0,10 mL/min lors de I'élution de I'octamére et étramére pour augmenter le temps MS d’acquisition.
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3.3. SEC-IM-MS native

Afin de séparer les signaux MS des différents hatigpmeéres en présence, nous avons décidé
d’ajouter une dimension de séparation supplémenéaae couplage : la mobilité ionique. En
effet, cette technique permet de séparer des hdigmateres en phase gazeuse et ce potentiel
a déja été appliqué dans le cadre de I'étude dtideepmyloide beta avec les travaux du Dr.
Bowersg?®®,

Les parametres de mobilité ionique ont été optimiaBn d’améliorer la séparation des
différents états oligomériques du peptide 42. Les parametres retenus sont décrits ci-apres.
Les ions sont thermalisés dans la cellule héliuB0 (inL/min) puis séparés avec un débit
constant de 90 mL/min en azote. La vitesse etudéeha des vagues sont respectivement fixées
a 800 m/s et 40 V, la tension de transfert est teaure a 15 V pour favoriser I'extraction des
ions de la cellule IM et les transférer jusqu’aéiyseur temps de vol.

L’attribution des couples oligoméres/ions a étéliséa a l'aide d’'une représentation
bidimensionnelle du temps de dérive en fonctioladgmme de m/z, appeléeftscope(figure
46a) en se focalisant sur le premier pic SEC (6)B0 figure 45a). L'ATD de chaque ion a été
extraite afin de visualiser le nombre d’oligomépeésent sous un ion de méme rapport m/z.
Pour 'ion a m/z 1129 (figure 46b), une seule geusse est observée sur I'ATD, I'extraction
du spectre de masse de cette gaussienne permsed/ebun ion 4 fois chargé permettant
d’identifier ce pic comme I'état de charge 4+ dunomeére. De la méme maniére, I'ion a m/z
1505 (figure 46¢), a été identifie comme l'étatdmrge 3+ du peptide pA42 sous forme
monomérique. L'ATD de l'ion a 2257 m/z permet d'ebger deux especes : une premiére
minoritaire a 7,64 ms correspondant a I'état degdnd+ du dimere et la seconde majoritaire a
11,10 ms correspondant a I'état de charge 2+ duwmere. L’attribution de chaque ion m/z a
un état d’oligomeérisation a été réalisé de cettaiéma pour 'ensemble des ions jusqu’a I'ion
m/z 3387 (la résolution isotopique permettant diatier chague espece observée sur les
ATDs). La distribution des charges de chaque oligasuit une diagonale (figure 46a) et les
ions de rapport m/z supérieurs a m/z 3387 ont tdwes a l'aide de ces diagonales et en

vérifiant la présence d’ions consécutifs, atterstu&Sl.
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Figure 46. Représentatiomriftscopedu mélange oligomérique séparé par mobilité iomifp). Les ions du monomere, dimmére, trimere, néra et
octamere sont respectivement annotés en blangeraiolet, jaune et vert. Les rapports m/z e€lags de charge de chaque espéce sont annotéseavec
code couleur. Trois exemples permettant I'attriiuties états de charge et I'identification de t'étigomérique sont représentés : I'ATD de I'iorzni129

(b) ; FATD de 'ion m/z 1505 (c) et I'ATD de l'ionm/z 2257 (d).
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L’état d’oligomérisation des espéces observeées eeporté sur chaque spectre de masse en figure 47.
Les pics SEC détectés a 6,30 min et a 6,98 mireseptent donc respectivement une séparation
partielle de 'octamére et du tétramére du pephifiél2 qui sont les espéces principales observées sur
les spectres de masse en conditions natives. Laragégm étant sans retour a la ligne de base,
I'octamere est également visible sur le secon@picversement le tétramere est visible sur le ppem

pic SEC. De plus, des états oligomériques plusldsilsont observés en moindre proportion :
monomere, dimeére et trimére. Plusieurs hypothéseggmt alors étre formulées :

- les fortes tensions appliquées dans la cell@p &t en source pour la dissociation et la
transmission respectives du complexe détergentdeepf 42 engendrent une dissociation partielle
de 'octamére en tétramere et du tétramere eniteingémere et monomere.

- il s’agit d’'un équilibre en solution entre leBgomeéres et les conditions SEC utilisées ne

permettent pas leur séparation.

Afin de répondre a ces hypothéses, deux stratégiesté mises en ceuvre :
- L’influence de différentes conditions énergétigaesté évaluée sur la proportion d’octamere
dans le premier pic SEC et sur la proportion detéére dans le second pic SEC (83.4.)
- La concentration en peptide a été diminuée afidéfavoriser la formation de I'octamere en
solution (83.5.)
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Figure 47.Séparation SEC de I'octamére et du tétramére piedans I'échantillon B 42 (a) et des spectres
de masse natifs correspondants (b,c).

3.4. Transmission de I'octamere et dissociation diétramere en phase gazeuse.

Afin d’élucider la présence d’oligomeéres de taiéerieure au tétramere sur les spectres de masse,
différentes conditions énergétiques ont été testSes le premier pic (6,30 min), contenant
principalement I'octamére, en conditions « doucespectre a, figure 48), la transmission de
I'octamere n’est pas optimale : les pics sont lsfgeu intenses. L’augmentation des tensionspe t
CV et de cbne Vc permet de favoriser sa transmmssid’élimination d’adduits et de molécules de
C8E5 encore fixées mais génere la dissociation datramere en trimere (annoté en rouge) et
monomere (spectres b et c). Les mémes observaiimnété réalisées sur le second pic (6,98 min)
contenant principalement le tétramére. Il faut nqtéa aucun moment, nous n’avons pu observer des
signaux protéiques attribuables a la présence dfhére ou heptamere laissant suggérer la
dissociation progressive de monomeres directemgaitat de I'octamére. L'application de conditions
énergétiques fortes sur le tétramere et I'octaragpermis de sonder la force des interactions non-

covalentes régissant la formation de I'octamérpehtide A 42 et de montrer que la présence d’états
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oligomériques plus faibles comme le trimere, le @lenet le monomere est induite par les hautes
tensions appliquées. Face a ces résultats, la ébpsion du mécanisme de dissociation pourrait étre
envisagée en réalisant des expériences de Top dbmrle déterminer si la présence de ces plus
faibles états d’oligomérisation provient du tétraeneu directement de I'octamere.

&
3011 6.30 min (octameére)
3+ 7+ 5+ 8+
7
a) e . B 8 . @®), "
2580 3612 4515 =
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3: Ve=180V thi trar'lls.mi§sion .dell’(t)f:ttamé‘re
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Figure 48. Influence des conditions énergétiques sur I'étatigbmérisation détecté en MS sur les especes

présentes dans le pic SEC a 6,30 min : 'octam&® €t dans le pic SEC a 6,98 min : le tétramef. (
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3.5. Influence de la concentration en peptide B\ 42 sur I'équilibre octameére-

tétramere.

Afin de sonder I'équilibre octamére-tétramére eagghliquide, nous avons caractérisé une solution
AP 42 avec une concentration divisée par 3 ({@ppar rapport a la concentration initialement éked
(450uM). Cette solution a été injectée sur le system@-BES native : le chromatogramme obtenu est
présenté figure 49b. La proportion relative d’octaenest alors fortement diminuée montrant ainsi la
présence d’'un équilibre octamére-tétramere enisaluDe plus, cette déstabilisation de I'octamere a
une plus faible concentration en peptide est égattrabservée lors d’'une analyse SEC avec deux
colonnes positionnées en tandem conditionnéeswaveampon HEPES, NaCl et DPC (sans couplage
MS, expérience réalisée par Eduard Puig, figure).4%a comparaison des profils SEC permet de
conclure que le tampon bicarbonate d’ammonium/C8E5permet pas de stabiliser la forme
octamérique de maniére aussi marquée que lorstjaeccest solubilisée en tampon HEPES, NaCl et

DPC.

a) colonne conditionnée en C8ES C) colonne conditionnée en DPC
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Figure 49.Séparation SEC de I'octamére et du tétramére pisedans I'échantillon 42 sur le systeme SEC-
MS native avec un tampon ammonium bicarbonate/GBfH 8,0 (a-b) et sur un systeme couplant en tandem
deux colonnes Superdex 200 (15 x 300 mm, 13 pngitonnées avec 10 mM Tris, 100 mM NaCl et 3 mM
DPC a pH 8,0 (c-d).
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4. Conclusions.

L’objectif initial de cette étude était de caraiger I'état d’oligomérisation du peptidgA2 en milieu
détergent. Une étude RMN réalisée en paralléle renipede résoudre la structure de la forme
tétramérique du peptidepAM2 mais n'a pas permis de résoudre la structusedtids oligomériques
supérieurs observés sur gel natif. Dans ce cadfaceta I'échec de la caractérisation par HR-MS
native, le couplage SEC-IM-MS native s’est avéngi@aierement utile.

- Le couplage SEC a permis de séparer partiellensans(retour a la ligne de base) deux états
oligomériques distincts : I'octamere et le tétramepermettant ainsi de décomplexifier les
spectres de masse natifs et de limiter la compgtéil'ionisation entre les oligomeres.

- Lamobilité ionique s’est révelée particulieremetile et a permis une attribution non ambigué
des états oligomériques observes pour des ion€deemapport m/z.

- Les conditions MS ont été optimisées afin de digsde complexe C8E5/A42 en limitant la
dissociation de I'octamere et du tétramére. De @éranintéressante, dans ces conditions,
aucune espece intermédiaire entre le tétrametectiere n'a été détectée laissant supposer
un assemblage successif de deux tétraméres dsspoat la formation de I'octamere. Cette
hypothése a été confirmée par des expériences dMXl(en collaboration avec le Dr.
Stéphane Chaignepain, CMBN, Bordeaux).

Afin d'approfondir I'étude du mécanisme d’'assemblagu peptide B 42 en canal ionique
octamérique, plusieurs approches impliquant la M&ient étre utilisées :
- réaliser des expériences de Top down sur lertéire et 'octamére apres séparation SEC.
- mélanger un tétramére margtRl et un tétramére non marqué et suivre leur cinétiq

d’assemblage en octamere en utilisant le couplage I$M-MS.
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5. Valorisation.

Les travaux présentés dans ce chapitre ont faifdta@les communications suivantes :

Communication orale:

Botzanowski, T., Puig, E., Carulla, N., Cianfera8i, (2018) “Unravelling3-barrel pore oligomer

formation by online SEC- native ion mobility-magsestrometry” Journée des Doctorants, Ecole

Doctorale des Sciences Chimiques, 23 novembrest&tuag, France.

Communication par affiche:

Ciudad, S., Puig, E., Mayzel, M, ; Botzanowski, $erra-Batiste, M. Cianferani, S., Orekhov, V.,

Carulla, N. (2018) “Toward the three-dimensionalisture of pore-forming amyloif-oligomers by

solution NMR” European Magnetic Resonance Meetln§,juillet, Nantes, France.
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CONCLUSION DE CETTE PARTIE

Les travaux réalisés dans cette partie se soctbisi autour du développement de méthodes de MS
structurale (principalement par MS native et HDXIMi®ur la caractérisation en milieu détergent de
protéines membranaires impliquées dans des paibsldge maniére générale, I'importance de la
préparation d’échantillon et l'influence des comis MS ont largement été illustrées sur trois
systemes de difficultés variables: une protéine non@érique composée d'un domaine
transmembranaire (ABHD), un récepteur couplé awtémes G monomérique fortement enchassé

dans la membrane a travers sept domaines (AA2&) eeptide hydrophobe octamériqued{R).

> Lapremiere étude a permis la mise au point d’'otgeole permettant le criblage par MS native
d’inhibiteurs covalents sur ABHD. Parmi les 6 initelors criblés, 4 ont réagi avec ABHD dans
les conditions d’incubation testées. L’effet suctamformation d’ABHD a é€galement pu étre
étudié par HDX-MS en présence d’'un ligand mettardwdence la présence de changements
conformationnels notamment au niveau de la triadig ytiqgue impliquée dans la réaction. Ces
résultats montrent la possibilité de cribler dgatids covalents sur des PMs par ces approches

pour la premiere fois au laboratoire.

» La seconde étude visait a évaluer la possibilit€rider des ligands non-covalents sur un
RCPG en milieu détergent par ces approches. L'bgéaéité de I'échantillon et la difficulté a
le digérer ont rendu la caractérisation par MSveagt HDX-MS difficile. Ces efforts seront
poursuivis ultérieurement car plusieurs exemplesnits ont montré la possibilité de cribler de

ligands non-covalents sur des RCPGs, notammentésemqce de phospholipidés!®

> La derniere étude avait pour objectif de détermifgat d’oligomérisation d’'un peptide
hydrophobe en milieu détergent. Le couplage SECemmis de séparer deux états
oligomériques présents en solution : I'octameréedttramére. L'utilisation de la mobilité
ionique comme dimension de séparation supplémentipermis une identification non

ambigué des oligomeres présents lorsque la HR-Ni@enae I'a pu.

Ces travaux illustrent seulement une partie degrpearéalisés dans le domaine de la spectrométrie d
masse structurale pour la caractérisation des ipestémembranaires. Ces dernieres années de

nombreuses avancées instrumentales et méthodoésgigmt été réalisées par des groupes
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académiques spécialisés pour permettre la carsetién de ces protéines de grand intérét
thérapeutique par la combinaison d’approches de SMScturalé’. En effet, La tendance est
actuellement de développer des méthodes de MS$tstales pour caractériser directement les
protéines membranaires dans leur environnemenigiiersans utiliser les détergefibsL utilisation

du LILBID, source alternative a 'ES} %0 a été avec succeés décrite comme une approchefpanin

la caractérisation de PMs directement a partirateodisque¥ '8 Dans le cas particulier des RCPGs,
I'utilisation de nanobody pour stabiliser les pimé&s membranaires et permettre leur caractérisation
en MS native est actuellement développée et peaiuée stratégie a envisager dans le futur pour la

caractérisation du récepteur AAZA

Un des axes de recherche consiste a minimisee gapprimer I'étape critique de préparation de la
PM pour l'analyse par MS native. De récentes étu@smontré la possibilité d’analyser par MS
native des complexes protéiques directement & plertiampons non volatils permettant leur analyse,
sans étape de changement de tampon, de leur mitisgine : intracellulairé?* ou extracellulair&?

a l'aide de micro aiguilles. Ce systeme a été tdéofnme adapté a la caractérisation de protéines
membranaires solubilisés dans des détergents naquis et ioniqué$®. Un travail particulierement
innovant réalisé par I'équipe du Dr. Carol Robingoégalement montré la possibilité de caractériser
des PMs directement extraites et analysées a daesicellules sans étape de purification

Concernant la caractérisation par HDX-MS, I'augragaoh de la résolution spatiale des informations
obtenues de I'échelle peptidique a I'échelle deidla aminé grace a son couplage a des techniques de
fragmentation comme I'ETD ou I'ECB* est en cours de développeméfitet devrait permettre
d’accroitre son utilisation dans le futur.

De plus, 'HDX-MS semble étre une technique de xhpour la caractérisation de complexes
impliquant des PM<$® mais aussi des protéines non ancrées dans la meenimais qui interagissent
directement avec efl€ 1?2 En effet, cette technique permet la caractédsatie PMs en milieu
lipidique/a l'intérieur de liposomes pour mimermieux I'effet de la membrane sur la structure de la
PM in vivo. Cela semble possible d'aprés les études déjagasbét nous sommes actuellement en
train de réaliser une étude sur l'activation d'udg&Pase par de I'’AMPcyclique solubilisée en

liposomes en collaboration avec I'équipe du Drgdatine Cherfils.
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PARTIE 3 : EVALUATION DE L’APPORT DES
EXPERIENCES DE MOBILITE IONIQUE DE TYPE «
COLLISION INDUCED UNFOLDING » POUR LA
CARACTERISATION CONFORMATIONNELLE
D’ANTICORPS MONOCLONAUX.

Cette partie est dédiée a la caractérisation déipes thérapeutiques par IM-MS native et CIU. Apré
une présentation de ce domaine d'étude et desitpemutilisées, les objectifs et les résultats des
travaux sont détaillés. Les développements métlogiples réalisés ont permis la caractérisation
conformationnelle, pour diverses applications, digsipurs formats d’anticorps : duanobodya

I'anticorps immunoconjugué.

Introduction : Etat de l'art et objectifs.

Chapitre 1 : Développements méthodologiques en CIU.

Chapitre 2: Etude du VHH anti-HER2 par LC-MS, IM-MS native et CIU.
Chapitre 3 : Application de la CIU a un anticorps mmunoconjugué site spécifique.

Chapitre 4: Application de la CIU a un anticorps maoclonal thérapeutique

hybride : eculizumab.
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INTRODUCTION : ETAT DE L'ART ET OBJECTIFS.

1. Les anticorps monoclonaux.
Les anticorps monoclonaux (mAbs) sont des immuringioes (IgGs) produites par les lymphocytes
B du systéme immunitaire afin de cibler et newssliun agent pathogene aussi appelé antigene (AQ).
La reconnaissance du paratope d’'un anticorps eéstfgpe de I'épitope de I'Ag. Elle permet la
formation d’'un complexe anticorps-antigene (mAb/Ag) est ensuite éliminé par I'organisme, par
exemple par phagocytds@u par précipitatioh Les anticorps recombinants sont généralement
produits en cellules mammiféres (HEK ou CHO). Léxaute spécificité et leur rendement de
productiort permettent aux mAbs d’étre considérés comme useldsses de médicaments les plus
importantes pour le traitement de nombreuses nefachmme les canceéida sclérose en plagues
ou les maladies inflammatoires chronidlidse développement de ces molécules comme agents
thérapeutiques est actuellement en plein essanifes 57 mADbs et dérivés autorisés pdfdad and
Drug Administration(U.S. FDA) dans le cadre de thérapies, plus dediéié a été mis sur le marché
depuis 2013 dont 13 uniquement en 20Tableau 1).

Nomenclature commerciale Nomenclature Date d’approbation . —
. . . Pathologie(s) ciblée(s)
(entreprise) internationale par la FDA
Bavencio (Pfizer/Merck Serono) avelumab 2017 Crmamsice L esliles de L,
(cancer de la peau)
Cyltezo (Boehringer) adalimumab 2017 Hydrosadénite (maladie e la
peau)
Dupixent (Sanofi) dupilumab 2017 D Tiopnne (it @
la peau)
Fasenra (AstraZeneca) benralizumab 2017 Asthme sévére

Maladie de Crohn, polyarthrite
Renflexis (MSD) infliximab 2017 rhumatoide, psoriasis,
rectocolite hémorragique

Ixifi (Pfizer) infliximab 2017 Identiques a Renflexis

Diminution de la fréquence des
Hemlibra (Genentech) emicizumab 2017 épisodes hémorragiques chez les
patients hémophiles

Cancer de la vessie, cancer
Imfinzi (AstraZeneca) durvalumab 2017 bronchique non a petites
cellules (cancer du poumon)

Kevzara (Sanofi) sarilumab 2017 Arthrite rhumatoide
Mvasi (Amgen) bevacizumab 2017 Cancer colorectal
Ocrevus (Genentech/roche) ocrelizumab 2017 Sclérose en plaques
Ogivri (Mylan) trastuzumab 2017 Cancer du sein, cancer gastrique
Ontruzant (MS) trastuzumab 2017 Cancer du sein, cancer gastrique

Tableau 1.Anticorps monoclonaux approuvés par la FDA en 2€bleau adapté a partir’de
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2. Description structurale des anticorps monoclonaux.
Un mAb est une biomolécule de 150 kDa divisée anuk-unités : 2 chaines légerkglit Chain
LC) de ~25 kDa et 2 chaines lourdee@vy ChainHC) de ~50 kDa (figure 1). La LC est composée
de deux domaines : un domaine variable (VL) et omaine constant (CL) et la chaine lourde est
composée d’'un domaine variable (VH) et de trois @ioes constants (CH1, CH2 et CH3). La structure
du mAb en forme caractéristique de Y est régiedearinteractions non-covalentes et par la présence
de ponts disulfures inter chaines entre les deatnel lourdes (au niveau de la région charniere
nommeéehinge région flexible qui assure la jonction entre desnaines constants CH1 et CH2) et
entre les chaines légéres et les chaines loundis (es domaines CL et CH1).
La partie responsable de la reconnaissance du miihgaest le fragment Fabagtigen-binding
fragmenj composé de la LC entiere et de la partie supeérida la HC (VH et CH1). Les domaines
CH2 et CH3 de la chaine lourde constituent le fraxginfrc qui est porteur des fonctions effectrices de
anticorps (activation du complément, reconnaissgmere les macrophages, catabolisme) et des

glycosylations.

a) — b)
Fd . Fab (50 kDa)
\
\

HC (50 kDa)

LC (zk

1gG (150 kDa)

Figure 1. Architecture d’'une IgG4 (a) et de ses chainesliesiet 1égeres (b). En rose, les domaines vasiable

VH et VL sont représentés, il s'agit des domairm#enant le€Complementary Determining Regiqi@DRs)
qgui sont des domaines hypervariables d’'un mAb atriéa essentiels a la reconnaissance de I'antigeme.

fragment Fab est entouré sur le schéma.

Le nombre et la localisation des ponts disulfunésrichaines permettent de distinguer quatre isstyp
d’'anticorps (figure 2)Les IgG1 et les IgG4 possédent 2 ponts disulfutesigeau de la région
charniére mais leur appariement des chaines |légéteardes est différent. Les IgG3 posséedent une
région charnieére plus grande que les autres issfygec 11 ponts disulfures inter chaines contre 4

pour les IgG2 et 2 pour les IgG1 et les IgG4.
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IgG1 IgG2 IgG3 IgG4

Figure 2. Représentation schématique des 4 isotypes d'lgGs.

3. Les anticorps monoclonaux conjugués.
Le greffage covalent de petites molécules cytotoesgsur des mAbs a permis de mettre au point des
immunoconjugués appelésitibody Drug Conjugaté$(ADCs). Ces dérivés de mAbs ont 'avantage
d’allier a la fois la spécificité de reconnaissadcemAb et la haute efficacité des drogues (souvent
trop toxiques pour étre administrées seules). LBE€Asont constitués d’'un mADb relié covalemment
a des petites molécules appelées drogues a l'aideadent de liaison appeli@ker. Le mAb sert de
vecteur : I'internalisation de 'ADC a I'intérieute la cellule est suivie de la libération de laécale
cytotoxique permettant a terme I'apoptose des leslimalades ciblées. Les principales stratégies de
conjugaison développées jusqu’en 2016 visaientbercies cystéines (exemple du brentuximab
vedotin) ou les lysines (trastuzumab emtansineindib. Bien que ce ces stratégies de conjugaison
soient efficaces, elles ne permettent pas de seiite nombre moyen de drogues fixées par anticorps
encore appeléverageDrug to Antibody RatigDARav), ou de contrdler la distribution des dregu
greffées (appeléelrug load distribution,DLD). En effet, une distribution de 0 a 8 molésule

cytotoxiques par mAb était obserd&® (figure 3a-b).

a) Brentuximab Vedotin, ADC cys b) Trastuzumab Emtansine, ADC lys ¢) ADC site spécifique

| | DARav=3.9+0.1 | | | DARav=3.5+0.1 DARav=3.9+0.1
0 1 2 3 4 1 2 3 4 5 6 7 8

5 6 7 8 0 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Nombre de drogues fixées Nombre de drogues fixées Nombre de drogues fixées

Figure 3. Représentation schématique de I'hétérogénéitdDEs cystéine, lysine et site spécifique, adaptée
a partir dét-13

Cette hétérogenéité ne permet pas d’évaluer praeisigla quantité de drogue dispensée lors d’'un
traitement. Afin de maitriser cette hétérogéndité’élargir la fenétre thérapeutidtiede nouvelles
stratégies de conjugaison, basées sur la conjugdiagides aminés non naturéleu de cystéines

modifiées®, ont permis I'obtention d’ADCs dits site spécifeguavec des distributions d’espéces Dn
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plus étroites (figure 3c). Pour les ADCs, I'hété&ngité du squelette mAb (glycosylations,
modifications post traductionnelles, ponts S-S,) eist encore augmentée par le nombre de drogues.
La caractérisation analytique de ces ADCs constitwec un veéritable défi qui doit étre relevé pour
'amélioration continue des stratégies de coupladie, controle des lots et la production de

médicaments plus efficaces et moins nadgifs

4. La spectromeétrie de masse comme outil privilégié dearactéerisation des

mMADs et produits associés.

La caractérisation des mAbs et des ADCs peut étlesée a l'aide de différents couplages entre des
techniques séparatives et principalement la spguttométrie d’absorption UV ou la MS (tableau 2).
Ces techniques permettent d’apporter des informstammplémentaires pour la caractérisation des
mADbs et des ADCs comme, par exemple, l'identifmatiles PTMs et des glycosylations d’'un mAb a
I'échellebottommais aussi de calculer le DARav d’un ADC a I'étheaitacte {op leve) ou a I'échelle
middle

Tableau 2. Principales techniques séparatives utilisées powearactérisation de mAbs ADCs, tableau

Technique séparative Caractére dénaturant/natif
(abréviation) - principe de Détecteur Informations (phase mobile, tampon, agent
séparation dénaturant)
Homogénéité de I'’échantillon, mesure de masses
entiéres, calcul du DARav pour les ADCs cystéines et
Chromatographie liquide en site spécifiques.
phase inverse (RPLC) - UV et/ou MS dénaturant (ACN ou MeOH)
hydrophobicité
Recouvrement de séquence, quantification des PTMs
et identification des peptides conjugués
Chromatographie d’interaction . -
hydrophobe (HIC)- UV et/ou MS Caleul du P{\Bav pour les A.DCS cystéines et site natif (sulfate d'ammonium)
N spécifiques. Evaluation de la DLD.
hydrophobicité
Chromatographie d’interaction
hydrophile (HILIC)- . o X . dénaturant (ACN)
hydrophilicité UV et/ou MS Détermination des profils de glycosylation.
Chromatographie a échange Identification des variants de charge natif (Na,HPO,/NaCl pour un
™ ! . UV et/ou MS couplage UV, AcoNH, pour un
d’ions (IEX)-point isoélectrique
couplage MS)
Chromatographie d’exclusion e N . X natif (phosphate/NaCl/KCl
stérique (SEC)- volume UV et/ou MS Quantification des espelces d.e haut et faible poids pour un couplage UV, AcONH,,
. moléculaire
hydrodynamique pour un couplage MS)
Electrophorése capillaire sur gel PP s . <
(CE-SDS)-taille UV/fluorescence Homogénéité de I'échantillon (PTMs) dénaturant (SDS)
Focalisation isoélectrique
capillaire (cIEF)-point UV ou MS Identification des variants de charge dénaturant
isoélectrique
Electrophorése capillaire de . e
UV, fluorescence ou Recouvrement de séquence, quantification des PTMs .
zone (CZE)-charge et rayon . e . . . dénaturant
. MS et identification des peptides conjugués
hydrodynamique

adapté a partir dé
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Parmi les techniques décrites pour la caractévisates mAbs et ADCs, les approches basées sur la
MS permettent d’accéder a de nombreuses informatiomme par exemple la détermination de son
DARav, ou encore la distribution des espéces DriDaar MS nativ&. Les possibilités de couplage
de la MS, liées a son court temps d’acquisitiorecade nombreuses techniques séparatives ont
récemment été exploitées et ont permis de d’étesmiiechamp d’application pour la caractérisation
de mAbs et d’ADCs par exemple pour la détectiorsgbees de hauts poids moléculaires par SEC-
native MS" 1° le contréle des profils de glycosylation par HIEMS?, ou encore la caractérisation
structurale d’ADCs par CE-M%22 Les couplages entre la chromatographie liquidedénaturante

et la MS impliquent l'utilisation de phases mobilesmpatibles avec le mode ESI, diminuant les
performances séparatives. Afin de pallier a ce lprob, une méthodologie bidimensionnelle a été
développée afin de conserver les capacités deatépade la premiere dimension (phase mobile avec
des sels non-volatils) et une étape de dessalaligneren seconde dimension (phase mobile avec des
sels volatils). De cette maniére, le couplage HIERIMS a permis la détermination du DARav et de
la DLD par HIC avec une identification de chaque par MS32. Selon la méme méthodologie, la
caractérisation des variants de tailles de mAhsé&te réalisée a travers le couplage SECXSEGtMS
Les zones de contact entre le mAb et 'Ag sontémgaht des informations qui peuvent étre connues
grace a la MS en couplage avec la technique d’'@ehlaydrogéne deutérium au moyen d’expériences
d’épitope mapping. La technique IM-MS est une technique qui perraké, la caractérisation des
ions en phase gazeuse et I'apport d’'informationsptémentaires, dites conformationnelles, aux
techniques citées précédemment. L'utilisation daddilité ionique a été étendue a la caractérisatio
de mAbs et d’ADC®. Cette technique a été décrite comme capable presédes anticorps de
conformations différentes en conditions dénatuithtBe plus, la capacité du TWIMS a séparer et a
guantifier de maniére relative les espéces Dn editions natives a été démontrée sur deux ADCs :
le brentuximab vedoti et le trastuzumab emtansthAeDans ces études, I'effet de I'ajout de drogues
sur la conformation du mAb a été étudié et a pewhisnontrer une augmentation de la CCS en
fonction du nombre de drogues fixées sur lI'antisorpes expériences dites native IM-MS sont
réalisées dans des conditions énergétiques « basses d’éviter la déstructuration des mAbs en
phase gazeuse lors de la mesure des CCS.

Ce n'est pas le cas de la nouvelle approche évauékeveloppée dans le cadre de cette these :
'approche CIU (présentée en Partie 1). L'appro€hé, Collision Induced Unfoldingconsiste a
étudier la déstructuration de lion d'intérét enapb gazeuse. Pour cela, lion est accéléré
progressivement par des pas de tension définis @k§ dans une cellule appelée trap qui précede la
cellule de mobilité ionique. L'influence de cettecalération progressive dans la cellule trap peut

induire des transitions conformationnelles donA&Bs sont séparées en mobilité ionique. Le nombre
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d’études utilisant cette technique est resté xaatent faiblé2°jusqu’en 2015, année durant laquelle
une étude sur les anticorps monoclonaux a pernmsatérer une partie du potentiel de cette nouvelle
techniqué’. Ce travail novateur a notamment permis de mofgsepotentialités de I'approche CIU
pour la classification des isotypes de mAbs, g@des cartes CIU décrites comme des empreintes
spécifiques de lisotype d’'une IgG (figure 4). @epireuve de concept a été réalisée sur des IgG-k
« modeles » purifiées a partir du myélome humaindifférenciation des IgGs a été décrite comme
non ambigué a I'aide d’'une analyse statistiquagéalsur les ATDs extraites a trap CV : 200 V. De
plus, les profils CIU des IgG1 et IgG4 présentanhdutes similarités selon les auteurs mais restent
différenciables. Dans cette étude, I'effet de lagbylation sur la stabilité conformationnelle dwss

en phase gazeuse a également été décrit et propestabilisation de la conformation du mAb grace

a) IgG1 IgG2 IgG3 IgG4
V V y Vntemﬂé
b)
0

aux sucres.

relative

18 1.

Temps de dérive (ms)

0 50 100 150 200/0 50 100 150 200/0 50 100 150 200/0 50 100 150 200

Tension en Trap (V)
Figure 4. Représentation des différents isotypes d’'lgG t(dedeurs empreintes CIU associées (b). Cettedigu
a été extraite de Tian et¥lpuis adaptée.

5. Objectifs généraux des travaux.
L’approche CIU ayant été décrite quelques mois aleatiébut de ma these (octobre 2015), un travail
de mise en place, d’évaluation (répétabilité, rdpotibilité, etc.) et d’optimisation a été réalise
constitue le coeur du premier chapitre de cettéepdrhsuite, les potentialités de son application o
été explorées a travers I'étude de différents ftsrda mAbs de tailles et de complexités croissantes

dans les trois chapitres suivants.
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CHAPITRE 1 : DEVELOPPEMENTS METHODOLOGIQUES
EN CIU.

La réalisation d'une expérience CIU nécessite tréiapes: la préparation de [I'échantillon,

I'acquisition et le traitement des données (fighblre

Préparation Acquisition Traitement des
d’échantillon 1 données

Figure 5. Représentation schématique des trois étapes aé&esgsour la réalisation d’une expérience CIU.
Durant mon travail de these, les anticorps ontétycosylés a l'aide de I'enzyme IgGO et dessalés
avec un tampon AcCONHL50 mM pH 6,9 a l'aide de vivaspin 10 kDa (8 cgatie 8 min a 4°C) puis
infusés manuellement a lI'aide du nanomate. La dégljation a été réalisée afin de simplifier
linterprétation des données. Les expériences Gitleteé menees sur le Synapt G2 HDMS présenté

en Partie 1. L’acquisition des données a été opéimet les résultats obtenus sont présentés @-apré

1. Optimisations instrumentales.

1.1. Choix de I'état de charge.
L'influence de I'état de charge sur le profil ClUég étudiée, en utilisant comme mAb modéle le
trastuzumab (IgG1). Le contrdle par MS native éelantillon permet de contrdler son homogénéité
et d’observer sa distribution de charges, ici de 222+ (figure 6). La masse expéerimentale mesurée
est 145 868 £ 1 Da en bonne corrélation avec lasendmorique calculée a partir de la séquence (145
864,1 Da).

24+
6078.8
25+
5835.7

Trastuzumab

145 868 + 1 Da (+4 Da soit 27 ppm)
145 864.1 Da (masse théorique)

23+
6343.1

26+
5611.3

22+

6631.4
\izt Dimére
L buu 4 Ak ‘L!JLJL )
) T T T T T T T T
1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 m/z

Figure 6. Spectre de masse du trastuzumab déglycosylé obtene Synapt G2 en conditions natives.
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Les 4 états de charge principaux (26+, 25+, 2423e) ont été utilisés pour générer les cartes CIU
correspondantes (figure 7a-d). Sur chaque carte {@i$ transitions sont observées. Les tensions de
trap correspondant a ces transitions sont manuefienannotées en vert, rouge et orange
respectivement pour la premiéere, deuxieme et éwisitransition. Lorsque I'état de charge diminue,
I'énergie nécessaire pour observer une transitbmples importante. En effet, la premiére transitio
est observée a environ 30 V sur le 26+ contre 4bMe 23+ et la troisiéme transition est obsegevée
120 V (26+) contre 180 V (23+). Cette observatieutpétre directement reliee au repliement de la
protéine décrit comme plus structuré/natif poufaileles états de chartle plus la protéine est repliée
plus I'énergie nécessaire pour la déplier est grahd choix de I'état de charge est donc un panamet

crucial en CIU et doit étre identique lors de lanparaison des transitions de deux anticorps

notamment.
Intensité
a) 26+ b) 25+ C) 24+ d) 23+ relative

35 0.99
2 30 0.88
) 0.77
@ 25 0.66
5 20 0.55
T 15 0.44
=
- 10 0.33
| i : 0.22
E s B e o011
=1 : Iransition 111 : -

A H 4P H FI H 3 0.00
0 50 100 150 200/0 50 100 150 2000 50 100 150 200/0 50 100 150 200

Tension en Trap (V)
Figure 7. Influence de I'état de charge sur la carte ClUrdatuzumab déglycosylé. Les cartes CIU présentées
ci-dessus représentent les cartes moyennes obi@ipaesr de trois réplicats analytiques sur lessate charge
26+(a), 25+(b), 24+(c) et 23+(d).

1.2. Influence de la sélection de I'ion dans le qdepdle.
L’influence de la pré-sélection de I'ion m/z daasgjuadripdle sur la carte CIU a aussi été étudige.
effet, dans Tian et &P, seuls les résultats avec sélection sont préssatdes mAbs. Les cartes CIU
présentées ci-dessous (figure 8) correspondentatigs moyennes obtenues pour un méme état de
charge (ici le 23+) avec ou sans sélection de ldans le quadrip6le. Dans les deux cas, le méme
nombre de transitions est observé (trois) maist'étitial (correspondant a la protéine totalement
repliée) de I'ion ‘survit’ & de plus hautes tensi@d5 V, 100 V et 190 V) lorsqu’il est sélectiorpe
le quadrip6le en comparaison avec |'expériencaséalsans sélection (45 V, 70 V et 180 V). Cette
observation peut étre expliquée par une plus fégalsion coulombienne en présence des autres états
de charge engendrant une déstructuration précdderdeAinsi il semble qu’avec sélection, les ésar

de transition soient plus grands (45 a 100sM5 a 70 V) et donc il semblerait que la « résolut
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d’'une carte CIU (définie ici comme |'écart de texms entre deux transitions) soit meilleure avec la
sélection préalable de I'ion dans le quadripblauire part, la sélection induit une survie de l'jphns
longue et peut ainsi décaler les transitions vesstensions supérieures a 200 V (non atteignabtes s
notre instrument). C’est pour cette raison et dféviter des expériences trop longues que noussavon
choisi de ne pas sélectionner nos ions avec lergpidel pour la caractérisation des mAbs. Les mémes

observations ont été faites sur les états de cl2age25+ et 26+ (données non montrées).

Intensité Intensité
a) Sélection b) Sans sélection relative ~ C) Sélection- sans sélection relative
35 0.99 35 1.00
> 0.88 )
2 30 30 0.60
£ 0.77 g s
o 25 5
2 0.66 2 = |10.20
5 20 0.55 g 20 -
= =]
o 15 0.44 g 15 - -0.20
': ib 0.33 2 10
& 0.22 5 < -0.60
5 5]
= i : P 0.11 &= RMSD=7.34
0 ; ’ ; : H H 0.00 0 -1.00
0 50 100 150 200/0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Tension en Trap (V) Tension en Trap (V)

Figure 8. Influence de la sélection de I'état de charge @8ns le quadripdle sur le profil CIU de I'anticerp
trastuzumab déglycosylé. (a) avec sélection dagsddripdle, (b) sans sélection et (c) carte difiéelle entre
les deux conditions. Le coefficient de variation 8M (Root Mean Square Deviatiprentre les deux

expériences est noté en % sur la carte différémtiel

1.3. Influence de 'amplitude des pas de la tensidrap CV sur la carte CIU.
Le nombre d’analyses permettant de générer une €l est un parametre important a prendre en
considération car il définit la durée de I'expédenet donc la quantité de matériel nécessaire.
Différents pas de tensions ont été testés afinati@v I'effet sur la qualité de la carte CIU obtenu
(figure 9). Pour chaque condition, le nombre deditions observées est similaire (trois transitions
reliant 4 états conformationnels distincts) massttansitions sont mieux définies lorsque les pas s
faibles (5 V, encadré blanc). Nous avons choisiel@as utiliser des pas inférieurs a 5 V pour gvite
d’augmenter la durée d’acquisition d’'une carte @ddviron 1h pour une carte CIU de 41 analyses
soit trois heures environ lorsque les cartes smalisees en triplicata). Les cartes CIU préserdars
cette these résultent de la moyenne de trois cartidgduelles (réplicats analytiques). Cependant,
réaliser une carte CIU avec des pas de 20 V pendtibwer un point de départ intéressant pour
caractériser une premiéere fois la stabilité confdromnelle d’une protéine, notamment lorsque la
guantité purifiée disponible est insuffisante pmaliser la totalité des expériences. Généralenaent,

'aide du nanomate, I'acquisition d’'une carte Cba des pas de 5 V nécessiteu20d’anticorps a
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une concentration de 1M, le volume nécessaire peut étre supérieur loréggpray genéreé par le

nanomate n’est pas stable.

a) Pasde5V b) Pasde 10V €) Pasde20V Intensité
41 analyses 21 analyses 11 analyses relative

1.00

0.75

0.50

0.25

Temps de dérive (ms)

0.00
0 50 100 150 200/0 50 100 150 2000 50 100 150 200

Tension en Trap (V)

=30 min
T = 15 min

= 60 min

Temps d’analyse
(min) pour une carte

Figure 9. Evaluation de I'effet de la taille du pas sur lzalifé de la carte CIU de I'anticorps eculizumab
déglycosylé (22+) (a), 41 analyses avec un pas\dg(B) 21 analyses avec un pas de 10 V et (c)nblyaes
avec un pas de 20 V.

1.4. Influence de la tension en source sur le dé@ment protéique.
L’influence de la tension appliquée en source @tr)le déploiement protéique observé en MS nétive
et IM-MS3334 est connue et largement reportée : cette tensibtogjours optimisée de maniére a
obtenir une sensibilité maximale en accéléranbles sans les déstructurer en source notamment pour
le calcul de CCS. Par exemple (figure 10), la caagaline A (protéine utilisée comme étalon en IM-
MS) est progressivement déstructurée lors de soéléation en source a partir de 100 V, les
expériences de native IM-MS doivent étre réalissde=c une tension inférieure a cette valeur afin

d’éviter une surestimation de la CCS.

Intensité
relative

35 3 1.00
30
0.75
25
<9 0.50
15 —/’ F
10 0.25
5
0 0.00
0 50 100 150 200

Tension en source, Vc (V)

Temps de dérive (ms)

Figure 10.Exemple de l'influence de la tension en sourcdasdéstructuration de la concanavaline A. La carte
présentée ici n'est pas une expérience CIU mdisaute méme mode de représentation : il s'agind’oarte

3D qui représente I'évolution du temps de dérivéida 21+ de la concanavaline A en fonction dedasion
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appliguée en source (Vc). La troisieme dimensignésente l'intensité relative de la distributiontdmps de

dérive.

Lors d’'une expérience CIU, cette tension doit ke et préalablement optimisée de la méme maniere
pour éviter que la protéine accélérée dans laledHap soit déja déstructurée en source. Celaméfo
linformation générée en CIU et ne permet pas daatariser I'intégralité des transitions observable

dans des conditions de plus faibles énergies emceou

2. Evaluation de I'approche CIU.

Apres avoir déterminé quels sont les parametrésimentaux importants en CIU, la répétabilité et la
reproductibilité des expériences ont été evaludesde d’'un mAb modele : le reslizumab (IgG4). Le
protocole utilisé est représenté en figure 11. Anlimiter I'nétérogenéité du mAb, nous avons, fait
comme précédemment, le choix de retirer les sudeeta partie Fc en utilisant 'enzyme 1gGO
(Genovis) dans des conditions classiques (30 mBY°&). Aprés échange de tampon (8 cycles
dessalage avec vivaspin 10 kDa) et mesure UV deraentration, le reslizumab est infusé a 10 uM
dans un tampon AcCONHL50 mM pH 7,0 pour la réalisation des expérieriieés

X X
+ &+ + +
¥ X 7 +
+ + =3 +
N * Déglycosylation A - I:Ichange de tampon
270" 2 e
e N 37°C, 30 min X
x A

X 8 cycles, 4°C, 8 min/cycle

15000 G Mesure de la concentration

Anticorps entier Anticorps entier 20-40 M AcONH, 150 mM pH 7.0
glycosylé déglycsoylé 4

- SSESAT

Infusion manuelle
al0uM

Génération de la Traitement de données Expériences CIU
carte CIU Utilisation d’unlogiciel ~ de 02200 V appliquée en trap
dédié 3 réplicats analytiques

Figure 11. Représentation dworkflow utilisé pour évaluer la répétabilité et la repretihilité de I'approche
CIU.

Nous montrons ci-dessous les résultats obtenu&satrde charge 22+ de reslizumab sans sélection

préalable dans le quadripdle, avec une extractesnATDs réalisée sur une largeur de 5 m/z et des

mesures réalisées chaque 5 V de 0 & 200 V au nileekucellule trap.
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2.1. Répétabilite.

Ici, la répétabilité est définie comme la part deiabilité générée par le systeme de mesure, a'est-
dire le couplage IM-MS dans notre cas. Pour évatate part de variabilité, nous avons réalisétroi
réplicats analytiques de I'analyse CIU du reslizbndans les mémes conditions instrumentales, le
méme jour avec un méme opérateur (figure 12).

Intensité

relative
e 1.00
w
g
° 0.75
» -
5 _— P ——— —t
D
=
2 10 0.25
g
&= 0.00
150 200/0 150 200/0 50 150 200
Tensxon en trap (V) Intensité
R1-R2 RI-R3 R2-R3 relative
2 35 10
E 3 0.6
2 2
3 20 0.2
-
g 15 0.2
2 10
g. 5 -0.6
ﬁ ;) RMSD=2.09 RMSD=2.41 RMSD=2.07 1.0

0 50 100 150 200/0 50 100 150 200/0 50 100 150 200
Tension en trap (V)

Figure 12.Cartes CIU obtenues sur le reslizumab intactliag#pl (R1), réplicat 2 (R2), réplicat 3 (R3) es|
cartes différentielles associées R1-R2, R1-R3 eRB2. e coefficient de variation (CV) noté RMSD esté

sur chaque carte différentielle.

L’analyse CIU du reslizumab montre la présencealexdransitions conformationnelles, la premiéere
a~50 V et la seconde=400 V. Le coefficient de variation (CV) variatioegitemps de dérive induite

par ces trois réplicats est inférieur a 3 % montaamsi une bonne répétabilité des expériences.

2.2. Reproductibilité.
La reproductibilité est définie ici comme la pamt d@ariabilité induite lors de la préparation
d’échantillon et lors de l'analyse de deux lotsniieorps préparés et analysés par un opérateur
différent. Nous avons réalisé I'analyse CIU, égaetnen triplicats analytiques, de deux lots de
reslizumab, sur des jours différents, avec deuxatpers différents en suivant le méme protocole de
préparation d’échantillon, d’analyse et de traitehes données. Les résultats obtenus sont présenté
ci-apres (figure 13).
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Figure 13.Chaque carte représente ici la moyenne de trailyses CIU : (a) Carte CIU moyenne réalisée par
'opérateur 1 (O1), (b) carte CIU moyenne réaligéel’opérateur 2 (O2) et (c) carte CIU différeiéed1-O2.

Le coefficient de variation RMSD est noté sur lgedifférentielle.

La variation des temps de dérive induite par lexgeaent d’opérateur est inférieure a 3% permettant
de conclure que la reproductibilité de ces expégsrest satisfaisante au regard des exigences de la

U.S. FDA qui recommande comme acceptable des imariinférieures a 15 %3,

3. Traitement de données.
Les données d’'IM-MS générées par notre instrumexivgnt étre traitées par des logiciels

propriétaires ebpen source

3.1.Les logiciels de mobilité ionique propriétaires
Deux logiciels commercialisés par Waters peuvers @étilisés pour traiter les données de mobilité
ionique :
- Le logiciel MassLynX" : permet I'extraction des ATDs pour chaque espéde et
inversement, il permet d’extraire le spectre desaaspartir d'une ATD. C’est ce logiciel qui
a ete utilisé pour extraire 'ensemble des tempadétive utilisés pour le calcul de CCS durant
cette these (la version utilisée est la versiorn) 4.1
-Le logiciel Driftscopé : il posséde les mémes fonctionnalités que Masslagnniveau de
I'extraction des données mais permet aussi la septétion d’'une carte 3D appel@gftscope
permettant de visualiser directement le temps develéle chaque ion m/z. La troisieme

dimension représente l'intensité relative du teapsiérive (figure 14).
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Figure 14. Exemple de la représentatidriftscoped’un anticorps monoclonal. Trois régions princgsasont
entourées représentant respectivement, les sigd@uapuretés contenus dans le tampon (1), le sigieal

I'anticorps monomeére (2) et le signal de I'anticodimere (3).

Cette représentation est particulierement utilegoe I'on souhaite « nettoyer » les spectres deenas
en utilisant la mobilité ionigue comme une techeigle séparation (Partie 2 Chapitre ABHD) ou
identifier des oligomeres possédant des ions mfanoans (Partie 2 Chapitre Peptidg4R). La

représentation driftscope permet aussi de donner une image simple pour rdécri

I'nomogénéité/hétérogénéité conformationnelle déghantillor’.

3.2. Description des logiciels dédiés aux traitemendes données CIU.

Trois logiciels majeurs dediés aux traitementsdaimmeées CIU ont été développés durant ces quatre
années : la suite logicielle ClUSuiteson extension ClUSuite’®et le logiciel Origani. Ces trois
logiciels peuvent étre utilisés pour traiter desries CIU enregistrées avec les spectromeétres de

masse de la gamme Synapt (Waters). Les possilofitédes sont détaillées ci-dessous.

- La suite logicielle ClUsuite”.
Cette suite logicielle est la premiere a avoirddeeloppée pour le traitement spécifique de données
CIU. Il s’agit un logicielopen sourcgécrit en langage informatique Python, développ@@L5 par
I'équipe du Dr. Ruotold. Brievement I'extraction des ATDs est réalisééagié d’un fichier .txt et
d’une interface permettant de sélectionner les éestrutes. Le fichier .txt contient les informatio
essentielles a I'extraction des ATDs : le rappoiz de I'ion, le temps d’analyse, la gamme de temps

de dérive considérée. Ces informations doivent ftuenies manuellement par I'utilisateur puis
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l'interface extrait de maniere automatisée les Ated’'ion considéré pour chaque analyse (c’est-a-
dire pour chaque valeur de tension trap). La caatipih des ATDs extraites et la génération des €arte
CIU sont des opérations qui sont réalisées ersaittiles modules de la suite logicielle a I'aide de
lignes de commande. L'utilisation de ces lignesa®@mande nécessite une prise en main importante
(pour un non initié en informatique) afin de mairi les différents modules et peut constituer untpo
limitant de son utilisation. Parmi les modules mags, nous avons principalement utilisé les modules
ClUSuiteplot et ClUSuitecompare permettant la gétién de cartes CIU, de cartes CIU moyennes (a
partir des triplicats analytiques) et de cartes Gifférentielles (« soustraction » de deux cartes).

-La suite logicielle CIUSuite28,
Il s’agit de I'extension de la suite logicielle Cuite, publiée en 20¥9pendant la rédaction de ma
these. L'avantage majeur pour l'utilisateur esb$ance totale de lignes de commande grace a la
présence d’'une interface (figure 15) qui permettiaction automatisée des ATDs, la génération des
cartes CIU et fournit une aide a linterprétati@e plus de nouvelles fonctionnalités complétent la

suite logicielle comme le classement des cartespgallgroupe ou encore la détection automatisée des
tensions de transitions (CIU50).

Help

CIU fuite 2
Import Data Data Preparation Basic Analysis
Raw Instrument Files (.raw or .d)
I __-—. Pl
Text Files (Lraw.csv)
CIU Files (.ciu)
G Q Smooth Compare
Loaded Files
| Interpolate g -=i Average
Restore [ ili i
@ Ot e Stability Analysis
__':snn Feature
Print Parameters to Console [ Detection
Update Defauit Parameters e CUso

Total files loaded:
(optional) Analyze only files: (file#) to: (file %)

Gaussian Fitting Classification

Fit | ‘ Build

Output
Current t output directory:

Classification
Method

Change Output Directory econstruct
- Plowpn:nstomuompm Plots ** i = Za::‘:lr:ns [:l f‘:‘:’s‘z‘"“)
Figure 15. Représentation de l'interface CIUSuite2. La pagteiche est dédiée a I'extraction des ATDs, la

partie centrale aux réglages des parametres Itgyitiéa partie droite a la génération des résultat
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- La suite logicielle Origam#®,
Il s’agit d’une suite logiciell®pen-sourcaléveloppée par le groupe du Dr. Perdita Bafratilisant
aussi le langage informatique Python. Son utilisaist facilitée grace a la présence d’'une interfac
graphique. Cette suite se divise en deux partlaspremiére, ORIGAMMS permet I'acquisition
automatique des sets d’expériences IM-MS a diftésetensions dans la cellule trap. Cette partie du
logiciel permet de contrdler directement les paragsed’acquisition et doit étre installée sur le dRC
linstrument Synapt. Le choix du pas de la tengrap est un des paramétres modifiables et permet
d’augmenter la résolution des résultats pour urptedianalyse inférieur3 min pour des pas de 2
V) a une expérience CIU manuelle (1 heure enviaur ples pas de 5V).
La seconde partie de la sui@RIGAMPNALYSEest dédiée au traitement des données CIU et ses
possibilités sont relativement similaires a celtls la suite logicielle ClUSuite. Un mode de
représentation 3D des données, appelé Waterfglli(€il6), a été intégré dans ce logiciel et permet
de visualiser en détails I'évolution du temps dewéed’'une espece au cours de I'expérience CIU. Ce
mode de représentation peut étre utile pour rapetéwbserver 'absence ou la présence de transition
au cours d’'une espéece analysée pour la premiérefoCIU.

Temps de dérive (ms) Tension en

0 5 10 15 20 25 trap (V)
200

150

100

50

0 5 10 15 20 25
Temps de dérive (ms)
Figure 16. Mode de représentatiowaterfall disponible sur Origami. De bas en haut, la tensiap est
augmentée par pas de 5 V de 0 & 200 V permettabselver le déploiement progressif du trastuzumab
déglycosylé.
Une comparaison de ces trois logiciels est propesékableau 3.
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Automatisation

) . - - +++
de I’acquisition
Fonctionnalités ++ +++ ++
Facilité " i o

d’utilisation

Tableau 3.Comparaison des logiciels dédiés a I'approchel@@tEe sur 'expérience acquise durant ma thése.

Bien que logiciel Origami ait été peu utilisé pemdana these, I'automatisation de l'acquisition
constitue un avantage important par rapport aursiogicielles ClUSuite et ClUsuite2. De mon point
de vue, les fonctionnalités de ClUsuite2 sont cdpahsupérieures pour le retraitement des données.
C’est ce dernier outil logiciel et sa version aigtiére qui ont majoritairement été utilisés duraeg c

travaux de these pour le traitement des données CIU

Un des avantages annoncés dans l'article décrigasuiite logicielle CIUSuite® est la suppression
d’une partie du bruit chimique. Afin d’observerteeamélioration, les mémes données brutes ont été
traitées en utilisant des parametres de lissageidqiees entre les deux logiciels (figure 17). Augun
différence majeure n’est observable entre les dmgiriels par I'utilisateur. Les conclusions tirées
sont pas différentes (méme nombre d’états confoomaels, largeur des temps de dérive identiques).

Intensité Intensité
a) CIUsuite relative b) CIUsuite2 relative
1.00

2 = _ 1.00

g g
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5 0.75 & 0.75
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\b 18 ; \:;
= =
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g 14 0.25 g

) ) 0.25
= 12 =
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Tension en Trap (V) Tension en Trap (V)
Figure 17. Comparaison de mémes données brutes obtenues aunticorps entier déglycosylé (22+) sur les
deux versions du logiciel CIU Suite : (a) ClUsuatgb) ClUsuite2.
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4. Conclusions

L’ensemble des résultats présentés ici permet delw@ que les expériences de CIU sont répétables
et reproductibles (coefficient de variation <5%)oftimisation et I'évaluation de nombreux
parametres instrumentaux comme I'état de chargglétion, la taille des pas et la tension apgkqu
en source ont permis de mettre en place au labatoworfklow pour la caractérisation CIU des

anticorps monoclonaux (figure 18).

Préparation d’échantillon Acquisition Traitement des données
. Y Y
Déglycosylation Acquisition Vé"iflcf“i"n_‘!" la
- . o~ AT, répétabilité

(IgGO, 30 min, 37°C) (réplicat 3) (RMSD<5%)
Echange de tampon .
(AcONH, 150 mM pH Acquisition Choix de I’¢tat de

7.0, 8 cycles de 8 min a (réplicat 2) charge
15 kG, 4°C)

B I

Mesure de la Acquisition
concentration a 280 nm (réplicat 1)

=

Interprétation

SnAPT G2

Figure 18.Worfklowmis au point durant la these pour la caractédeates mAbs par CIU.

Les logiciels dédiés aux retraitements de ces dmnspécifiques ont été installés et évalués. La
majeure partie des données CIU de ce travail deethété retraitée avec la suite logicielle CUESuit
(disponible en 2015) qui a été intégrée sous ladod’'une interface (Galaxy, https://iphc-galaxy.u-
strasbg.fr) pour un usage interne au laboratoolestination des personnes débutantes en CIU et/ou
en informatique. Les données du chapitre 4 ontrait&es a I'aide du logiciel ClUSuite2 lors de sa

sortie en janvier 2019.

5. Valorisation
La mise en place de 'approche CIU et I'optimisattes parametres associés ont été présentéees lors

de deux conférences.

Communication orale:
Botzanowski, T., Hernandez-Alba, O., Cianférani, @016) “Collision Induced Unfolding

experiments for the characterization of mAbs” Ectiématique CNRS, 17-20 octobre, Cabourg.
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Communication par affiche:
Botzanowski T, Hernandez-Alba, O, Cianférani, 1@ “Assessment of collision induced unfolding
experiments for protein characterization: the ca$emonoclonal antibodies” European Mass

Spectrometry Conference, 11-15 mars, Saarbrickibenfagne).
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CHAPITRE 2: ETUDE DU VHH ANTI-HER2 PAR LC-MS,
IM-MS NATIVE ET CIU.

1. Contexte de I'étude.
Les IgG conventionnelles (humaines, de sourisadinl..) sont constituées de 2 chaines lourdes et 2
chaines légéres mais ce n'est pas le cas de tsusdanisme$. Chez les camélid®s les chaines
légeres de certaines classes d’'lgG sont abseeseanticorps sont ainsi de plus petites taillesifen
95 kDa) et composés uniqguement de chaines loutd€3. (L’extréemité N-terminale des HC de
I'anticorps, responsable de la fixation sélectieel’dnticorps sur I'antigene, est appelée antic@rps
domaine unique, VHH ou encorenobody C’est une petite entité d’environ 15 kDa (figur@),
récemment décrite comme une classe émergente tiEneo thérapeutiqu¥s Le premier VHH
commercialisé comme molécule thérapeutique, leacapimab (Ablynx), a été approuveé en 2018 par

I'European Medicines Agen€EMA) pour le traitement d'une maladie r&te

N -

IgG conventionnelle IgG de camélidés VHH
(150 kDa) (95 kDa) (15 kDa)

Figure 19.Représentation schématique d’'une IgG conventitetedl, d’'une IgG de camélidés (b) et d’'un VHH
(c).

Outre son utilisation potentielle comme protéingrépeutique, ce type d'objet est aussi utilisé cemm
outil pour la purification et I'étude fonctionneltke protéines cibléset peut étre particuliérement
intéressant pour stabiliser des protéines instafolasne les protéines membrandifekes avantages

de ce morceau d’anticorps sont multiples : ils sapins immunogénes, pénetrent mieux dans les
tumeurs ciblées grace a leurs petites tailles at swoins chers a produire que les anticorps
traditionnelé® grace a des rendements de production plus élEwésffet, ils peuvent étre exprimés
chez les bactéries contrairement aux IgGs qui stlassiquement exprimées dans des cellules de

mammiféres pour lesquelles le rendement est teabnignt limité. Parmi les systemes de production
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des VHHSs, la levur®. pastorisa relativement peu été utilisée jusqu’a cejbtimais a été récemment
décrite comme un systeme intéressant pour la ptiotude VHHs. Un rendement jusqu’a 6 fois plus
élevé que celui obtenu chEzcolia été rapporté pour la production d’'un VHH dirigétre la protéine
neurotoxique AAhI présente chez le scorpfo@utre la surexpression de VHHSs, la synthése chimi
est un moyen alternatif de produire manobody' mais son utilisation pour des applications
thérapeutiques ou d’imagerie est actuellement dienia cause des faibles rendements de cette
approché?.

Dans ce contexte, la comparaison des VHHs progaitses différents systémes parait aujourd’hui
indispensable et nécessite le développement dsaatihlytiques innovants.

Les travaux présentés ici visent a caractériseniitids dirigés contre la protéine HERBI{man
Epidermal GRowth Factor Receptoy-Qui est une protéine transmembranaire de 185ikipaquée
dans le cancer du séfret donc une cible de choix pour les laboratoitesrmaceutiques. Ces VHHs
ont été produits a partir de trois sources diffegen par synthese chimique, par surexpressioniehez

coli et chez. pastoris.

2. Objectifs de I'étude.
L’objectif des travaux présentés ici est de caraeeé I'hétérogénéité/'lhomogénéité moléculaire et
conformationnelle de ces VHHs anti-HER2 par une lmoaison d’approches basées sur la MS et
'IM-MS.
Ces travaux ont été réalisés en collaboration B&quipe du Dr. Renaud Wagner (IMPRESS, UMR
7242, lllkirch), I'entreprise Genepep et I'Instide Recherches Servier.

3. Résumé des résultats.
L’hétérogenéité moléculaire des VHHs a été evapagd C-MS (figure 20). Ces résultats permettent
de conclure que le VHH produit par synthése chimigst homogéne avec 100 % de pont S-S formé
(seules 2 cystéines sont présentes sur la séquEatzleau 4) avec un unique pic chromatographique
(figure 20a, 15,1 min) dont la masse mesurée dpdee est de 14022,7 + 0,3 Da, en accord avec la
masse attendue (14022,6 Da). CRepastorisle VHH est observé sous forme S-S (62%, figuite 20
13,5 min) et sous forme SH (38%, figure 20b, 14i9)mvec des masses respectives de 14166,9 £ 0,5
Da (14166,7 Da) et 14168,9 + 0,4 (14168,7 Da). HHVanti-HER2 surexprimé chez. coliest le
VHH le plus hétérogene avec un minimum de six espdétectées correspondant a des combinaisons
de formes tronquées et formylées. Les deux prerpiesschromatographiques a 15,3 min et 15,5 min
sont attribués respectivement a la forme S-S WI%3® + 0,3 Dars 14153,8 Da) et a la forme S-S
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tronquée coté C-terminal (13605,4 + 0,2\834.3605,2 Da pour la perte de 4 histidines). Leeesp
correspondantes réduites sont observées a 16 & )8 min avec des masses respectives de 14155,9
+ 0,5 Da ¢s14155,8 Da) et 13607,6 + 0,4 Da (vs 13607,2 D&)plDs, ces especes sont observées
avec un ajout de masse de +28 Da a 17,4 min (194183,2 Davs 14183,9 Da) et 17,5 min (13635,5

+ 0,4 Davs 13635,2 Da) pouvant correspondre a une formyladeta méthionine N-terminale. En
effet, cette modification post-traductionnelle gadété décrite lors de la synthese protéique cbez |

systémes bactérietisA partir des données LC-UV, le ratio de forme 8a8zE.coli est évalué a 32%

contre 68 % pour la forme SH.

15.1
5 600 a)
<
E
2
2
g
=
£
2 d) Origine du VHH Annotation Temps (min) Masse (Da) Attribution
1] ~
< Synthése I 15.1 14022.7£0.3 Forme S-S
= . . . - chimique
10 | 1 % % %0 Time (min) I 13.5 14166.9+0.5 Forme $-
P. pastoris
23N 13.5 Il 14.9 14168.9+0.4 Forme SH
2 200 ) ‘ I | 15.3 14153.940.3 Forme S-S WT
Z ]
2 150 . 14.9 I 155 13605.4+ 0.2 Forme 33
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Figure 20. Evaluation de I'hétérogénéité moléculaire des Vs LC-UV-MS (a, synthése chimique,m,

pastoriset ¢,E. coli). Les masses mesurées pour les différents picsnatiographigues (absorbance mesurée a

214 nm) sont présentées dans le tableau d. Lesiexpés ont été réalisées sur un systéme chronagiuigue
Alliance 2695 (Waters, MA, USA) couplé au micrOTQF{Bruker, Billerica, MA, USA). Un volume
équivalent a 15 pg a été injecté sur une colonnXiitige BEH300, 2,1 x 150 mm, 3,5 um thermostatée

60°C. Conditions chromatographiques : 1°) gradientgmentation de la proportion d’ACN de 20 a 6@196

20 min, 2°) lavage de la colonne : 2 min a 90 %Q@MN\A 3°) rééquilibration a 20% en ACN pendant 15.min

Les conditions chromatographiques ont été misgmant par le Dr. Jean-Marc Strub.
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. . Masse
Séquence Taille théorique (Da)
MEVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCATSGITFMRYALG
WYRQSPGKQREMVASINSGGTTNYADSVKGRFTISR 127 AA 14155.8 Da
DNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCNARWVKPQFID
NNYWGQGTQVTVSSHHHHHH
GSEVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCATSGITFMRYALG
WYRQSPGKQREMVASINSGGTTNYADSVKGRFTISR 128 AA 14168.7 Da
DNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCNARWVKPQFID
NNYWGQGTQVTVSSHHHHHH
EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCATSGITFMRYALGW
YRQSPGKQREMVASINSGGTTNYADSVKGRFTISRD
NAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCNARWVKPQFIDN
NYWGQGTQVTVSSHHHHHH

Origine du VHH

E. coli

P. pastoris

Synthése chimique 126 AA 14024.6 Da

Tableau 4 Séquence en acide aminés et masse théoriqueéesdecchaque VHH anti-HER2. Les cystéines

sont annotées en gras sur les séquences.

Afin de caractériser I'hétérogénéité conformatidlenge chaque VHH, j’ai réalisé des expériences de
mobilité ionique en conditions natives (sans sémarahromatographique). En effet, cette technique
a déja été utilisée par le passé pour évaluer ldggméité/I'hétérogénéité conformationnelle de
protéines®27:55°¢ pour cela, j'ai remplacé le tampon de stockageh@dgue protéine par un tampon
AcONH4 150 mM pH 7,4 a I'aide de deux mini colonnes defijeation (Zeba™ Spin Desalting
Column$ avec un seuil de coupure de 7 kDa et un volura ¢e 0,5 mL. Les ATDs mesurées pour
I'état de charge 7+ de chaque VHH présentent dgsuas a mi-hauteur significativement différentes
(figure 21a-c). Concernant le VHH produit par sy chimique, 'ATD observée est gaussienne
avec une largeur a mi-hauteur de 1,3 £ 0,1 msedn# + 0,1 ms et 2,0 £ 0,1 ms respectivement pour
les VHHsP. pastoriset E. coli suggérant une plus grande hétérogénéité confamnmaile pour ces
deux derniers. Les CCS calculées dans ces comgliiermettent de conclure que la conformation
globale du VHH est similaire quelle que soit sogiae. En effet, aucune différence significativest’
observée entre ces trois VHHSs (figure 21d) : 13M*nm?2 (synthese chimique), 13,1 £ 0,1 nk?2 (
pastorig et 13,2 + 0,1 nmZ.coli). De maniére intéressante, les CCS des étatsailgesh8+ sont en
bonne corrélation (14,5 = 0,1 nm2 pour chaque VE8c les CCS prédites a partir de la masse (14,2-
14,3 nm?) suggérant une conformation globale atsihei & une protéine globulaire du VHH anti-
HER2.
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7+

7.1£0.1

a
) 13201 Synthése chimique d) Etat de Synthése
charge Z chimique F. pastoris E. coli
7.2+0.1 TWCCSy, TWCCSy, TWCCSy,
(nm?) (nm?) (nm?)
b) 6 11.8 £0.1 11.9£0.1 12.0 £0.1
17401 2
P, pastoris 7 13.0 £ 0.1 13.1 £0.1 132 £0.1
8 145 +0.1 145 0.1 145 £ 0.1
7.4:0.1 - 14.2* 14.3%* 14.3%
©) 2.0£0.1 E. coli
T T T T T
5 10 15 20 25

Drift time (ms)
Figure 21. Caractérisation conformationnelle des VHHs a 10 @rivconditions natives. Les distributions de
temps d’arrivés (ATDs) des VHHs (7+, formes S-S-1) sont présentées (a, synthése chimiqu® .dastoris

et c,E.coli) avec la valeur moyenne (triplicata analytique}ataps de dérive mesuré et la largeur a mi-hauteur
associée. Les paramétres instrumentaux MS son2@¢V;, trap gas : 5 mL/min, trap CV : 4V et Pi nbar

afin de minimiser l'activation et favoriser la teamission des ions. Les parametres IM-MS utilisé®t so
QHe/QN2 : 120/30 (mL/min), WH: 30 V et WV : 1000/snLes "CCS.. calculées en utilisant If-
lactoglobuline £18 kDa) comme étalédhsont résumées dans le tableau d pour chaque étialge. Les
valeurs de CCS estimées a partir de la masse dels gbht annotées avec une astérisque et ont étéémsd a
partir de I'équation CCS =2,435 x (¥9°".

Afin d’élucider la présence d’états conformatiomsneistincts, j'ai ensuite réalisé des expérienees d
CIU sur chaque VHH par pas de 5 V de 0 a 120 V @’'darée d’'une minute (au-dela de 120 V,
l'intensité du signal était trop faible) en utilidda méthode IM décrite précédemment (figure Ré3.
cartes CIU de I'état de charge 7+ ont ensuiteréttées avec le logiciel ClUsutfedécrit en chapitre

1. Le VHH anti-HER2 produit par synthése chimiql@) % sous forme S-S d’aprés les données LC-
MS, présente une seule espéce conformationnelllagamme de trap CV étudiée (figure 22a). A
linverse, les deux autres VHHSs, présentant un ngdaS-S et S-H d’apres les données LC-MS,
présentent une espéce conformationnelle supplémeptas étendue (avec un temps de dérive de 9,0
ms, figure 22d) que la premiere lors de leur atitwvaen phase gazeuse (figure 2Pb Pastoriset
figure 22c,E.coli). ChezP.pastoriscette seconde conformation correspond a une CQ4,8et 0,1
nmz2 (contre 15,0 + 0,1 nm?2 chE&zcoli) soit une augmentation de 11,4% par rapport atliéitial et

est attribuée a la présence de la forme S-H (nésepte dans le VHH synthése chimique). Pour
appuyer cette hypothese, j'ai comparé les ratisdalenes S-S et S-H obtenues en LC-UV et les ratios
1°¢ espéce/? espéce obtenus en CIU. Pour I'échantillon synticdgmaique, la forme S-H n’est pas
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observée en LC-UV (0%) et la conformation étendastrpas observée en CIU (0%). Concernant le
VHH P.pastoris 38% de forme S-H est observé en LC-UV et le pentage de seconde espece en
CIU est évalué a 17%. Pour le VHH surexprimé chezoli, le pourcentage de forme S-H observeé en
LC-UV est 68% alors que le pourcentage de secosyiece évalué par CIU est de 39%. Bien que ces
ratios soient de maniere absolue différents eesa@éux approches, on peut clairement observer une
tendance a l'augmentation de la seconde conformabservée en CIU en fonction de 'augmentation

de la proportion de forme S-H observée en LC-UV.

b) d) 35V

20 7.2+0.1

S

Drift time (ms)
Drift time (ms)

7.5%0.1

0 0
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Collision Energy (V) Collision Energy (V) 9.0+0.1

c)
20 7.610.1
15 ”» 9.0£0.1
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Figure 22.Expériences CIU réalisées sur I'état de chargdes+VHHSs (a, synthése chimique Popastoriset
c, E.coli). Les distributions de temps d’arrivés a trap G5 V sont représentées en d (haut, synthése alnmiq

milieu, P.pastoris basE. col).

Afin de confirmer l'origine de cette seconde confation, le VHH anti-HER2 surexprimé chBz
pastorisa été réduit entierement (100 mM TCEP a 57°C petr@amin) puis I'expérience CIU a été
reproduite dans les mémes conditions (figure 23®xeé réduction totale du pont S-S, la seconde
espece est plus intense prouvant ainsi que cettmde conformation est due a I'absence du pont S-
S. Nous pouvons remarquer que la premiere confaymabrrespondant a I'état initial est également
présente montrant ainsi la présence d'un équililorormationnel. Cet équilibre peut expliquer la
sous-estimation de la proportion absolue de forrieed CIU. Outre la possibilité de différencier en
conditions natives la présence d’'une forme S-S'wtedforme SH, la CIU a permis de mettre en

lumiere le réle stabilisateur du pont S-S en plyazeuse.
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a) P. pastoris b) P. Pastoris aprés réduction totale
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Figure 23. Expériences CIU réalisées sur I'état de chargdw¥HH anti-HER2P. pastorisavant (a) et aprés

réduction totale (b).

4. Conclusions.
Ce travail a permis de mettre en évidence :
- L'expression du VHH dang. coligénére un VHH hétérogéne, a l'inverse de la swetlohimique
qui a permis d’obtenir un VHH tres homogene avepaomt S-S formé a 100%. pastorisa permis
d’exprimer un VHH d’hétérogénéité intermédiairerentes deux systemes et peut étre considére
comme un systéme viable pour I'expression de tgkst® car bien que son rendement soit inférieur a
celui dekE. colison colt reste tres en deca du colt de produttioméme VHH par synthese chimique.
- Les expériences de résonance plasmonique desijréalisées par Lucie Hartmann chez IMPRESS,
UMR7242, lllkirch) ont montré que la fixation de ¥#1H sur I'antigene de HER2 était identique
(Kp =2 nM) quel que ce soit le systéme de productidiséti
- Au niveau de la caractérisation par IM-MS, l'igi@tion de la CIU a permis de montrer clairement le
réle stabilisateur du pont disulfure sur la confation du VHH. Cette approche permet de différencier
la présence ou I'absence d’'un pont S-S en conditiatives et peut étre utilisée comme une technique

complémentaire a la LC-MS.

5. Valorisation.

L'étude présentée dans ce chapitre est actuelleemecdurs de rédaction.

141



CHAPITRE 3 : APPLICATION DE LA CIU A LA
CARACTERISATION D’UN ANTICORPS
IMMUNOCONJUGUE SITE SPECIFIQUE.

1. Contexte de I'étude.

Récemment, 'avénement de nouvelles stratégiesideiec de couplage comme l'insertion d’'acides
aminés non naturels dans la séquence du'P@bl utilisation d’enzymes spécifiqué®a permis le
développement d’ADCs appelés site spécifiques.dmbre et la localisation des drogues sont ainsi
mieux maitrisé8® en comparaison avec les ADCs de premiére géngtatfo® 5° L'utilisation d’une
enzyme, coexprimée avec I'anticorps a greffer, maagssant spécifiguement une séquence consensus
de 5 acides aminés contenant une cystéine, a étdedéomme une méthode appropriée pour la
conjugaison dirigée de cystéines sur la séquenge dhticorps préalablement modifiéeCette
enzyme permet de transformer uniquement la cyst@irgsente sur le motif consensus en

formylglycine sans réduction des ponts disulfurgsrichaines (figure 24).

Séquence consensus
reconnue par I’enzyme (FGE)
a) Sy
LCTPSR

/

SH H (o}
FGE
LUl W LT
" o H o
Cystéine Formylglycine (FGly)

.-LCTPSR
~ -
protein

expression
vector

b)

—_—

+ Coexpression

protein
Etape de
conjugaison

FGE
expression ) N . ,
vector Anticorps avec FGly Anticorps greffé

Figure 24. Représentation schématique de la reconnaissanikeeséguence consensus par 'enzyme (FGE :
FormylGlycine Enzymepour la conversion de la cystéine en formylglgcfa) puis le greffage de la drogue en

utilisant la fonction aldéhyde apportée (b), maiftl&°.
2. Objectifs de I'étude.

C’est dans ce contexte, que nous avons caracténm@dogenéité/hétérogénéité d’'un ADC site
spécifique, le CBW-03-106 et son mAb parent paraggsoches de MS native et IM-MS.
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Ce travail de caractérisation, a été initie avéquipe du Dr. Penelope Drake (Catalent Biologics,

Etats-Unis) et I'équipe du Dr. Alain Beck (Centrémanunologie Pierre-Fabre, France).

mAD Evaluation de I’hétérogénéité et
calcul du DAR moyen par MS
Dessalage en ligne native (Q-TOF)
(SEC)
o [
mAb Déglycosylation mAb .
Comparaison
ADC ADC Dessalage manuel . . L
Evaluation de I’hétérogéndéité et
mAb calcul du DAR moyen par HR-MS
native (Orbitrap)

VY

Calcul du DAR moyen par IM-MS
native et caractérisation par CIU
(0-IM-TOF)

Figure 25. Description duworfkflow analytique mis en ceuvre.

3. Résumé des résultats.

3.1. Caractérisation d'un ADC site spécifique et somAb parent par MS native.
L’ADC site spécifique a été caractérisé par SECih8Bve (Synapt G2, Q-TOF) et HR-MS native
(Exactive Plus EMR, Orbitrap) afin d’évaluer sortdnégeneéité (figure 26). Les spectres de masse
obtenus permettent de mettre en évidence la hamedenéité de 'ADC avec une proportion de D4
(mAb greffé avec 4 drogues) supérieure a 90 % (esasspérimentales : 152 773 + 1 Da en SEC-MS
native et 152 770 + 1 Da en HR-MS natix@masse théorique : 152 771 Da) et une proportidd3le
inférieure a 10 % (masses expérimentales 151 53®a en SEC-MS native et 151 552 + 3 \B3a
masse théorique : 151 553 Da). Les intensités réeswaur les différents états de charge observés ont
permis le calcul du DARav selon I'équation suivante

21%:0 kxintensity DARk
Zg:o intensity DARk

identiques par les deux approches 3,9 + 0,1 (SEGiMise) et 3,9 £ 0,1 (HR-MS native).

DARav =

avec k , le nombre de drogues fixées. DdRav ainsi calculés sont
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Figure 26. Caractérisation de I'ADC site spécifique par SEG-Mative (a, spectres de masse obtenus en
conditions natives ; b, zoom sur I'état de char§e 2c, histogramme représentant la proportion raguwk
fixée) et HR-MS native (d, spectres de masse obtenwconditions natives ; e, zoom sur I'état degha5+ ;
f, histogramme représentant la proportion de drdiyée). L’ADC site spécifique et I'anticorps patemt été

déglycosylés avant I'analyse.

3.2.Capaciteé de caractérisation et de quantificatindes espéces Dn associées a un ADC
site spécifique par native IM-MS.

Les travaux précédents du laborattiré ont montré la possibilité de calculer égalememntdmbre
moyen de drogues par IM-MS native en se basantesuintensités des ATDs mesurées pour les
espéeces Dn. Jai alors réalisé la méme approcHARE site-spécifique (figure 27). L'ATD de I'état
de charge 24+ D4 est détectée avec une intensit@®Q@® coups environ alors que 'ATD du méme
état de charge de I'espéce D3 n’est pas obserigs ¢galement le cas pour les autres états dgehar
données non montrées). Le DARav ainsi calculé @st de 4,0. Cette perte de sensibilité entre MS
native et IM-MS native a déja été décrite par Iesga et peut étre imputée a la présence des gaz

nécessaires pour la séparation IM-MS.
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Figure 27.Evaluation du DARav par IM-MS native. Les ATDs @spéces D4 et D3 (25+) sont respectivement

représentées en bleu et vert. L'ajustement gauss#isé sur ’ATD du D4 est représenté en rouge.

Ensuite, j'ai vérifié la séparation de I'espéce @I'ADC site spécifique avec son mAb parent par
IM-MS (figure 28). Ainsi, une différence de 0,8 et observée sur I'état de charge 24+ entre TADC
site spécifigue CBW-03-106 et son anticorps parsnit 0,2 ms pour chaque drogue fixée
correspondant a une augmentation en CCS de 0,15 nm?2

o a) CBW-03-106 c)

176 18.4

; tp(ms)

10 15 20 t (ms)
miz b) mAb ° d)
78.0
76.0
74.0

72.0

70.0

68.0

TWCCSy, (nm?)
<

66.0
23 24 25 26 27 28 29

Etat de charge (2)

Figure 28. Caractérisation conformationnelle de I'ADC siteéaifigue CBW-03-106 et de son mAb parent.

tp(ms)

L’homogénéité des échantillons est visible surelarésentationriftscope(a, ADC site spécifique CBW-03-
106 en rouge; b, mAb parent en bleu). SéparatislAd®s du mAb parent et de son ADC site spécifife
Evolution des CCS des deux espéces en fonctioiéide dle charge Z, en rouge les CCS de 'ADC dblen

les CCS du mAb. Les valeurs de CCS estimées a darta masse des deux especes sont représentisspar
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lignes (ligne supérieure : ADC, ligne inférieure b#) et ont été calculées a partir de I'équation 23835 x
(M)(2/3)57 (d)

3.3. Apport de la CIU pour la caractérisation confomationnelle d'un ADC site
spécifique et de son mAb parent.

Afin de caractériser le déploiement protéique de deux especes, des expériences CIU ont été
réalisées selon le méme protocole présenté entahdpiles cartes CIU ainsi obtenues permettent
d’observer une grande différence entre I'ADC spécifique et son mAb (CV>27 %, figure 29c).
Trois états conformationnels sont observés sutitarps parent (annotés état 0, état | et étéigliye
29a) contre 2 sur 'ADC site spécifique (annotex 6tet état I, figure 29b). Concernant I'anticorps
parent, la premiére transition de I'état O versakd a lieu entre 40 et 75 V puis I'état 1 « stisvi
jusqu’a une tension de 100 V ou son ATD commengélargir jusqu’a 150 V. Sur la gamme de trap
CV 150-200 V (figure 29d), un troisieme état confationnel plus étendu est observé (figure 29d),
cet état correspond a une augmentation de 3,3 1%@ES en comparaison avec |'état initial (état 0).
Concernant I'ADC site spécifique, I'état initialté O, figure 29b) a une ATD supérieure au mAb
d’environ 1 ms, cette différence peut étre du@agmentation de masse générée par la fixation des 4
drogues. Cet état conformationnel est progressiaedestructuré jusqu’a I'état | de trap CV 40 a 100
V puis reste stable jusqu’a 190 V. La differencedeS entre I'état | et I'état initial 0 est d’enmir
+2,6 %, traduisant ainsi une déstructuration mforte de ’ADC en comparaison avec le mAb parent
(3,3 %).
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Figure 29. Comparaison de la stabilité conformationnell€ABC site spécifique (b) et de son anticorps paren
(a) par CIU (état de charge 24+). La carte difféetle de 'ADC par le mAb est représentée en €c) rouge
I’ADC et en bleu le mAb. Les ATDs (24+) de 'ADCtsispécifique et de son mAb parent sont respecéném
représentées en rouge et bleu a différentes vadeursp CV en d.

4. Conclusions.
Ici, pour la premiere fois la mobilité ionique a mhi@ ses potentialités pour la caractérisation d’'un
anticorps site spécifiqgue et a permis d’évaluendtaentation de la CCS induite par la fixation des
drogues. D’autre part, 'approche CIU a permis datrer que I'anticorps site spécifique résiste mieu
a la déstructuration en phase gazeuse en compagiso son anticorps monoclonal parent, montrant

ainsi un effet stabilisateur de la fixation desgires®.

5. Valorisation.
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ABSTRACT

Antibody-drug conjugates (ADCs) have emerged as a family of compounds with promise as efficient
immunotherapies. First-generation ADCs were generated mostly via reactions on either lysine side-chain
amines or cysteine thiol groups after reduction of the interchain disulfide bonds, resulting in
heterogeneous populations with a variable number of drug loads per antibody. To control the position
and the number of drug loads, new conjugation strategies aiming at the generation of more
homogeneous site-specific conjugates have been developed. We report here the first multi-level
characterization of a site-specific ADC by state-of-the-art mass spectrometry (MS) methods, including
native MS and its hyphenation to ion mobility (IM-MS). We demonstrate the versatility of native MS
methodologies for site-specific ADC analysis, with the unique ability to provide several critical quality
attributes within one single run, along with a direct snapshot of ADC homogeneity/heterogeneity without
extensive data interpretation. The capabilities of native IM-MS to directly access site-specific ADC
conformational information are also highlighted. Finally, the potential of these techniques for assessing an
ADC's heterogeneity/homogeneity is illustrated by comparing the analytical characterization of a site-
specific DAR4 ADC to that of first-generation ADCs. Altogether, our results highlight the compatibility,
versatility, and benefits of native MS approaches for the analytical characterization of all types of ADCs,
including site-specific conjugates. Thus, we envision integrating native MS and IM-MS approaches, even in
their latest state-of-the-art forms, into workflows that benchmark bioconjugation strategies.

Abbreviations: mAb, monoclonal antibody; ADC, antibody-drug conjugate; IM-MS, ion mobility-mass spectrometry;
MS, mass spectrometry; DAR, drug-to-antibody ratio; fGly, formylglycine; FGE, formylglycine-generating enzyme;
TCEP, tris(2-carboxyethy1)phosphine; LG, light chain; HC, heavy chain; HPLC, high performance liquid chromatogra-
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Introduction

With advances in protein engineering technologies, monoclo-
nal antibodies (mAbs) and their derivatives have emerged as
the largest drug class in human therapeutics."” For oncology
therapy, however, first-generation mAbs are often inefficient or
encounter disease resistance. To overcome these limitations,
several families of armed antibodies have been developed,
among which antibody-drug conjugates (ADCs)’ have so far
proved the most successful, with 2 drugs currently on the mar-
ket (Adcetris® and Kadcyla®). Typically, ADCs are ~154 kDa
tripartite molecules comprising a recombinant mAb, which
specifically targets the cancer cell, attached to a highly cytotoxic
drug (payload) that inhibits cancer cell growth. The payload
and antibody are connected via a synthetic linker (cleavable or
non-cleavable) that covalently links the drug to the mAb.

ADCs in development target a wide range of cancers.*
Many of these new compounds have emerged from a better
understanding of structure-function relationships, which have
been achieved in large part thanks to state-of-the art mass
spectrometry (MS) methods,” as well as lessons learned from
pharmaceutical and clinical developments.®

ADC development directly benefits from the intense explo-
ration of new conjugation techniques.” For first-generation
ADCs, drug conjugation is most frequently achieved via reac-
tions on either lysine side-chain amines or cysteine thiol groups
after reduction of the interchain disulfide bonds.® These
approaches result in heterogeneous mixtures containing
average drug-to-antibody ratios (DARs) ranging from zero to
8, as illustrated by the 2 marketed ADCs (Adcetris® and
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Kadcyla®, cysteine- and lysine-conjugates, respectively). One
main concern with these first-generation ADCs stems from the
complexity of the randomly-conjugated product, because each
DAR species has the potential to exhibit different toxicities and
properties relating to the absorption, distribution, metabolism,
and excretion of the molecules.” Thus, second-generation tech-
nologies have moved toward producing more homogeneous
and monodisperse ADCs by using site-specific conjugation. A
number of site-specific bioconjugation strategies have been
reported.'®'" These include the addition of engineered cysteine
residues at specific sites without disruption of the interchain
disulfide bonds,"” the addition of engineered peptide tags
recognized by microbial transglutaminases to specifically
transamidate amine-containing drug linkers attached to gluta-
mine residues,''* the insertion of unnatural amino acids into
the primary sequence of mAbs to provide a chemical handle
for bioconjugation,'>'® and the development of new heterobi-
functional reagents that facilitate the production of more stable
ADCs."”'® To our knowledge, 8 of these next-generation ADCs
have reached the stage of clinical trials (phase 1 to 3)'? and
have shown an improved therapeutic index in preclinical toxi-
cology studies.”® Such site-specific conjugation technologies are
also used for antibody antibiotic conjugates,” bispecific
ADCs? and antibody dual drug conjugates.”

Here, we report the analytical characterization, using native
mass spectrometry approaches, of a site-specific DAR4 ADC
generated through aldehyde-specific bioconjugation (Fig. 1).**
*® Briefly, the formylglycine (fGly) amino acid residue is pro-
duced through the highly selective oxidation of a cysteine resi-
due found within a specific pentapeptide consensus sequence
by formylglycine-generating enzyme (FGE).*”*® The fGly-con-
taining protein is then further modified using aldehyde-specific
chemistries.”>*” ADCs generated using these methods possess
increased therapeutic indices and increased therapeutic
activities.' %74

The development and optimization of ADCs rely on
improving their analytical and bioanalytical characterization by
assessing several critical quality attributes, namely the distribu-
tion and position of the drug, the amount of naked antibody,
the average DAR, and the residual drug-linker and related
product proportions. A large number of orthogonal analytical
and bioanalytical methods, often based on state-of-the-art
chromatographic, electrophoretic, and mass spectrometric
techniques, are needed for the characterization of ADCs at
multiple levels (intact, middle and top).’

Although theoretically more homogeneous and thus amena-
ble to standard techniques for their analytical characterization,

o o
H HJ{ ,
N
XPXR
[~ i \
l jv coexpression ;\m
7/
 — _—
" o o
with FGE
H H

we perform here a thorough characterization of a site-specific
ADC and highlight the benefits of these still emergent
approaches for the direct assessment of their increased homo-
geneity. This represents the first report describing a straightfor-
ward middle-up analysis of a DAR4 site-specific ADC
(CBW-03-106) using tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP)
reduction. Next, we applied native MS and ion mobility MS for
full characterization of the ADC at the intact level under
non-denaturing conditions. Finally, the potential to highlight
an ADC’s heterogeneity/homogeneity was illustrated by
comparing the analytical characterization of a site-specific
DAR4 ADC to that of first-generation ADCs. Results obtained
for the site-specific ADC revealed a far more homogeneous
sample as compared with Adcetris® and Kadcyla®. Altogether,
our results highlight the compatibility, versatility, and benefits
of native MS approaches for the analytical characterization of
all types of ADCs, including site-specific conjugates.

Results

Middle-up LC-MS analysis of the DAR4 site-specific ADC,
CBW-03-106

As middle level analysis consisting of the analysis of large ADC
fragments (25-50 kDa) obtained by either reduction or enzy-
matic cleavage are amenable to routine HPLC-MS analysis, this
approach is often used as first line for ADC characterization in
our laboratory. We thus performed a middle level characteriza-
tion of intact CBW-03-106 using a classical tris(2-carboxye-
thyl)phosphine (TCEP) reduction procedure (Fig. 2). Three
peaks were observed corresponding to light chain (LC) and
heavy chain (HC) fragments. Peak A (234039 + 0.3 Da)
corresponds to the theoretical mass of the LC, while peak C
could be unambiguously attributed to the HC + 2 RED-106
linker/payload molecules (54092.7 &+ 1.2 Da). A minor peak
(Peak B) corresponding to HC + one RED-106 (52869.2 + 4.0
Da) was also detected. No signals corresponding to HC without
any ligated RED-106 could be detected from extracted ion
chromatograms. Middle-up analysis thus confirmed that the
bioconjugation was located on the HC and that no unconju-
gated HC was detected. Middle-up analysis of CBW-03-106
after TCEP reduction allowed the estimation of an average
DAR of 3.9 &+ 0.1. Of note, middle-up analysis of CBW-03-106
after immunoglobulin degrading enzyme from Streptococcus
pyogenes (IdeS) enzymatic digestion followed by TCEP reduc-
tion was also performed in parallel (Fig. S1) and enabled the
precise localization of each RED-106 molecule, one being

01 2 3 45 6 7 8

Number of drug load

Figure 1. Schematic overview of the bioconjugation strategy. A formylglycine (fGly) amino acid residue is produced through the highly selective oxidation of a cysteine
residue found within a specific pentapeptide consensus sequence by formylglycine-generating enzyme (FGE). The fGly-containing protein is then further modified using

aldehyde specific chemistries.
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Figure 2. Middle-up analysis of CBW-03-106. (a) UV chromatogram of TCEP-reduced CBW-03-106 (a). LC without drug load and HC fragments with one or 2 RED-106
bound molecules were observed. Theoretical and experimental masses of the GOF glycoform obtained by middle-up analyses of CBW-03-106 (b).

linked to the Fc/2 fragment and the other bound to the Fd frag-
ment, as expected according to the placement of the aldehyde
tags within the heavy chain antibody sequence. However, coe-
lution of Fc/2 and LC precluded facile data interpretation from
IdeS digestion for the studied ADC.

Altogether, middle-up analysis of the CBW-03-106 site-spe-
cific ADC revealed a highly homogeneous sample, with mostly
2 RED-106 molecules bound per HC. No signal corresponding
to unbound HC was detected, leading to an average DAR of 3.9
+ 0.1 in good agreement with HIC data (Fig. S2).

Intact top level MS characterization

As middle-up analysis always leads to indirect average DAR
determination that can be biased by peak integration, we next
aimed at performing a top-level characterization of the CBW-
03-106 site-specific ADC using denaturing and native MS.

Denaturing MS analysis of CBW-03-106

As covalent modifications are involved in CBW-03-106 forma-
tion, we first performed a classical HPLC-MS analysis in dena-
turing conditions.

In classical denaturing conditions (without previous reduc-
tion step, see Experimental Section), the most intense charge
envelope between m/z 1500 and 3500 (Fig. S3) corresponds to
intact CBW-03-106 ADC bearing 4 RED-106 molecules (152
767 £ 1 Da). No additional minor ion series corresponding to
DO0-D3 species could be detected. However, as already reported
for ADCs, MS data interpretation is not straightforward and is

hampered by the superimposition of the 2 broad charge state
distributions of DAR4 and DAR3 species. An average DAR of
4.0 could be deduced from the intact HPLC-MS analysis in
denaturing conditions.

Native MS analysis of CBW-03-106

We evaluated the versatility of native MS analysis for site-
specific ADC characterization, drug load profile determina-
tion, and average DAR assessment. First, we analyzed intact
deglycosylated CBW-03-106 by online size exclusion chro-
matography (SEC) hyphenated to native MS on a quadru-
pole-time-of-flight (Q-TOF) instrument (Fig. 3a). A main
ion series with charge states ranging from 25+ to 324 with
a measured mass of 152 773 4+ 1 Da was observed, in
agreement with the expected mass of the mAb with 4 con-
jugated drugs (expected mass 152 771 Da). A minor ion
series (less than 10% of total ion signals) corresponding to
the binding of 3 drugs was also detected (151 546 £ 3 Da,
Fig. 3b). No signals corresponding to either unconjugated
mAb or mAb bearing 1 or 2 drugs were observed. Next,
semi-quantitation based on peak intensities was performed,
leading to an average measured DAR of 3.9 £ 0.1 (Fig. 3¢),
which is in good agreement with values obtained previously.
Then, a second native MS analysis on a high resolution
orbitrap instrument was performed (Fig. 3d-f). As already
described, better mass accuracies (—7 ppm instead of +13
ppm) were obtained on the high resolution orbitrap instru-
ment as compared with the Q-TOF. No additional ion
series except D3 and D4 could be detected with high
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Figure 3. Native mass spectrometry analysis of deglycosylated CBW-03-106. Full scan ESI mass spectra on the m/z range [4 500 — 7 500] of deglycosylated CBW-03-106 in
native conditions obtained either on a Q-TOF (a-c) or an orbitrap (d-f) instrument. Zoom on the most intense charge states showing drug load profiles (b,e). Native MS
derived drug load profile and subsequent average DAR (c,f): relative intensities of each drug load as a function of the number of drugs loaded onto the mAb. *: non-iden-

tified impurity; *: loss of one fucose (—146 Da) and **: glycation (+162 Da).

resolution native MS. In agreement with the data obtained
on the Q-TOF instrument, the average DAR value calcu-
lated on the high resolution orbitrap instrument for degly-
cosylated CBW-03-106 was 3.9 £ 0.1. Native MS enables
easy detection of drug binding stoichiometry and drug load
homogeneity, providing an instantaneous snapshot of the
drug-load distribution. In addition, CBW-03-106 was also
analyzed without deglycosylation. When high resolution
native MS was performed on this sample (Fig. S4), each
drug load, and all glycoforms, were baseline resolved. More
accurate average DAR values were thus obtained from high
resolution native mass spectra.

Altogether, our results illustrate that native MS affords bet-
ter resolution of superimposed glycosylation and conjugation
heterogeneities of site-specific ADCs within a single run. The
improved mass accuracy capabilities of high resolution native
MS are of utmost importance for the characterization of all
types of conjugated ADCs, including site-specific ADCs

(Fig. 4).

Intact top level native IM-MS characterization

We described previously the use of emergent IM-MS for
characterization of cysteine- and lysine-ADC conformational
heterogeneity.”"**> Here, we present a global native IM-MS con-
formational characterization of a deglycosylated DAR4 site-
specific ADC and its unconjugated mAb counterpart.

Global IM-MS conformational characterization of CBW-03-
106 and the parental mAb

A comparison of the IM-MS plots obtained for deglycosylated
DAR4 site-specific CBW-03-106 (Fig. 5a) and unconjugated
mADb (Fig. 5b) shows that IM-MS provided a direct picture of
DARA4 site-specific ADC homogeneity. Unlike for cysteine- or
lysine- reference conjugates (Fig. 4), one unique population,
corresponding to the binding of 4 drug loads (DAR4) was
clearly observed for the most intense charge states (244 to
28+; Fig. 5a).

Overlaid extracted arrival time distributions (ATDs) of the
24+ charge state of the deglycosylated DAR4 site-specific ADC
and its corresponding unconjugated mAb are depicted in
Fig. 5c. When comparing the deglycosylated DAR4 site-specific
ADC and the unconjugated mAb, the ATDs are resolved at
58% of the valley for the 24+ charge state with the ion mobility
(IM) cell resolution used here (~18). All ATDs were symmetric
and significantly different IM drift times were measured for
CBW-03-106 and for its unconjugated mAb (Fig. 5¢, Table 1).
A reproducible and constant difference in IM drift times of 0.8
+ 0.1 ms was observed for the addition of 4 drugs for the 24+
charge state, corresponding to 0.2 = 0.1 ms per drug load of
1217 Da.

Corresponding TWCCSy, values were calculated for all the
charge states of the DAR4 site-specific ADC and for the uncon-
jugated mAb (Fig. 5d and Table 1) and compared with already
published ones. "WCCSy; values ranging from 68.8 to 75.8 nm*
and from 69.4 to 76.7 nm” were obtained for the unconjugated
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Figure 4. Native MS and IM-MS for benchmarking bioconjugation strategies. (a-c) Deconvoluted native mass spectra from the Orbitrap showing drug load profiles (left
panels) and native IM-MS plots of m/z vs. drift time from the Q-TOF instrument for brentuximab vedotin (a), trastuzumab emtansine (b) and CBW-03-106 DAR4 site-spe-

cific ADC (c).

mAb and the DAR4 ADC, respectively. Measured T™WCCSh,
values and corresponding A™CCSy;, were in agreement with
both predicted collision cross-section (CCS) from mAbs
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Figure 5. Native IM-MS analysis of deglycosylated CBW-03-106 and its parental mAb form. Plots of m/z vs. drift time for CBW-03-106 (a) and mAb (b). Extracted ATDs cor-
responding to the 24+ charge state of the parental mAb (blue) and CBW-03-106 (red) at a trap collision voltage of 4 V (c). Measured ™WCCSy, (nm?) of the parental mAb
(blue diamonds) and CBW-03-106 (red diamonds) as a function of ESI charge state (d).
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Table 1. IM drift times and ™WCCSy, values obtained for the 24+ charge states of
deglycosylated site-specific CBW-03-106 ADC and its unconjugated mAb form.

mAb CBW-03-106
IM drift time (ms) 17.6 £ 0.1 184 £0.12
A(IM drift time)® (ms) - 0.8
CCS from IM-MS (nm?) 68.8 + 0.1 69.4 + 0.1
ACCS® (nm?) - 0.6
Predicted CCS® (nm?) 68.1 69.6
Predicted ACCS® (nm?) - 1.5
Average DAR from IM-MS 0 4.0°

“Uncertainty values represent the variability as a result of repeat injections (n = 3).

PA(IM drift times) and ACCS values represent differences between D4 ADC and
unconjugated parental mAb.

CCS were predicted considering ADCs as spherical protein through the equation >
CCS = 2435 x M*3,

nm’ for the 24+ charge state) correlated well with the one
reported for the reference cysteine ADC (69.5 £ 0.1 nm* for
the 24+ charge state). The agreement between mass-predicted
and IM-MS-measured CCSs also strongly argues for a mass
increase effect rather than slight conformational changes
induced upon drug binding. Similar to IM drift time variations,
the addition of 4 drugs induced a slight but constant and repro-
ducible ™WCCSy;, variation of 0.6 nm* observed on all charge
states (Table 1, Fig. 5d). Slightly larger A" CCSy.s between
DARO and DAR4 species were reported for brentuximab vedo-
tin (1.5 nm” for 4 drugs of 1317 Da each) and ado-trastuzumab
emtansine (1.2 nm” for 4 drugs of 958 Da each), which could
be a first hint of increased conformational heterogeneity within
the preparations of those molecules.

Average DAR determination by IM-MS

As already performed on lysine- and cysteine conjugates,
we used IM-MS data for average DAR determination of CBW-
03-106. The intensities of the drift peaks extracted for each
charge state were plotted across the series for DARO-DAR4
drug binding stoichiometries, and a Gaussian curve was fitted
to the resulting distribution (Fig. S5). The relative intensity of
these ATDs indicates the relative abundance of each species. As
only ATDs for DAR4 were detected (Fig. S5), an average DAR
of 4.0 could be deduced from IM-MS data (Table 1), in good
agreement with the expected value obtained from other MS
approaches.

31,32

CIU experiments of CBW-03-106 and the parental mAb

We next performed collision induced unfolding (CIU) experi-
ments to compare the gas-phase conformational stability of
CBW-03-106 and parental mAb. CIU experiments consist of
gas-phase collisional activation of the ions in the trap T-Wave
of the instrument before IM separation. CIU experiments have
already been reported for the rapid analysis of antibody struc-
ture and chemical modifications.’® Here, a comparison of the
CIU patterns of CBW-03-106 ADC with those of the parental
mADb allowed for an investigation into the effect of conjugation
on mAb gas-phase stability.

First, we analyzed CIU data acquired for CBW-03-106 and
parental mAb to highlight differences in the CIU fingerprints.
As shown in Fig. 6a-b, the 24+ intact antibody ions for paren-
tal mAb and CBW-03-106 exhibited different low energy IM
migration times (17.6 and 18.6 ms, respectively), and possessed

significantly different CIU fingerprints, as highlighted by the
high root-mean-square deviation value shown in the CIU dif-
ference plot (Fig. 6¢).

Three main CIU features were observed for the unconju-
gated mAb (Fig. 6a), while CBW-03-106 only displayed 2 states
(Fig. 6b) over the collision voltage range 0-200 V.

For unconjugated mAb, the first transition from the most
compact initial state 0 (Fig. 6a and 6d) to the first unfolded
state I happens between 40 and 75 V, the unfolded state I being
then stable over the 75-100 V Trap CE range. When collision
energies increased from trap CE 100 V to 140 V, ATDs became
broader. At 150 V, the ATD of the 24+ charge state of parental
mAb presented a double distribution corresponding to the
coexistence of at least 2 conformational families (Fig. 6d) that
could be observed throughout the trap CE 150-190 V range,
highlighting a second transition between trap CE 140 and
150 V from unfolded state I to the final unfolded state II. The
IM drift time related to the most unfolded species was 20.7 ms
(Fig. 6d), which corresponded to a total CCS increase of 3.3%
as compared with the initial state 0.

For CBW-03-106, the initial most compact state had an IM
migration time of 18.6 ms (Fig. 6b), which is ~ 1 ms on average
longer than parental mAb IM drift time (Fig. 6c). These
differences could be attributed to the mass increase due to drug
conjugation, as already concluded from CCS calculations. This
conformational family started progressively and continuously
unfolding from 40 V to 100 V, leading to the unfolded state I at
21.0 ms (Fig. 6¢). By contrast to the parental mAb, the ADC
unfolded state I was then stable over the 100-190 V range
(Fig. 6b). The drift time variation observed during this transi-
tion implies a relative CCS variation of 2.6%.

Altogether, CIU results highlight that conjugation seems to
stabilize the mAb structure for the following reasons: i) even if
the DAR4 ADC begins unfolding from state 0 to state I at simi-
lar trap CE voltage (40 V), the unfolding process is distributed
over a broader trap CE range (40-100V) compared with the
parent mADb (40-75 V), which is favor of a global stabilization
effect of the mAb conformation upon conjugation; and ii) the
site-specific ADC 1is less prone to unfolding events (fewer
unfolding intermediates) than its unconjugated counterpart
mAb. Taken together and noting the high structural and
sequence identity (same number of interchain disulfide bonds
and same amino acid sequence) between the CBW-03-106 and
parental mAb, the data presented here strongly support the
hypothesis that drug conjugation stabilizes mAb conformation.

Discussion

We report here the first multi-level characterization of a
new generation of site-specific antibodies by state-of-the-art
MS methods. A combination of HPLC-MS methods and
non-denaturing MS approaches were used to provide a
comprehensive characterization of a site-specific ADC at
both intact and middle levels. Middle level analysis, which
is now the first line strategy used in most laboratories for
mAb and ADC analytical characterization, revealed a highly
homogeneous sample in terms of drug load, with mainly
DAR4 detected and low amounts of DAR3. Of note, for
this type of ADC, the classical reduction strategy that
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Figure 6. CIU experiments performed on deglycosylated CBW-03-106 site-specific ADC and its unconjugated mAb form. CIU fingerprints of the 24+ charge state for the
unconjugated mAb (a) and the site-specific ADC, CBW-03-106 (b). CIU difference plot between CBW-03-106 and unconjugated mAb (c). Extracted arrival time distribu-
tions (ATD) of the unconjugated mAb (blue) and CBW-03-106 (red) at different trap collision voltages (d).

results in LC and HC fragments was more appropriate than
the IdeS strategy, which led to the coelution of LC and Fc
fragments. Native MS was next applied to site-specific ADC
characterization leading to a direct observation of the drug
load profile compared with the middle-up indirect
approach. Native MS is now easily amenable to high
throughput through its hyphenation to SEC chromatogra-
phy for rapid and efficient buffer exchange. Thus, we
believe that SEC-native MS will more and more challenge
classical HPLC-MS techniques. Finally, extensive conforma-
tional characterization by IM-MS of our site-specific ADC
enabled detection of different drift times for unconjugated
and conjugated ADC. Again, average DAR values along
with drug load distributions could be achieved.

We demonstrate here the capabilities of native IM-MS to
directly access site-specific ADC conformational information
through the measurement of IM drift times, CCS calculations
and CIU fingerprints. However, as the site-specific ADC and its
unconjugated mAb version exhibited similar intact CCS, it was
hard to distinguish between a mass effect and a real conforma-
tional change induced upon drug conjugation. We demonstrate
here for the first time the capabilities of CIU in the context of
intact ADC analysis. CIU allows one to circumvent the lack of
IM resolution through the establishment of unfolding patterns.
We demonstrate here the ability of CIU to differentiate a site-
specific ADC from its parental unconjugated mAb along with
increase in ADC stability toward unfolding as compared with
the unconjugated mAb. This could be concluded from the CIU
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landscapes of the ADC presenting fewer numbers of unfolding
states than the unconjugated mAb, along with broader
unfolding transitions for the ADC than for its mAb counter-
part. Thus, we envision the use of CIU protocols to optimize
conjugation strategies for next-generation ADC development,
accompanied by a fast assessment of ADC gas phase stability.

Our group has already reported the in-depth characteriza-
tion of first-generation heterogeneous lysine- or cysteine-con-
jugated ADCs.>*"***® Here, we demonstrate the versatility of
native MS methodologies (native MS and IM-MS) for site-spe-
cific ADC analysis. These methodologies present the advan-
tages of providing a direct snapshot of ADC homogeneity/
heterogeneity without extensive data interpretation. As an illus-
tration, Fig. 4 shows native MS and IM-MS data obtained for
brentuximab vedotin (Adcetris®, the reference cysteine conju-
gate), ado-trastuzumab emtansine (Kadcyla®, the reference
lysine-ADC), and the CBW-03-106 site-specific ADC. At a
glance, the increased homogeneity of the site-specific ADC is
obvious from either native mass spectra or IM-MS plots. Some
of the most important quality attributes, including the
presence/amount of unconjugated mAb, the drug load profile,
the average DAR, and even payload degradation/modification
can be assessed within a few minutes from one single SEC-
native MS run. Thus, we believe that native MS and its hyphen-
ation to ion mobility are ready to serve for the benchmarking
of conjugation strategies, for the evaluation of drug binding
heterogeneity, and for the fast conformational characterization
of ADCs. We envision integrating native MS and IM-MS
approaches even in their latest state-of-the-art forms (like CIU,
or SEC-native IM-MS) to evaluate bioconjugation strategies.

Materials and methods
Chemicals

All chemicals were purchased from Sigma-Aldrich: ammonium
acetate (A1542), cesium iodide (21004), 2-propanol (19516),
sodium phosphate dibasic (§7907), sodium chloride (S7653),
guanidine hydrochloride (G4505), TCEP hydrochloride
(C4706), trifluoroacetic acid (TFA; 74564) and HPLC-grade
acetonitrile (34851). IgGZERO (A0-IZ1-010) and IdeS (AO-
FR1-008) enzymes were obtained from Genovis. All the aque-
ous solutions were prepared using an ultra-pure water system
(Sartorius, Gottingen, Germany).

Middle level UHPLC-MS analysis
Middle level analysis

CBW-03-106 ADC reduction. Thirty ug of ADC in 50 mM
Na,HPO, and 150 mM NaCl at pH 6.6 were denatured by the
addition of 5 M guanidine hydrochloride. The reduction was
then performed using 56 mM of TCEP-HCI for 60 minutes at
57 °C. Finally, the reaction was quenched by adding 1% TFA.

Liquid chromatography coupled to mass spectrometry.
UHPLC-MS analysis was performed using an Acquity H-class
(Waters, Manchester, UK) coupled to the Synapt G2 high
definition (HD) MS (Waters, Manchester, UK). A volume

equivalent to 9 g of mAb in sample preparation was injected
on a PLRP-S column (2.1 x 150 mm, 8 xwm, 1000 A from Agi-
lent, Waldbronn, Germany) set at 80 °C. The gradient was gen-
erated at a flow rate of 250 pL/min using water containing
0.1% TFA for mobile phase A and acetonitrile containing
0.08% TFA for mobile phase B. The latter was raised from 10
to 30% over 8 minutes, 30 to 34% over 12 minutes, and 34 to
50% over 20 minutes, followed by a 3 minute washing step at
90% B and a 12 minute re-equilibration period. The Synapt G2
HDMS was operated in positive mode with a capillary voltage
of 3.2 kV. Acquisitions were performed in the mass range of
500-5000 m/z with a 1-s scan time. Signal acquisition was real-
ized by UV absorbance measurement at 214 nm. Calibration
was performed using the singly charged ions produced by a
tuning mix. MS data interpretations were performed using
Mass Lynx V4.1 (Waters, Manchester, UK).

Intact mass analysis

Deglycosylation. The deglycosylation was performed by incu-
bating for 30 min at 37 °C one unit of IgGZERO per micro-
gram of mAb and ADC.

Buffer exchange. Prior to native MS and IM-MS experiments,
mAb and ADC were desalted against a 150 mM ammonium
acetate solution at pH 6.9 using 6 cycles of concentration/dilu-
tion using a microconcentrator (Vivaspin, 10-kp, cutoff, Sarto-
rius, Gottingen, Germany). Protein concentration was
determined by UV absorbance using a NanoDrop spectropho-
tometer (Thermo Fisher Scientific, France).

Native MS analysis. High resolution native MS (native-
HRMS) of intact mAb and ADC were performed on an Orbi-
trap Exactive Plus EMR (Thermo Fisher Scientific, Bremen,
Germany) mass spectrometer coupled to an automated chip-
based nanoelectrospray device (Triversa Nanomate, Advion
Bioscience, Ithaca, USA) operating in the positive ion mode.
The capillary voltage was set at 1.86 kV and nitrogen nanoflow
at 0.15 psi for the Orbitrap. The in-source collision-induced
dissociation and the higher-energy collisional dissociation cells
were set to 200 eV and 50 eV, respectively. The trapping gas
pressure was set to 3 a.u. (which corresponds to an Ultra High
Vacuum of ~4.10~'° mbar). To improve the transmission of
the high mass species, the voltages on the injection-, inter-, and
bent- flatapoles were fixed to 8, 7, and 6 V, respectively. Sam-
ples were diluted in 150 mM NH,OAc at pH 6.9 and infused at
10 puM. External calibration was performed using singly
charged ions produced by a 2 g/L solution of cesium iodide in
2-propanol/water (50/50 v/v). Orbitrap MS data interpretation
was performed using Protein Deconvolution 4.0 available on
BioPharmaFinder 1.0 SP1 (Thermo Fisher Scientific, Bremen,
Germany). The parameters of the software were optimized for
each spectrum.

Size exclusion chromatography coupled to native mass
spectrometry. An ACQUITY UPLC H-class system (Waters,
Manchester, UK) comprising a quaternary solvent manager, a
sample manager operating at 10 °C, a column oven maintained
at 50 °C and a TUV detector operating at 280 nm and 214 nm



hyphenated to a Synapt G2 HDMS mass spectrometer (Waters,
Manchester, UK) was used for the online buffer exchange and
intact mass measurement. 51 ug of glycosylated CBW-03-106
and 45 ug of its deglycosylated version were loaded on the
ACQUITY UPLC Protein BEH SEC column (2.1 x 150 mm,
1.7 jum particle size, 200 A pore size from Waters, Manchester,
UK) using an isocratic elution of 100 mM NH,OAc (pH 6.8) at
a flow rate of 0.25 mL/min over 4.1 min. Then, the flow rate
was decreased to 0.10 mL/min over 55 min and finally
increased by 0.25 mL/min over 2.4 min. The Synapt G2 HDMS
was operated in positive mode with a capillary voltage of
3.0 kV. Acquisitions were performed in the m/z range of 1000-
8000 with a 1.5 s scan time. External calibration was performed
using singly charged ions produced by a 2 g/L solution of
cesium iodide in 2-propanol/water (50/50 v/v). MS data inter-
pretations were performed using Mass Lynx V4.1 (Waters,
Manchester, UK).

Average DAR calculation

Average DAR values were calculated by using Equation 1. For
native MS, these results were derived from the relative peak
intensities measured from deconvoluted mass spectra. For mid-
dle level analysis, these results were based on the area of each
peak corresponding to the drug loaded fragments obtained on
the UV chromatogram.

k*intensity DARk>
0

8
E . 0intensity DARk

DAR = (1)

lon mobility mass spectrometry

Ion mobility experiments were performed on a TWIMS-MS
Synapt G2 instrument (Waters, Manchester, UK). The
instrument was carefully tuned to achieve a good trade-off
between ion separation and TWIMS resolution. Low accel-
erating voltages were used, especially before IM separation,
to guide the ions through the mobility cell to the TOF ana-
lyzer without ion activation. The backing pressure of the Z-
spray source was 6.0 mbar, and the sampling cone was
operated at 80 V. The argon flow rate in the traveling-
wave-based ion trap was 5 mL/min, and the trap collision
energy was set at 4 V. Prior to IM separation, ions were
thermalized in the helium cell (130 mL/min). Ion separation
was performed in the pressurized ion mobility cell using a
constant N, flow rate of 45 mL/min. The IM wave height
and velocity were 40 V and 923 m/s, respectively. Transfer
collision energy was fixed to 2 V to extract the ions from
the IM cell to the TOF analyzer. IM data were calibrated to
perform CCS calculations using the most intense charge
states of 3 external calibrants (concanavaline A, pyruvate
kinase, and alcohol dehydrogenase) in non-denaturing con-
ditions as described elsewhere.’’?**” IM-MS experiments
were performed in triplicate under identical conditions.
Drug-to-antibody ratio calculations were also performed
from ion mobility data. ATDs corresponding to each charge
state were fitted on a Gaussian profile. The delimited areas
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were quantified and used to calculate average DAR from
Equation 1.

Collision induced unfolding experiments

ATDs were recorded by progressively increasing the trap colli-
sion energy in the traveling-wave-based ion trap before the IM
cell. All the ions were accelerated into the ion trap without any
previous selection; however, only ion mobility data correspond-
ing to the 24+ charge state were compiled to create the CIU
fingerprint. The trap collision energy was ramped from 0 to
200 V using an energy interval of 5 V. This voltage interval cor-
responds to the best trade-off between CIU fingerprint resolu-
tion and acquisition time.

ClU fingerprint data

2D CIU fingerprint plots were analyzed using the open source
CIUSuite software, especially the CIUSuite_stats and CIUSui-
te_compare modules.’® Briefly, these modules allow for drift
time data extraction at each trap CE collision voltage. Ion
intensities were normalized to a maximum value of 1 and the
ATDs were smoothed using a Savitzky-Golay filter with a win-
dow length of 3 and polynomial order of 2. The individual IM
data were gathered to create the CIU data shown. Drift time
(ms) is shown in the size axis versus trap collision energy (V)
in the x-axis. The relative intensities of the ATD distributions
are denoted by a color-coded axis. CIU fingerprint plots and
standard deviations were generated for multiple replicates using
CIUSuite_stats function to quantify the reproducibility of the
experiment. Comparison of 2 different CIU fingerprint plots
was achieved using the CIUSuite_compare module.
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CHAPITRE 4 : APPLICATION DE LA CIU A UN ANTICORPS
MONOCLONAL THERAPEUTIQUE HYBRIDE :
ECULIZUMAB.

1. Contexte de I'étude.
L’isotype d’'un anticorps monoclonal est une canasti§ue structurale importante a identifier loesd
phases de développement. En effet, I'isotype peaduter la spécificite, I'affinite, la fonction ea |
pharmacocinétique du mAb°3: par exemple, les IgG1 sont connues pour possédehaute affinité
avec leur cible et les IgG3 sont peu utilisées cemagents thérapeutiques a cause d’'un temps de demi
vie plus court comparé aux autres isotyfiesfin d’allier les avantages de deux isotypes,al@&corps
monoclonaux hybrides ont été développés. L'eculaifigure parmi ces anticorps hybrides car il est
composé d’une architecture provenant d’'une IgG2dawne région charniére composée de 4 ponts
disulfures) et d’'une région Fc avec des acides émamilaires a une 1gG4. Il cible la protéine du
complément C5 qui est une protéine impliqguée dansyisttme immunitaiteé Cet anticorps
monoclonal thérapeutique a obtenu une autorisal@mise sur le marché (AMM) de UAS. Food
and Drug Administration en 2007 pour le traitement des patients atteifitg@naoglobinurie
paroxystique nocturne (HPf) Son utilisation a ensuite été étendue au traiérde syndrome
hémolytique et urémique atypique (SH&/&@n 2011 sous le nom commercial Soliris®. Il peraest
lutter contre la suractivation de la protéine dmpt&ment responsable du syndrome S¥Ua

eculizumab
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Figure 30. Représentation schématique du mécanisme d’acteculzumab. Eculizumab se fixe sur la
protéine du complément C5 empéchant sa conversiole gomplexe C3bBbC3b en protéines C5a et C5b. La
protéine C5b fait partie intégrante du complexdtdtpue membranaire (MAC) et peut engendrer en eas d

surexpression, comme dans le cas du SHUa, unédykecellule par le MAC, adaptée’tie
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2. Objectifs de I'étude.

Suite a la description récente (20¥5)le la possibilité de déterminer I'isotype d’un iemtps
monoclonal a partir d’'empreintes ClU, nous avonghadé évaluer cette approche sur I'eculizumab.
En effet, cet anticorps monoclonal thérapeutiguedésrit comme hybride entre 1gG2 et IgG4 et
constitue un cas d’étude idéal pour mettre a l'épeecette approche. Dans un premier temps, trois
IgG références utilisées comme agents thérapeustigoe été soumises aux expériences CIU pour
vérifier la différenciation de lisotype par cettgproche : I'adalimumab (IgG1l), le panitumumab
(IgG2) et le natalizumab (IgG4). La référence Ig&dalimumab (Humira®, AbbVie) est une protéine
dirigée contre de la protéine TNFsurexprimée chez les personnes atteintes deléalimale Crohf?.
Panitumumab a été autorisé par la FDA en 2007 leduaitement du cancer coloreétadous le nom

de Vectibix® et natalizumab a été autorisé en 3084 le traitement de la sclérose en pladuessla
maladie de Croh sous le nom commercial de Tysabri®.

Ces travaux ont été réalisés en collaboration Bgquipe du Dr. Alain Beck (IRPF, Saint-Julien en
Genevois).

Les objectifs de ce travail ont été :
» d'évaluer la capacité de différenciation de I'iqm#yd’un anticorps par IM-MS native et CIU a
I'échelle intacte.
» d'évaluer la capacité de différenciation de I'iqmayd’un anticorps par IM-MS native et CIU a
I'échelle middle.

» d'appliquer cette méthodologie a I'anticorps hybratulizumab.

3. Résumeé des résultats.

3.1. Evaluation de I'approche CIU & I'échelle intate pour la différenciation de I'isotype
d’anticorps.

A I'échelle intacte, les CCS des trois anticorpsélérence sont relativement proches (<0,5 nm2) pou
de faibles états de charge (figure 31). Pour I'émtcharge 21+, adalimumab, panitumumab et
natalizumab présentent respectivement une CCS,8et8Y,1 nm?, 68,0 + 0,1 nm2 et 68,3 = 0,1 nm=.
En revanche pour des états de charge plus élewdse I'état de charge 25+, deux groupes peuvent
étre distingués : un premier groupe composé dametiab et natalizumab respectivement IgG1 et
lgG4 avec une CCS de 75,0 £ 0,1 nm2 et 75,2 + M&Aat un second groupe composé de la référence
lgG2, panitumumab, avec une CCS de 76,3 + 0,1 Amai les CCS de I'lgG1 et de I'lgG4 sont peu
différentes (<0,5 nm?2) quel que soit I'état de gearen revanche les CCS de I'lgG2 different (>0,5
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nm2) des autres IgGs pour les états de charge 225+e Ces résultats obtenus en IM-MS native ne

permettent pas de différencier les trois types@dgt sont en accord les travaux du Dr. Ruétolo

N

80
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Figure 31. Caractérisation conformationnelle des anticorpacis par IM-MS native. Les mesureCCS,

des différents anticorps référénces sont présertéémction de I'état de charge (a). Les CCS ewxmhtales
d’'adalimumab (référence IgG1l), panitumumab (réféeemgG2) et natalizumab (référence IgG4) sont
respectivement représentées en vert, orange et bdewaleur moyenne et I'écart-type des mesure$ son
présentés en b. Les valeurs de CCS estimées adalidi masse des anticorps sont annotées avesténsque

et ont été calculées a partir de I'équation CCR32x (M)2357,

J'ai ensuite réalisé la caractérisation CIU dearggcorps (figure 32). Chaque carte CIU présente un
nombre de transitions identiques (deux dont lee@sgpconformationnelles ont été annotées I, Il et |
de I'état initial vers I'état le plus déplié) comement au travail cité précédemni@iitravail réalisé

sur des IgGs modeéles). Cependant les énergiessadressa ces transitions semblent différentes pour
chaque IgG. Les deux transitions ont respectiveriemnt 52 V, 38 V et 43 V (premiere transition, |-

II) et 187 V, 168 V et 147 V (seconde transitidrlll) pour I'lgG1, I'lgG2 et I'lgG4.
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Figure 32.Caractérisation des anticorps intacts par CIU @itaharge 22+). Les cartes CIU représentées, (haut
cartes a fond bleu) correspondent a la carte Clyemoe obtenue pour chagque anticorps a partir plctia
analytiques de 0 a 200 V par pas de 5 V généré@zs@NJsuite 2. Les cartes CIU a fond gris appetéetes

de stabilité sont générées a partir des cartes idyennes afin de déterminer la tension nécessaiie p

observer 50% du second état conformationnel deuehtrgnsition appelée CIU50.

3.2. Evaluation de I'approche CIU a I'échelle midd® pour la différenciation de l'isotype

d’anticorps.

Afin d’améliorer potentiellement la différenciatiates IgGs grace aux mesures de CCS, jai réalisé
une digestion 1de® (immunoglobulin-degrading enzyme of Streptococcus pyogenes) des anticorps
afin de séparer la région F(abéX la région Fc. Pour I'état de charge 20+ (figd8g les CCS mesurées
sur les régions F(ak’sont respectivement de 59,6 + 0,1 nm?, 60,7 #nfhd et 59,6 + 0,1 nm?2 pour
les références IgG1, 1gG2 et IgG4. A nouveau, I8@E€ la référence IgG2 semble plus étendue que
celles des deux autres d’'lgGs. La similarité ob&ersntre IgG1 et IgG4 peut étre due a leur méme
nombre de ponts disulfures sur la région charnigieie dans la région (Fab.)Concernant la région
Fc, les CCS observées pour I'état de charge 12tHdemtiques quel que soit l'isotype de I'anticorps
avec respectivement 33,1 + 0,1 nm?, 33,2 + 0,1amd%33,1 + 0,1 nm? pour les références IgG1, 1gG2
et IgG4. Ces résultats permettent de mettre eredea que les régions Fc ont des conformations
identiques en IM-MS native quel que soit l'isotyge I'anticorps et qu'ainsi elles ne permettent pas

leur différenciation.
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Figure 33. Caractérisation conformationnelle des régions & des régions Fc par IM-MS native. Les

mesuresWCCS.. des différents anticorps références sont présemédonction de I'état de charge pour la
région F(ab’) (a) et la région Fc (b). Les CCS expérimentalesi@imumab (référence IgG1), panitumumab
(référence 1gG2) et natalizumab (référence IgG#} sespectivement représentées en vert, orandetetlia
valeur moyenne et I'écart-type des mesures soseptés en c. Les valeurs de CCS estimées a paltintasse

des deux régions sont annotées avec une astégsaumt eté calculées a partir de I'équation CCSI32 x

(M) (213)57

J'ai ensuite réalisé la caractérisation ClU desrégF(ab’} et des régions Fc afin d’évaluer la capacité
de différenciation de cette approche a I'échellddi@. Pour la région (Fah;)les cartes CIU sont tres
différentes (figure 34a-c) contrairement a I'échalitacte. Un plus grand nombre de transitions est
observé pour les références IgGl et IgG4 en consoaraavec la référence 1gG2. Cette forte
stabilisation de I'lgG2 en phase gazeuse peut piowde la présence de deux ponts disulfures

additionnels sur la région charniere. Pour la nédio, les cartes CIU sont hautement similaires quel

gue soit I'isotype de l'anticorps.
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Figure 34.Caractérisation CIU des régions (Fal8tat de charge 21+) et des régions Fc (état ageti2+).
Les cartes CIU représentées correspondent a la €4t moyenne obtenue pour chaque région et chaque
anticorps. Ces cartes ont été obtenues a partiplieata analytiques de 0 & 200 V par pas de geMérées

avec ClUsuite 2.

Afin de finement décrire les transitions observ@asultilisé le logiciel ClUsuite2 afin d’extraire les
valeurs de tensions nécessaires pour la transigoohaque état conformationnel pour les régions
F(ab’):. (figure 35a-c) et pour les régions Fc (figure 3pd-es valeurs CIU50 des transitions peuvent
ainsi étre déterminées. Concernant les régions)k(aour I'lgG4 (natalizumab), les 5 transitions
reliant les 6 états conformationnels observesdétectées. En revanche, les transitions de I'lgiht s
mal détectées par le logiciel. En effet, seuleasitions a 24 V, 67 V et 124 V reliant respectieat

les états conformationnels I-11, 1I-11I et lll-IVant détectées contre 6 états visualisés (les\étatd/|

étant probablement trop faibles pour étre détectdmme deux espéces conformationnelles
différentes). Concernant I'lgG2 les trois étatsfoomationnels présents sont bien détectés avec des
tensions CIU50 de 18 V (I-11) et 38 V (lI-1II).

Concernant les régions Fc, les 4 états conformagigrprésents sur chaque carte sont détectés par le
logiciel. Les valeurs de CIU50 ainsi déterminéesrattent de mettre en évidence de fines différences

entre les trois isotypes (tableau 5).
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Figure 35. Cartes de stabilité des régions F(abt)des régions Fc pour chaque anticorps, génarkaisle du

logiciel ClUsuite2.

Tensions CIU 50 des régions F(ab’), (V)

I-I 24 18 19
II-111 67 38 73
-1v 124 - 113
V-V non détectée - 148
V-VI non détectée - 162

Tensions CIU 50 des régions Fc (V)

I-I 42 25 28
II-11T 86 68 68
-1v 132 123 117

Tableau 5 Comparaison des tensions CIU50 déterminées pasuite2 a I'échelleniddie pour les régions

(Fab’), et les régions Fc des trois anticorps de référence
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3.3. Application de la méthodologie a un anticorpbybride : I'eculizumab.
Afin de mettre a I'épreuve les cartes CIU des igetyde référence précédemment acquises, jai
caractérisé I'eculizumab 1gG2/4 a I'échelle intaetea I'échellemiddlie puis comparé les résultats
obtenus avec les anticorps de référence 19gG2 et (§iGure 36).
A I'échelle intacte, eculizumab présente des éatsformationnels dont les temps de dérive sont
similaires (ll, IV) a ceux observés sur la référmmgG2 (11, 1ll) mais aussi un état conformationnel
supplémentaire aux deux IgGs de référence (llih t8mps de dérive est intermédiaire entre les états
Il et 11l des deux isotypes de référence et ne pépas une détermination non ambigué de son isotype
En revanche, a I'échell@iddle, la réegion F(ab)d’eculizumab présente 3 états conformationnels et
est clairement similaire a la région de F(ab® I'isotype de référence 1gG2 (3 états conforomatels)
et différente de la région F(ab{e I'lgG4 (6 états conformationnels). Les diffares plus fines de la
région Fc ont nécessité la détermination des tesgie transition CIU50.

a) wt-1gG2 b) wt-1gG2/4 c) wt-1gG4
panitumumab eculizumab natalizumab
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Figure 36. Caractérisation de I'eculizumab par CIU a I'éthéitacte et a I'échellmiddlie et comparaison aux

anticorps de référence IgG2 et IgG4.

Les tensions CIU50 observées sur I'eculizumab (E@r) (28 V, 68 V et 118 V) sont presque toutes
identiques a celles détectées sur I'lgG4 (28, 68t\117 V) et Iégerement différentes de celles de
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'gG2 (25 V, 68 V et 123 V) permettant ainsi deoposer cette région d’eculizumab comig&4
like.

a) panitumumab b) eculizumab c) natalizumab
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Figure 37. Détermination de l'isotype de la région Fc deliizumab par CIU a I'aide des tensions CIU50.

La détermination de I'isotype d’'un anticorps momoell thérapeutique hybride a I'aide d’empreintes
CIU d'isotypes de référence a ici été démontrgeanet de montrer une application concrete de cette
approche pour I'industrie pharmaceutique. En palic, le caractere hybride de l'anticorps a été
observé en CIU a I'échelle intacte avec une tremmsisimilaire a celle de notre 1IgG2 de référence
(panitumumab) et une transition supplémentaireedgt®2 et IgG4. Suite a une digestion enzymatique
IdeS permettant de générer les fragments Ffadi'Fc de I'eculizumab, nous avons pu identifiee qu
la région charniere (située sur le fragment FeatEst similaire a celle d’'une IgG2. Nous avons
egalement observé que les profils de déploiemebt €int tres différents entre 1gG2 et IgG4 a
I'échelle du fragment F(al¥’xonfirmant ainsi le pouvoir stabilisateur des gatisulfures de la région
charniéere sur la conformation du mAb. La distinctemtre IgG2 et IgG4 sur la région Fc est, ellespl
difficile a établir mais nous avons pu observer uliférence subtile entre les profils CIU de
déploiement et proposer la région Fc comme similaiune 1gG4 (figure 38). L'utilisation du module
CIU50 proposé uniquement dans ClUSuite2 s’est avuarticulierement intéressante pour la

détection fine de différences entre deux cartes CIU
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Figure 38 Résumé des résultats obtenus par CIU pour latéasisation de I'isotype de I'eculizumab.

4. Conclusions.
L’approche CIU a permis de différencier les isotymanticorps thérapeutiques utilisés comme
références dans cette étude alors que les expésiehid1-MS native ne le permettent pas. L'intérét
de l'approchamiddle a été soulignée dans cette optique pour la prenficds : les résultats obtenus
montrent que les régions (Fabgont les régions les plus informatives et queréggons Fc sont
hautement similaires. Cette étude pourrait étrectiiment transposée pour la caractérisation d&utre

anticorps hybrides, de biosimilaires oulmiebetters.

5. Valorisation.

L’étude présentée dans ce chapitre est actuelleemecdurs de rédaction.
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CONCLUSION DE CETTE PARTIE

Au cours de ce travail de these, I'approche ClitEagaluée et mise en place au laboratoire. Suite a
optimisations instrumentales réaliséesyankflow permettant la caractérisation de plusieurs formats
d’anticorps est maintenant utilisé pour de nombrenaxets de recherche. En effet, la répétabilité et
reproductibilité (CV<5%) de cette technique perettde tirer des conclusions précises et
d’interpréter finement les résultats. Lors de agdil, nous avons pu démontrer que cette apprathe e
hautement informative et applicable a un grand rrendle formats de mAbs. Nous avons ici montré
son application pour la différenciation de la foroxgdée et de la forme réduite d’'un VHH (chapitre
2), I'étude de l'effet de la fixation de droguesr ain anticorps site spécifique (chapitre 3) et
I'identification de I'isotype d’'un anticorps monacial hybride (chapitre 4). Ces exemples montrent
gue dans certains cas la CIU permet de pallierdaque actuel de résolution de la cellule TWIMS
dans les expériences d’'IM-MS dites natives. De,dhuslétermination de I'isotype d’'un anticorps a
été possible a I'échellmiddle quand les résultats obtenus a I'échelle intactamtnpas permis sa
détermination non ambigué, les résultats obtentup@mis de montrer que la région F(akest la
plus informative pour cette approche.

Sa progressive automatisatidnet le développement de nouveaux logicfelpermettront
probablement, dans quelques années, la démodratisde la CIU au sein des laboratoires
pharmaceutiqués et académiques comme une technique de caradmisssentielle par exemple
dans I'étude de biosimilair€set debiobetters. Selon laFood and Drug Administration, le caractére
comparatif de I'approche peut également étre ins&met pour la différenciation de [#isLe
développement de nouvelles cellules de mobilitégioe TWIMS de haute résolution et la possibilité
de réaliser des expériences de Qltlest-a-dire la possibilité de réaliser une exgrize CIU sur une
espece conformationnelle obtenue apres une preraigrérience CIU) permettront une meilleure
compréhension des processusidlding et contribueront a I'essor de cette technigu@e plus, les
récents efforts réalisés en modélisation concelleardmportement structural des IgGs en fonction de
leur séquence primatftfepourraient étre croisés avec les données ClUdifimégrer définitivement
cette approche parmi les outils de MS structurale.
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PARTIE 4 : COMBINAISON D’APPROCHES DE MS NATIVE
A D’AUTRES TECHNIQUES BIOPHYSIQUES POUR LA
CARACTERISATION DE COMPLEXES
MULTIPROTEIQUES.

L’objectif de cette partie de ma these était d’appmr des méthodes de MS native et IM-MS native
pour la caractérisation de complexes multiprot&cgaubles divers : le suivi de la stabilité d'emte
Fe-S présent dans la protéine homodimérique mitoNEibapitre 1), I'association du complexe
multiprotéique (NIUAF) constituée de nombreuses sous-unités hétérogehepitte 2) et la
caractérisation d'un hétérodimere de taille vagabli ne cristallise pas: le systeme GacS/RetS
(chapitre 3). Dans ces études, la MS a été comb@méglusieurs techniques biophysiques
complémentaires, en collaboration avec différeréggipes académiques, afin de répondre a des

guestions de biologie structurale.

Chapitre 1 : La protéine mNT, une protéine pH sensgr ?

Chapitre 2 : Caractérisation par MS native et IM-MS native d’'un complexe de

hauts poids moléculaire : le complexe (NIUAR)

Chapitre 3 : Apport du couplage SEC MS/IM-MS native pour la caractérisation
de I'interaction GacS/RetS.
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CHAPITRE 1 : LA PROTEINE MNT, UNE PROTEINE PH
SENSEUR ?

1. Contexte de I'étude.
La protéine mitoNEET (MmNT) est une protéine mitauthtale homodimérique ancrée dans la
membrane exterdé. Chague monomeére de 108 acides aminés est dimisewx domaines : un
domaine N-terminal de 32 acides aminés inséré damembrane et un domaine cytosolique de 76
acides aminés. Son domaine cytosolique inclus &ines (C72, C74 et C83) et 1 histidine (487
permettant la coordination d’'un centre 2Fe-2S miéwdence lors de la détermination de sa structure
en 2007 (figure 1).

C-ter
(cytosol)

Chapeau beta
(3 feuillets B)

J\

Domaine de fixation
du centre 2Fe-2S

N-ter
(membrane externe)

Figure 1. Représentation de la structure de mNT, extraiteoglifiée dé. Les deux monomeéres sont représentés

en vert et en violet. Les atomes de fer et de s@mdnt respectivement représentés en orange et jaun

Cette protéine est nommeée mito de par sa locaisatiNEET car historiquement elle a été découverte
en 2004 a l'aide de la pioglitazone et un agent de pontélgjant une séquence NEET sur les protéines
contenues dans les mitochondries. Elle a par e s1é identifiée comme une potentielle cible
thérapeutique dans plusieurs maladies comme lecdoceifimais aussi le diabéte suite a sa capacité
a fixer la pioglitazong un antidiabétique utilisé en France jusqu’en 30$4 fonction au sein de la
cellule est aujourd’hui mal connue et fait débatydes spécialistédsEn 2014, I'équipe du Dr. Marie
Pierre Golinelli (ICSN, UPR 2301, Paris-Sud) a enstvidence la capacité de mitoNEET a transférer
son centre Fe-S a une autre protéine a centre:Ra-protéine IRPY. IRP1 est impliqguée dans

’homéostasie du fer des cellules mitochondrialepeait perdre son centre Fe-S suite a un stress
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oxydatif'®. La capacité de mNT a réaliser ce transfert éparer IRP1 en remplacant son centre Fe-S
vacant a été décrite comme hautement dépendargendétat d’oxydation : I'état oxydé de mNT
permettant ce transfert alors que I'état réduiiergermet pas. Cet état réduit est considéré coomme
état dormant de mNF12 Suite a ces premiers résultats, une caracténsfitie de ce transfert Fe-S a
éte entreprise afin de répondre a plusieurs quesén suspens:

- Le transfert du centre Fe-S est-il direct entre na@¥lline protéine réceptrice ?

- Dans des conditions oxydantes, quelle est la #akdié mMNT aux variations de pH ?

- Quel est le mécanisme d’assemblage du centre hreZSnaNT ?

2. Objectifs de I'étude et données préliminaires.
Dans ce contexte, en collaboration avec I'équipddduMarie-Pierre Golinelli (ICSN, UPR 2301,
Paris-Sud), différentes expériences mettant en @dawlS native ont été réalisées avec les objectifs
suivants :
- la caractérisation de l'état d'oligomérisation et ohaintien du centre Fe-S de mNT en
conditions oxydantes par MS native sous l'influedaegH.
- I'étude du transfert du centre Fe-S vers une pretéeceptrice modeéle I'apoferredoxine
(apoFDX). Des expériences préliminaires réaliséegal natif (Dr. Cécile Mons, ICSN, UPR
2301, Paris-Sud) ont montré que le transfert déredre-S de mNT vers I'apoFDX ne peut
avoir lieu que si mNT est sous forme holo : le ¢fart du centre Fe-S semble donc étre direct.
En effet, la FDX ne capte pas de centre Fe-S aprésiéstabilisation du centre Fe-S de mNT
(données présentées dans l'article joint en fichpitre). Face a ces données préliminaires,
nous nous sommes demandés si le transfert avaitside a un complexe entre les deux
protéines.
- la compréhension du mécanisme d’assemblage diedestE de mNT en évaluant la stabilité

du centre Fe-S aprés mutation de I'histidine 87.
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3. Résultats.

3.1. Caractérisation de mNT par MS dénaturante et N& native.
L’homogénéité de mNT a été vérifiee par MS dénatigraline espéce majoritaire est observée avec
une masse de 8577,8 £ 0,1 Da avec une distribd@erétats de charge comprise entre 5+ et 13+. Cette
masse correspond a la masse de la protéine mNEaps €entre Fe-S) sous forme monomérique
(figure 2, masse théorique 8577,8 Da). Dans natsela protéine mNT a été étudiée avec la partie N-
terminale tronquée (MNT 44-108), partie enchasaés th membrane externe. Ce construit est par la

suite noté mNT bien que tronqué de sa partie Nitexie

ﬁ+0 8577,8 Da (masse théorique)
10+ © 8577,8+0,1 Da: mNT,,
®
12+ ?:_ ®
o
13+

600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 /z

Figure 2. Analyse MS de mNT a 2 uM en conditions dénat@a(MCN/HO/HCOOH, 50/50/1, vivivImNT
sous forme monomérique et sans centre Fe-S eésmyiée par un rond bleu. Vc : 40 V, Pi : 2 mbaréeence

réalisée sur le LCT.

L’analyse par MS native de mNT (figure 3) permettaferver une protéine majoritairement dimérique
(vert) en présence de 2Fe-2S par monomere avemasge expérimentale de 17 502,1 + 0,7 Da en
bonne corrélation avec la masse théorique 17 90&,8ne forme minoritaire monomérique est aussi
observée (orange), majoritairement en présence @dotre 2Fe-2S avec une masse de 8751,8 + 0,2
Da (masse théorique : 8753,4 Da).

N

l

I 1

7+ )
; dimere mNT + 4Fe-4S
17502,1 £0,7 Da

mNT + 2Fe-2S

7+ 8751.8 0.2 Da

80'0 10'00 12'00 14;)0 16'00 18'00 20'00 222)0 24'00 26'00 28b0 3000 m/Z
Figure 3. Analyse MS de mNT a 20 uM en conditions nativgsda6,7. Vc : 20 V, Pi: 6 mbar, expérience
réalisée sur le LCT. Les signaux attribués a lé&me dimérique et monomérique sont respectivemetés en

vert et en orange. L’échange de tampon a été ééalliide de mini colonnes de gel filtration Zeb&in
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(ThermoFisher Scientific) avec un seuil de couplg& kDa et un volume total de 0,5 mL. Le tampatiain
était composé de 100 mM Bis-Tris, 100 mM NaCl pH &t le tampon utilisé en MS native était AcONGO
mM pH 6,7. La stabilité du centre Fe-S est simil@ans les deux tampons (expérience réalisée par &cile

Mons, données non montrées).

3.2. Etude de I'état d’oligomérisation et du centré~e-S en fonction du pH.
L’influence du pH sur I'état d’oligomérisation deN et sa capacité a maintenir le centre Fe-S a
ensuite été étudiée. La figure 4 illustre la débsabion du dimere en monomere observée par MS
native lors d’'une diminution du pH. La proportioe ¢orme dimérique (représentée en vert) est
fortement diminuée a pH 5,825%) en comparaison avec la proportion observée &, p 85%).

@@ dimére mNT + 4Fe-4S
17502,1 0,7 Da

=85 %

. mNT + 2Fe-2S
8751,8 £0.2 Da

b)

pH 5,8

=25%

T T T T y T T T T v m/z
800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000

Figure 4. Analyse MS de mNT a 20 uM en conditions natives$id6,7 (a) et a pH 5,8 (b). Vc: 20 V, Pi : 6
mbar, expériences réalisées sur le LCT. Les siga#tnbués a la protéine dimérique et monomériqud s

respectivement notés en vert et en orange.

Un suivi cinétique a ensuite été réalisé a ces gelsxafin d’étudier la stabilité de la protéine slaes
conditions (figure 5). La proportion de monomergraente au cours du temps a pH 6,7 : de 18% juste
apres I'échange de tampon a 72% aprés 3 heuresubation a température ambiante (figure 5a,
orange). De plus la distribution des états de @hdigmonomere est impactée laissant suggeérer une
dénaturation progressive du monomere. De maniareotoitante, la proportion de monomere apo
augmente montrant ainsi une perte de centre Fepgdf5b). A pH 5,8, la perte de centre Fe-S est
fortement accélérée (figure 5¢) ave&0% de forme apo contre seulement 20% a pH 6&sapre
heure d’incubation. Ces résultats montrent qu’aaplde le dimére et le centre Fe-S sont déstabilisés
et que la forme monomeérique de mNT n’est pas s&llperd sa capacité a maintenir le centre Fe-S.

De maniere intéressante, le dimere n’est jamaisrebssous forme apo, ce résultat laisse suggérer
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(sans le prouver) que la perte de centre Fe-S @ibanoir lieu apres la déstabilisation du dimane e

monomere.

[/
Zoom sur I’état de charge 7+ de mNT monomérique

b) ApH 6,7 C) ApHS58

' 7+ :

7+ 7+
t=0 H t=OH
7+ ~18% __,___...Z:w\....j 7+
~80% =50% =50%

~51% t=1H ~20% t=1H
=72%
t=3H M..W‘*«..__, v 3",_,”%

m/z Za ;A A/
800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 1220 1240 1260 1280 mq/z 1220 1240 1260 1280 m/z

&
'
.—3

Figure 5. Suivi cinétique de I'état d’oligomérisation et dentre Fe-S de mNT a pH 6,7 etapH 5,8. Vc: 20 V
Pi : 6 mbar, expériences réalisées sur le LCT.ésdadbilisation du dimere en monomeére au cours ripgea

pH 6,7 est illustrée en (a). Les signaux attribduds protéine dimérique et monomérique sont resmenent
notés en vert et en orange. La perte progressiceie Fe-S est illustrée a pH 6,7 (b) et a pH&,8-es pics
bleus et rouges sont respectivement attribués taix @e charge 7+ de mNT monomériques holo et lagm.
pics non annotés correspondent a la présence diadgdufre non spécifiques présents en exces dangieu

de culture. Le dimére est observé sous forme hatbgue soit le temps d’incubation avec une mass802,1

+ 0,7 Da (vert), les formes monomériques sont algss sous forme apo (pic rouge) et holo (pic bleu)
respectivement avec des masses de 8577,8 + 0,433&E8 + 0,2 Da.
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3.3. Suivi du transfert potentiel du centre Fe-S denNT I'apo ferredoxine par MS
native.
mMNT a ensuite été incubée en présence d’apoFDXmditons stoechiométriques 1 :1 a température
ambiante afin d’étudier le transfert de son ceRtreS>. Dans ces conditions expérimentales, aucun
hétéro-complexe entre mNT et 'apoFDX n’a été obSgrar MS native (figure 6). Les expériences
RMN realisées par le Dr. Ewen Lescop n'ont égaldnpas permis la détection d’'un tel complexe
(aucun changement n’est observé sur le spectre B&MINT en présence de I'apoFDX). Cependant,
le transfert de centre Fe-S entre holomNT et apoBIpX étre suivi sur gel natif (Dr. Cécile Mons) et
a permis de montrer le transfert d’'un centre 2Fed2SmMNT vers 'apoFDX. Ces résultats sont
présentés dans l'article joint en fin chapitrengliquent que le transfert de centre Fe-S pourtest &
régi par la formation d’'un complexe transitoire.
.n 8751,8+ 0,2 Da : holo-mNT
12200

. 17502,1+ 0,7 Da : holo-mNT

.‘ o

12199,7+ 0,1 Da : apo-FDX

0 Absence de complexe mNT-FDX

17502
bl WO PR anku*pd‘\umu.wwf w.ul,..'LLU‘u it g o lddind u-«l.»mlN..»Lwdw,.m‘,_\,_.\,,.m_ e
T . T T T T T T T T T — Masse (Da)
8000 10000 12000 14000 16000 18000 20000 22000 24000 26000 28000 30000

Figure 6. Spectre de masse déconvolué enregistré aprdsaitnmu de mNT et apoFDX en stoechiométrie 1 : 1

(20 pM) en conditions natives a pH 6,7 a tempéeaambiante pendant 1 heure.Vc: 20 V, Pi: 6 mbar,

expérience réalisée sur le LCT.

De plus, la stabilité du centre Fe-S de mNT a bffiés pHs a été étudiée en conditions anaérobiques
(absence de dioxygéne) par spectroscopie UV-Visllde résultats obtenus par le Dr. Cécile Mons
ont montré une grande stabilité du centre Fe-S dassonditions (données montrées dans l'article
joint). Par MS, une telle étude n'a pas été possilains mon cas car les expériences ne sont pas

réalisées dans une atmosphere controlée.
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3.4. Stabilisation du centre Fe-S par mutation deHistidine 87.
Afin de comprendre les déterminants moléculairelseanavec la fixation du centre 2Fe-2S au sein de
mNT nous avons caractérisé le mutant H87C par M@atdéante, MS native et IM-MS native sur le
Synapt G2 puis comparé les résultats obtenus aveorstruit WT. En effet, la substitution de
I'histidine 87 par une cystéine est connue pourikksar le centre Fe-S a travers un réseau deohais

hydrogéné 4 La position de I'histidine mutée est représeetééigure 7 sur la structure PDB 2QH7

Monomere 1

Figure 7. Représentation de la structure du dimére de nfNOB(2QH75 en utilisant le logiciel Pymol. Le
centre Fe-S est représenté par un losange etdihis87 est représentée en rose. Les deux monsménmaNT

sont représentés en orange et vert.

En MS dénaturante (figure 8), de maniére surprenamtiron 50% du centre Fe-S (évaluation basée
sur la somme des intensités des états de chatgm)a@se maintenu sur mNT H87C contrairement au
construit WT observé uniguement sous forme apauisadt ainsi une stabilisation du centre Fe-S
grace a la mutation. De plus, mNT H87C est global@mmoins chargée (z moyen: 7,5) en
comparaison avec le construit WT (z moyen : 9,85 @sultats laissent supposer que la mutation de
I'histidine par une cystéine engendre une forteiksation de la structure de la protéine car eeile
capte moins de charges. Les deux espéces prirgiphservées sur ce mutant sont la protéine
monomerique avec le centre Fe-S complet (2Fe-2B) @mbtéine monomeérique avec le centre Fe-S
avec uniqguement 2 Fe. Une espéce correspondantentne avec 2Fe et 1 S est aussi observable en
moindre proportion. L’espece en plus faible projporest le mutant monomeérique apo. De maniéere
intéressante, aucune espece ne possédant queaki 8aservée et génére les questions suivaraes : |
présence du Fe est-elle indispensable pour quarifeespuisse venir se fixer ? La formation du centr

Fe-S se fait elle en deux temps : 2 Fe puis 2S ?
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o 8+ Zoom sur I’état de charge 8+
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Fo%8 8577,5 £ 0,1 Da
a)
sory ) ) mNT WT
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Figure 8. Stabilisation du centre Fe-S lors de la mutati8@C caractérisée par MS dénaturante. mNT WT (a)
et mMNT H87C (b) ont subi exactement la méme préjpard’échantillon, ont été analysés le méme jdue®
parametres MS utilisés étaient strictement ideesguic : 40 V, Pi : 2 mbar, expériences réaliséetestynapt
G2).

En MS native (figure 9), la proportion de dimeresetvée est supérieure sur le mutant H8Y3D )

en comparaison avec le construit WT (11%) permettamontrer que la mutation favorise également
la stabilité de l'interface dimérique et pas unimgeat le maintien du centre Fe-S. De plus la
distribution des états de charge du monomere patengtiggérer que la protéine mNT ne possede pas

un repliement 3D stable contrairement a la fornmeédique.

6+
1459.5
100 —
5+
-~ 7+ 751,2 % mNT WT + 2Fe-28
g 12512 T 8751,1 0,1 Da
2 8+ 25013
5 50 o 1094,9 @D ~11° @@ (mNT WT + 2Fe-2S)x2
L ~11% 17503,1 0,1 Da
o 9+
g 9734
£
0 'R
100 — 7+
3 4539 g N

12463 e @@25 , @ mNT H87C + 2Fe-28
o 8+ > >
S - e 8717,1 £0,1 Da
[ ~ (1)
2 =30% @@ (mNTHSIC + 2Fe-25)x2
B 50 ee® 17434,6 + 0.4 Da
2 ot 4+/8+
2 969.6 21803 ®e
2 6+
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Figure 9. Stabilisation du centre Fe-S lors de la mutati8C caractérisée par MS native a pH 5,8. mNT WT

et mNT H87C ont subi exactement la méme préparatiéchantillon, ont été analysés le méme jour &t le
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parametres MS utilisés étaient strictement ideesdqic : 40 V, Pi : 6 mbar, expériences réalisaetesSynapt
G2).

Les analyses par MS dénaturante et par MS nativeNIE WT et mNT H87C ont permis d’observer
la forte stabilisation du centre Fe-S et un meilleaintien du dimere sur la forme mutée. Afin de
caractériser la conformation de ces deux constetitgtecter d’éventuels changements induits par la
mutation, nous avons réalisé des expériences déit@adnique (figure 10).

Les CCS mesurées sur les deux construits sonptoehes : les CCS du dimére muté H87C sont
légerement inférieures d’environ 2% (respectiverié&nd + 0,1 nm2, 17,2 £ 0,1 nm2et 17,9 + 0,1 nm?
pour les états de charge 6, 7 et 8+) a cellesrderdi WT (respectivement 16,9 + 0,1 nm?, 17,6 + 0,1
nmz2 et 18,2 + 0,1 nm?2 pour les états de chargeds,84) mais aucun changement conformationnel
global majeur lié a la mutation n'a été observéteCtne difference de CCS peut étre imputée a la
différence de masse provenant de la mutation (84 D'autre part, les CCS mesurées permettent de
conclure que la protéine mNT WT et la protéine mi87C sont toutes les deux globulaires car les

CCS expérimentales (points) sont proches des ClcSléas a partir de leur massdignes).

25.0 ¢ Dimére mNT WT
Dimére mNT H87C
23.0 Monomére mNT WT
21.0 Monomere mNT H87C
T 176 182
T » v e /1 7.9
170 e i 172 ’
~ 16,6
V"Z 15.0
S
£ 13 12,6
g 130 [126
B 11,2 ’
1.0 F10.0 112 10,34
L 99
9.0
7.0
5.0
4 5 6 7 8 9

Etat de charge (Z)
Figure 10. CCS expérimentales mesurées sur les construitseé\HB7C. Les étalons utilisés sont la beta
lactoglobuline et le cytochrome"CLes expériences ont été réalisées en tripliczbyiques sur le Synapt G2
le méme jour. Vc : 40V, Pi : 6 mbar, QHe/NL50/25 mL/min, Trap CV : 4V, trap gas : 5 mLAMWYV : 1250
m/s and VH : 30 V.
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Face a ces résultats, deux hypothéses peuvenirégsees :

-aucun changement conformationnel global de mN$tnieluit par la mutation de 'histidine : seules
les interactions centre Fe-S/mNT et mNT/mNT sonfaecées.

- un faible changement conformationnel global deTnalst induit par la mutation mais la technologie

TWIMS ne permet pas de I'observer.

4. Conclusions.

Au cours de cette étude nous avons pu caracténsenent I'influence du pH sur I'état oligomérique

et le maintien du centre Fe-S de la protéine mNildéstabilisation du dimeére et |la perte du cergre F

S ont pu étre observées de maniere concomitantén@nuant le pH. Ces résultats ont permis de
mettre en évidence le caractere pH senseur de indNdapacité de la MS native a analyser en temps
réel ces changements a été illustrée et peut tagstin atout pour la caractérisation d’autresesysts
protéiques. De plus, la stabilisation du centreSHgar la mutation de I'histidine 87 a été clairemen
démontrée sur mNT. Des expériences de VcpOurraient étre envisagées afin de sonder en phase

gazeuse la stabilité du centre 2Fe-2S sur le metdatconstruit WT.

Cette étude illustre la combinaison d’approchelsl8eative avec la technique RMN et des techniques
biochimiques. En effet, la MS a été la seule tempimia pouvoir déterminer la stoechiométrie de
mitoNEET et a observer directement la déstabibisatiu dimére en monomere au cours du temps a
différents pHs.

5. Valorisation.

Une partie des résultats présentés dans ce chdpitteese a été intégrée dans un article publié dan

Biochemistry!® (joint ci-apres).

Mons, C.; Botzanowski, T.; Nikolaev, A.; Hellwig,.;PCianferani, S.; Lescop, E.; Bouton, C;
Golinelli-Cohen, M. P., “The H202-Resistant Fe-SIBe Switch MitoNEET Acts as a pH Sensor To
Repair Stress-Damaged Fe-S ProteBibchemistry (2018), 57 (38), 5616-5628.
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ABSTRACT: Human mitoNEET (mNT) is the first identified Fe—S Apo-mNT

protein of the mammalian outer mitochondrial membrane. Recently, we
demonstrated the involvement of mNT in a specific cytosolic pathway
dedicated to the reactivation of oxidatively damaged cytosolic aconitase  Holo-mNT
by cluster transfer. In vitro studies using apo-ferredoxin (FDX) reveal
that mNT uses an Fe-based redox switch mechanism to regulate the
transfer of its cluster. Using the “gold standard” cluster recipient protein,
FDX, we show that this transfer is direct and that only one of the two
mNT clusters is transferred when the second one is decomposed.

. 00
Cluster disassembly céo.
T Apo-receptor

]
a H,0, 8 B l Cluster transfer

* Direct and Fast

REDUCED OXIDIZED " ”
v *Highly sensitive to pH
Highly stable ~ *PrT-dependen variations
el dimerization

«Stable against

Combining complementary biophysical and biochemical approaches, we H,0,

show that pH affects both the sensitivity of the cluster to O, and dimer

stability. Around physiological cytosolic pH, the ability of mNT to transfer its cluster is tightly regulated by the pH. Finally,
mNT is extremely resistant to H,O, compared to ISCU and SufB, two other Fe—S cluster transfer proteins, which is consistent
with its involvement in a repair pathway of stress-damaged Fe—S proteins. Taken together, our results suggest that the ability of
mNT to transfer its cluster to recipient proteins is not only controlled by the redox state of its cluster but also tightly modulated
by the pH of the cytosol. We propose that when pathophysiological conditions such as cancer and neurodegenerative diseases
dysregulate cellular pH homeostasis, this pH-dependent regulation of mNT is lost, as is the regulation of cellular pathways

under the control of mNT.

ron—sulfur (Fe—S) clusters are evolutionarily ancient and

highly conserved prosthetic cofactors. Composed of only
iron and sulfur, they are involved in many essential biological
processes.”> MitoNEET (mNT), also known as CISD1, is the
first identified Fe—S protein of the mammalian outer
mitochondrial membrane (OMM).”* This is a small
homodimeric protein (13 kDa for each monomer) anchored
to the OMM by its 32-amino acid N-terminus with the major
part of the protein, including the C-terminal Fe—S binding
domain, located in the cytosol." Each monomer accommodates
one [2Fe-2S] cluster coordinated by three cysteines (C72,
C74, and C83) and one histidine (H87) in a CDGSH
domain®~* as other members of the NEET protein family,”
which also includes Minerl (or CISD2) and Miner2 (or
CISD3) in mammals.'” Although the biological activity of
mNT is still debated,"" studies have shown that it is involved in
the regulation of iron/reactive oxygen species homeo-
stasis, " in the regulation of lipid and glucose metabo-
lism,">"* and in cell proliferation in breast cancer.'®

In vitro studies revealed that holo-mNT (the form of the
protein with the cluster) is able to transfer its Fe—S cluster to

v ACS Publications  © xxxx American Chemical Society

very diverse apoprotein (an Fe—S$ protein, which has lost its
cluster) recipients assembling either a [2Fe-2S] cluster as
ferredoxin from various orgamisms,1 ’
and CISD2,”° or a [4Fe-4S] cluster as mammalian iron
regulatory protein-1 (IRP-1)/cytosolic aconitase (c-aconi-
tase).'* On the basis of in cellulo experiments, we showed
that mNT is able to repair the oxidatively damaged Fe—S
cluster of human IRP-1/c-aconitase by transferring its cluster
to the damaged protein.'*

Recently, we started to investigate in depth the in vitro
cluster transfer reaction, focusing on the transfer from holo-
mNT to [2Fe-2S] recipient protein. We unambiguously
demonstrated that oxidized mNT ([2Fe-2S]*") triggers cluster
transfer, whereas reduction of its cluster abrogates this transfer.
Moreover, while O, significantly affects the lability of the
oxidized mNT cluster, it does not interfere with the cluster

.1
human anamorsin
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transfer reaction. Thus, in contrast to the strict anoxia required
for other Fe—S cluster transfer proteins such as ISCU, mNT is
able to transfer its cluster even under aerobic conditions. The
reduced form of mNT is extremely stable compared to the
oxidized form, even though no major change in overall protein
folding was found by NMR studies between these two redox
states of the protein.'” Thus, when reduced, mNT is in a
dormant physiological state, while oxidative insults oxidize its
cluster and switch it to an active state ready to initiate Fe—S
transfer. Then, we proposed that mNT belongs to the new
family of Fe—S proteins acting as a redox switch to control the
adaptive cellular response after oxidative stress insult.”'
Recently, it was proposed that anamorsin might act as a
regulator of mNT by transferring an electron to oxidized mNT
and switching it to the reduced dormant state when oxidant
stress is no longer present.22

In the study presented here, we pursue the in vitro
characterization of the mNT cluster transfer reaction to a
[2Fe-2S] recipient protein, apo-FDX, which is the “gold
standard” used in various laboratories to study [2Fe-2S] cluster
transfer processes.'”'¥>*™*° We show that this transfer is a
direct process and mNT transfers only one of its clusters to
apo-FDX when the second one is decomposed. Combining
different complementary biophysical and biochemical ap-
proaches, we show that pH affects both cluster coordination
and vicinity and dimer stability, and maybe more importantly,
it induces a tight regulation of the cluster transfer reaction
around physiological values. Finally, we show that mNT is
extremely resistant to H,0, compared to other Fe—S cluster
transfer proteins such as IscU and SufB, in agreement with our
proposed involvement of mNT in cluster repair after stress.

B MATERIALS AND METHODS

Purifications of Holo-mNT,,_ ;3 and Apo-FDX. As
described previously,'* a construct missing the 43 N-terminal
amino acids (mNT,,_;55) was expressed in fusion with a His
tag at the C-terminal end of pET22b. Consequently, the
purified mNT,,_,os form contains eight additional C-terminal
residues derived from the His tag (LEHHHHHH) and will be
named mNT herein. Holo-FDX was expressed from the
pET21b plasmid (gift from S. Ollagnier de Choudens,
Grenoble, France). Holo-mNT,,_,0s and holo-FDX were
expressed and purified as described previously.”® The protein
purity was assessed to be >99% using sodium dodecyl sulfate—
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS—PAGE). For the WT
form of holo-mNT, the optical A,g)/A4ss ratio was near 2.3.
Apo-FDX was prepared by heat cluster disassembly of purified
holo-FDX in the presence of 10 mM dithiothreitol (DTT) and
10 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) followed by
purification on a NAP-S column (GE Healthcare) equilibrated
with 50 mM Tris-HCl (pH 7.0) and 100 mM NaClL**

For NMR analyses, expression of N- and '*C-labeled
mNT,,_,os was performed on a 1 L scale in M9 minimal
medium (containing 0.001% thiamine-HCl and 10 4M FeCl,),
supplemented with 1.0 g of "NH,CI and 4.0 g of ["*C]-p-
glucose as the sole nitrogen and carbon sources, respectively.

Protein concentrations were measured using Bradford’s
assay with bovine serum albumin (BSA) as the standard®' or
the absorbance at 280 nm of guanidine-denatured protein
using values of 7115 and 7365 M™' cm™' (ProtParam) as
extinction coefficients for mNT,,_;o3 and FDX, respectively.
All protein concentrations were calculated on the basis of
monomer equivalents.

In Vitro mNT Cluster Loss and Transfer Reactions.
Except for native mass spectrometry, reaction buffers were all
composed of 100 mM NaCl and S0 mM MES (pH 4.6 and
5.4), Bis-Tris (pH $.8, 6.2, and 6.7), or Tris-HCl (pH >7.0).
Native mass spectrometry studies were performed in 50 mM
AcONH, (pH 5.8 or 6.7).

For cluster transfer reactions, apo-FDX was preincubated
with 5 mM DTT for 30 min at room temperature under
anaerobic conditions to ensure cysteine reduction. When
specified, DTT was removed and buffer was exchanged to
cluster transfer reaction buffer using a Micro Bio-Spin Size
Exclusion column (Bio-Rad). Disassembled mNT (apo-mNT)
was prepared by incubation of the protein in pH 6.2 reaction
buffer at 65 °C for 10 min. Chemical Fe—S cluster
reconstitution in FDX was performed in 50 mM Bis-Tris
(pH 6.2), 100 mM NaCl, with 100 uM Na,S and ammonium
iron(II) sulfate (Mohr’s salt) or iron chloride (FeCl;) for 2 h
at 25 °C under aerobic conditions. Reactions were followed by
native mass spectrometry, ultraviolet—visible (UV—vis)
absorption and NMR spectroscopies, or migration of aliquots
taken at specific times (1 mM DTT was added to the samples
before migration) on a 16% native PAGE gel colored with
colloidal Coomassie staining as described in ref 23. T, is
defined as the time required for half of the reaction to proceed.
When necessary, protein gels were quantified using an Odyssey
Imaging System (LI-COR Biosciences) and the percentage of
holo-FDX was calculated as the ratio of the intensity of the
holo-FDX band to the sum of the intensities of apo- and holo-
FDX bands.

UV-Vis Absorption and NMR Spectroscopy Studies.
UV—vis absorption spectra were recorded between 240 and
900 nm with a Cary 100 (Agilent) or Safas mc* (Monaco)
spectrophotometer equipped with a temperature control
apparatus set to the desired temperature. For spectra taken
under anaerobic conditions, the cuvette was prepared in a
glovebox and closed with a septum.

NMR experiments were performed using a Bruker Avance
III 800 MHz spectrometer equipped with a TCI cryoprobe.
Two-dimensional (2D) 'H—"°N band-selective optimized flip
angle short transient heteronuclear multiple-quantum correla-
tion (SOFAST-HMQC) spectra®” were recorded using a 100
UM His-tagged '*N- and "*C-labeled holo-mNT,,_os protein
sample at 298 K in the specified buffers. UV—vis absorption
and NMR spectroscopies were used as described in ref 23 to
follow cluster loss and cluster transfer reactions.

Iron Quantification. Free and total irons were quantified
using a bathophenanthroline colorimetric assay adapted from
refs 33 and 34. For total iron quantification of a 100 uL protein
sample, 10 uL of 54% perchloric acid was added. After 30 min
at room temperature, 72 4L of 1.7 mg/mL bathophenanthro-
line sulfonate, 18 pL of 76 mg/mL sodium ascorbate, and 10
UL of a saturated ammonium acetate solution were added, and
the reaction mixture was supplemented with water until the
volume reached 350 pL. After 30 min at room temperature, the
absorbance at 535 nm was measured. Free iron quantification
was performed using the same protocol except that perchloric
acid was not added and 250 pL of protein sample was used.

Raman Spectroscopy. Raman spectra were recorded on a
Renishaw in Via Raman Microscope equipped with a charge-
coupled device detector at 15 °C. Samples were excited with
the 457 nm line of an argon laser where the output power was
set to 16.5 mW. The output power was varied depending on
the signal intensity. Small protein droplets of 1 uL were
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Figure 1. mNT cluster transfer is a direct process. Cluster transfer reactions were performed with S0 yM oxidized holo-mNT and apo-FDX in 50
mM Bis-Tris (pH 6.2) and 100 mM NaCl at 25 °C under aerobic conditions for 2 h. Reaction products were separated on a 16% reducing native
gel (A and C). The histograms are the average of at least two independent experiments (B and D). (A and B) Holo-mNT was incubated at 25 °C
for 2 h with 250 uM EDTA and 100 4M BPS or without an additive (@). Reaction products were analyzed on a 16% reducing native gel (A), and
the percentage of holo-mNT was calculated from the intensities of bands corresponding to holo- and apo-mNT (B). (C and D) Cluster transfer
reactions were performed with 250 yM EDTA and 100 uM BPS or without an additive (). Lane den mNT represents a reaction mixture
containing apo-FDX and disassembled mNT (den mNT) prepared as described in Materials and Methods. Chemical reconstitution of the FDX
cluster in the presence of 100 M Na,S and either 100 uM Mohr’s salt [lane Fe(II)+S] or 100 uM iron chloride [lane Fe(III)+S] was also tried
under the same conditions (pH 6.2 under aerobic conditions). Apo-mNT (lane 1), holo-mNT (lane 2), holo-FDX (lane 3), and apo-FDX (lane 4)
were loaded as migration controls. Reaction products were analyzed on a 16% reducing native gel (C), and the percentage of holo-FDX was
calculated from the intensities of the bands corresponding to holo-FDX and apo-FDX (D).

deposited on a polyethylene window and dried with a stream and high-performance liquid chromatography-grade acetoni-
of argon. Approximately 400 accumulations were averaged trile (catalog no. 34851). Aqueous solutions were prepared
with an exposure time of 10 s, for each sample. using an ultrapure water system (Sartorius, Gottingen,
Electrochemically Induced FTIR Difference Spectros- Germany). Before native mass spectrometry experiments,
copy. The ultra-thin layer spectroelectrochemical cell was mNT,, s storage buffer was exchanged with a 50 mM
used as described previously.”> To avoid irreversible protein AcONH, solution at pH 5.8 or pH 6.7 using Zeba Spin
adhesion, the gold grid working electrode was modified Desalting Columns with a 7 kDa molecular weight cutoff
overnight with hexanethiol and 6-mercapto-1-hexanol and (Thermo Fisher Scientific). The protein concentration was
rinsed with ethanol and then with water. To accelerate the determined by the UV absorbance using a NanoDrop
redox reactions, a mixture of 19 mediators’® was added in a spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific).
substoichiometric concentration of 40 uM each to the protein Denaturing and Native Mass Spectrometry Analysis.
solution; 7—8 uL of the protein solution was used to fill the Native mass spectrometry measurements were performed in
electrochemical cell. The cell path length was <10 um, as positive ion mode on an electrospray time-of-flight mass
determined at the beginning of each experiment. All experi- spectrometer (LCT, Waters, Manchester, U.K,, upgraded by
ments were performed at 278 K. MS Vision) equipped with an automated chip-based nanoESI
FTIR spectra were recorded as a function of the applied source (Triversa Nanomate, Advion). The instrument was
potential using a setup combining an IR beam from the calibrated using multiply charged ions of a 2 uM horse heart
interferometer (Vertex 70, Bruker) for the 4000—1000 cm™ myoglobin solution. For analysis under denaturing conditions,
range. First, the protein was equilibrated at an initial electrode samples were diluted to 20 M for infusion in a 1/1 (v/v)
potential, and a single-beam spectrum was recorded. Then, the water/acetonitrile mixture acidified with 0.5—1% formic acid
final potential was applied, and a single-beam spectrum was and interface parameters were fixed to 45 V for accelerating
again recorded after equilibration. Equilibration generally took voltage (Vc) and 2 mbar for backing pressure (bP) to obtain
<4 min for the full potential step from —0.6 to 0 V (Ag/AgCl). the best mass accuracy. Under these conditions, noncovalent
Difference spectra as presented here were calculated from two interactions in WT mNT were typically disrupted allowing the
single-beam spectra, with the initial spectrum taken as a measurement of the molecular weight of the apo-mNT,,_ s
reference. Typically, 2 X 256 interferograms at 4 cm™! monomer with good accuracy (My Ep = 8577.8 = 0.1 Da;
resolution were co-added for each single-beam spectrum and My Theo = 8577.8 Da for the WT form).
Fourier transformed using triangular apodization and a zero Analyses under native conditions were performed after
filling factor of 2. At least 60 difference spectra were averaged. careful optimization of instrumental settings to avoid
Chemicals and Preparation of Protein Samples for dissociation of noncovalent bonds and to obtain sensitive
Mass Spectrometry Analysis. Chemicals were from Sigma- detection of protein/iron—sulfur clusters. Vc and bP were fixed
Aldrich: ammonium acetate (AcONH,, catalog no. A1542) to 20 V and 6 mbar, respectively. Protein was diluted to 20 uM
C DOI: 10.1021/acs.biochem.8b00777
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Figure 2. Oxidized holo-mNT and apo-FDX do not form a stable complex. (A) Overlay of "N SOFAST-HMQC spectra of 100 M "SN- and "*C-
labeled oxidized holo-mNT in the absence (red) or presence (blue) of 100 #M apo-FDX in 50 mM Tris-HCl (pH 6.7) and 100 mM NaCl at 298 K
collected under aerobiosis. All holo-mNT crosspeaks can be superimposed under both conditions, suggesting very limited or no molecular
interaction between holo-mNT and apo-FDX. The additional crosspeaks visible in the presence of FDX are due to the apo-mNT form, which
accumulates after cluster transfer. (B) Deconvoluted electrospray mass spectra obtained under native conditions of 20 M holo-mNT in the
presence of 20 uM apo-FDX in SO mM AcONH, (pH 6.7) at room temperature. No complex between apo-FDX and holo-mNT was detected

under our experimental conditions.

in AcONH, (pH 5.8 or 6.7). Native MS experiments were
performed in triplicate under identical conditions at 0, 0.5, 1, 2,
3, and 4 h at room temperature. Acquisitions were performed
in the mass range of m/z 20—5000 with a 4 s scan time. Data
analysis was performed with MassLynx version 4.0 (Waters,
Manchester, U.K.).

Bl RESULTS

mNT Cluster Transfer Is a Direct Process. First, we
looked at the nature of the cluster transfer reaction between
holo-mNT and the recipient protein. Does it occur directly or
through a two-step mechanism with disassembly of the mNT
cluster followed by reassembly of a cluster in FDX? Previously,
we found that cluster transfer is much faster than cluster
disassembly under exactly the same reaction conditions
(protein concentrations, temperature, and buffer). Moreover,
cluster transfer was not affected by oxygen, unlike cluster
stability.” These previous results suggest that cluster transfer
might be direct. To unambiguously demonstrate its nature, we
looked at the effects of the addition of ferric [ethyl-

enediaminetetraacetic acid (EDTA)] or ferrous [bathophenan-
throline sulfonate (BPS)] ion chelators on the products of the
transfer reaction under aerobic conditions. Products were
analyzed after reaction for 2 h, a sufficient time for the reaction
to reach completion under our conditions (Figure 1). If the
mNT cluster has to be disassembled prior to reassembly in
FDX, then addition of an iron chelator would inhibit the
formation of a cluster in FDX. At concentrations of chelators
(250 uM EDTA and 100 uM BPS) that do not lead to
significant holo-mNT destabilization (Figure 1A,B), the
amount of formed holo-FDX at the end of the reaction was
not affected compared to those of reactions performed in the
absence of an iron chelator (in panels C and D of Figure 1,
compare lanes EDTA and BPS with lane @). Nevertheless, a
pink coloration was readily observed (data not shown) when
the cluster transfer reaction was performed in the presence of
BPS, indicating iron release (the complex of BPS with iron is
pink) during the reaction. In contrast, when the mNT cluster
was disassembled prior to the addition of apo-FDX, no cluster
insertion in FDX was observed (Figure 1C,D, lane den mNT).
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Finally, the Fe—S cluster could not be inserted in apo-FDX by
simple addition of iron as ferric or ferrous ions and inorganic
sulfur (chemical cluster reconstitution) under the same
reaction conditions (pH, temperature, concentrations, and
aerobic conditions) (Figure 1C,D, reconstitution lanes). Thus,
the cluster transfer from holo-mNT to apo-FDX is
unambiguously a direct process.

mNT and FDX Did Not Form a Stable Complex.
Previous studies based on a protein—protein complex docking
model and protein cross—linkin% had shown that CISD2 could
form a complex with FDX.'" First, we questioned if the
formation of a stable complex between donor and acceptor
proteins is required for the cluster to be transferred or if a
transient complex is sufficient. Thus, we studied the potential
molecular interaction by protein pull-down using purified
mNT (in fusion with a His tag) and FDX in apo and holo
forms. No direct interaction between these two proteins was
observed using this technique (data not shown). NMR
spectroscopy is another powerful technique for probing
molecular interactions and was successfully used to highlight
the interaction between mNT and anamorsin.”” Indeed, NMR
chemical shifts and peak line shapes are highly sensitive to
changes in environment and mobility, and one would expect
spectral perturbations of mNT NMR spectra upon addition of
apo-FDX if the bimolecular complex is significantly populated
in solution. Two different NMR tubes were prepared at pH 8.0
containing 100 M “N- and "*C-labeled oxidized mNT with
or without 100 yM unlabeled apo-FDX, and the solutions were
then solvent-exchanged to decrease the pH to 6.7 prior to
NMR data collection under aerobic conditions. Under these
conditions, cluster transfer occurs slowly with a T/, of >10 h.
The 2D N SOFAST-HMQC spectra collected just after the
pH jump are shown in Figure 2A. In the absence of apo-FDX
(red spectrum), the 'H-"*N 2D spectrum is typical of oxidized
holo-mNT.'* When apo-FDX was also present (blue
spectrum), the oxidized holo-mNT state dominated the
spectra and had chemical shifts and a peak line shape virtually
identical to those of the spectrum collected in the absence of
apo-FDX. This strongly suggests little interaction between the
two proteins under these conditions. The additional peaks
visible in the presence of apo-FDX correspond to the apo-
mNT'* that starts to accumulate because of cluster transfer
before the recording of the first NMR spectra (vide infra).
Finally, binding between holo-mNT (20 yM) and apo-FDX
(20 M) was studied at pH 6.7 by native mass spectrometry
(MS), a method allowing preservation of protein—protein and
protein—metal ion interactions.”’ >’ Again, no heterocomplex
involving both proteins was observed under these experimental
conditions, and only signals of unbound apo-FDX and holo-
mNT were detected (Figure 2B). Taken together, pull-down,
NMR, and native MS studies demonstrate that apo-FDX and
oxidized holo-mNT do not form a high-affinity complex prior
to cluster transfer but only a transient complex as observed by
chemical cross-linking in the case of CISD2 with FDX.'! Thus,
only the formation of a transient, but not stable, complex
between donor and acceptor proteins is required for cluster
transfer.

Only One Cluster of Dimeric mNT Is Transferred to
Apo-FDX. In previously published transfer reaction experi-
ments performed with equimolar donor and acceptor
proteins,'”'® it was observed that roughly 50% of apo-FDX
was converted to holo-FDX when all holo-mNT had lost its
cluster, suggesting that only half of available clusters from holo-

mNT were transferred to the recipient protein assembling one
[2Fe-2S]. Moreover, the pink coloration that showed up
during the reaction performed in the presence of BPS is an
indication of ferric ion release during the reaction, suggesting
that some mNT cluster might be lost (i.e., not transferred to
apo-FDX but disassembled). We therefore decided to address
in more depth the question of the stoichiometry of the transfer,
i.e., the number of [2Fe-2S] mNT clusters consumed to form
one [2Fe-2S] cluster in FDX. First, using a native gel, we
looked at the proportions of holo- versus apo-mNT in the
purified protein we used for the subsequent transfer reactions
(Figure 3A) and found that roughly 85% of mNT was in the
holo form and 15% in the apo form. Then, we performed
cluster transfer experiments for 2 h with a fixed concentration
of apo-FDX (40 uM) and increasing concentrations of
oxidized mNT and, consequently, increasing oxidized holo-
mNT concentrations considering that 85% of mNT was
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Figure 3. Two mNT clusters were consumed for the formation of
only one FDX cluster. (A) Holo-mNT used for this study was run on
a 16% reducing native gel. Quantification of the intensity of the bands
corresponding to holo- and apo-mNT showed that the protein used in
this experiment contained roughly 85% holo form and 15% apo form.
(B) Cluster transfer reactions were performed at 25 °C for 2 h in 50
mM Bis-Tris (pH 6.2), 100 mM NaCl, and 0.7 mM DTT under
anaerobic conditions with 40 yM apo-FDX and variable concen-
trations of oxidized holo-mNT. Final reaction products were run on a
16% reducing native gel. Holo-mNT concentrations were estimated
from the mNT concentrations (determined by the absorbance at 280
nm as described in Materials and Methods) and the apo-mNT /holo-
mNT ratio determined in panel A. (C) For each reaction,
concentrations of holo-FDX at the end of the reaction were calculated
using the intensity of the bands of apo- and holo-FDX and plotted as
a function of the concentration of holo-mNT (i.e, mNT
concentration corrected by a factor of 0.85) added during each
reaction. The study was performed twice. One representative result is
presented. The fit of the linear part (from 0 to 60 M holo-mNT)
indicates that one holo-mNT can form 0.46 + 0.02 FDX cluster. (D)
The cluster transfer reaction was performed at 25 °C for 3 h in 50
mM Bis-Tris (pH 6.2), 100 mM NaCl, and 0.7 mM DTT under
anaerobic conditions with 20 uM holo-mNT and apo-FDX. At the
beginning (0 min) and end (180 min) of the reaction, free and total
irons were quantified as described in Materials and Methods and free
iron was expressed as a percentage of total iron. The histogram is the
average of three independent experiments.
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initially in the holo form (Figure 3B). For each holo-mNT
concentration, we quantified the proportion of holo- versus
apo-FDX at the end of the reaction (Figure 3C). While the
concentration of holo-mNT in the reaction increased, the
concentration of holo-FDX at the end of the reaction
increased. Even when a large excess of holo-mNT was used,
roughly 10% of apo-FDX was not converted to holo-FDX at
the end of the reaction, indicating that a portion of apo-FDX is
not able to assemble a cluster. Using the slope of the linear part
of the curve, we found that 2.2 + 0.1 holo-mNT clusters
(average of two independent series of experiments) are
consumed to form one holo-FDX.

In parallel, we quantified the proportion of free iron to total
iron at different stages of the cluster transfer reaction. At the
beginning of the reaction, we found that 10% of the total iron
was free, which correlates well with the 15% of apo-mNT we
observed on native gels (Figure 3A). We then performed the
same quantification at the end of the cluster transfer reaction
performed with equimolar holo-mNT and apo-FDX and found
that 60% of the iron was free (Figure 3D). Thus, S0% of the
iron bound to mNT at the beginning of the reaction was
released in solution at the end of the cluster transfer process.
Taken together, these results proved that even if the transfer is
direct, roughly two [2Fe-2S] clusters from mNT are consumed
for the formation of one [2Fe-2S] cluster in FDX.

Oxidized mNT Is Stable in the Absence of Oxygen
Even at Acidic pH. It was previously shown that the stability
of oxidized mNT clusters under aerobic conditions is highly
dependent on pH, with a decrease in stability with a more
acidic pH.>** However, we have recently demonstrated that
the presence of O, is a major determinant of mNT cluster
stability, with oxidized mNT being less stable under aerobic
conditions than in the absence of O,."” Thus, we decided to
look at the pH dependence of mNT cluster stability under
both aerobic and anaerobic conditions by following the
absorbance of oxidized holo-mNT at 460 nm over time at
25 °C (Figure 4).>” As previously observed,”*’ cluster
disassembly was clearly pH-dependent under aerobic con-
ditions. We showed that the stability of the oxidized cluster
decreases when the pH is more acidic (Figure 44; T, values
of 2050 + 200, 269 + 69, and 101 + 6 min at 25 °C and pH
6.7, 6.2, and S.8, respectively). Interestingly, under anaerobic
conditions, the oxidized protein remained highly stable even at
acidic pH, with roughly 10% of the clusters lost after 15 h at
pH 5.8 and 25 °C (Figure 4B). Nevertheless, it is worth noting
that this low pH dependence remained even under anaerobic
conditions (T, values of roughly 148, 81, and 50 h at 25 °C
and pH 6.7, 6.2, and 5.8, respectively), but the amplitude of the
dependence is much more limited than under aerobic
conditions (the decrease in the pH from 6.7 to 5.8 induces
decreases in cluster stability of roughly 20- and 3-fold under
aerobic and anaerobic conditions, respectively) (Figure 4A,C).
The data demonstrate that under anaerobic conditions the
oxidized mNT cluster is more stable than under aerobic
conditions and the cluster stability in aerobiosis is highly
dependent on pH (with a decrease in cluster stability at a more
acidic pH), while in anaerobiosis, the pH dependency persists
but is strongly reduced.

To obtain more details about the effect of pH on cluster
vicinity, we used electrochemically induced FTIR difference
spectra to reveal conformational changes occurring in the
protein upon redox state modification. The oxidized minus
reduced difference spectra obtained for different pH values
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Figure 4. Oxidized mNT cluster is highly stable under anaerobic
conditions at 25 °C even at acidic pH. Oxidized mNT cluster loss (20
uM protein) was studied at 25 °C under (A) aerobic or (B and C)
anaerobic conditions and followed by UV—vis absorption spectros-
copy. The pH of the reaction buffer (S0 mM Tris-HCI or Bis-Tris
with 100 mM NaCl) was 5.8 (violet), 6.2 (black), and 6.7 (red). For
the sake of clarity, either representative experiments (A and B) or
average curves with error bars from at least three independent
experiments (C) are presented. The reaction progress for each type of
reaction was calculated as previously described.>

(Figure S1A) revealed a broad differential signal signature that
is very similar to those of other proteins with one or more Fe—
S clusters™ and includes the contributions from the (C=0)
vibration of the backbone, called the amide I signal and seen
between 1680 and 1630 cm™".** The experiments performed
between pH 8.5 and 5.6 were reversible and stable for a
number of redox cycles. At pH 4.8, the signal was lost and
redox reaction was no longer possible. Upon comparison of the
data for different pH values, the intensity of the amide I signal
significantly decreased at more acidic pH values, especially the
signal around 1650 cm™), for the reduced and oxidized forms
(see the dotted line in Figure S1A), which suggests
conformational changes in the protein. At pH 5.6, the
intensities of the signals were significantly reduced. This
could be explained by a larger fraction of the protein without a
cluster at higher proton concentrations withdrawn from the
RedOx reaction.

To identify possible changes in the structure and symmetry
of the Fe—S cluster, Raman spectra were recorded between pH
4.8 and 8.5 (Figure S1B). The samples were in the reduced
state. At pH 8.5, the Fe—S vibrational modes were seen at 321
cm™". Between pH 5.6 and 8.5, the signature was essentially
conserved. At pH 4.8, changes in the intensity ratio were seen,
especially for the signal at 309 cm™’, a shift occurred for the
Fe—S vibrational modes from 321 to 328 cm™!, and the signal
was greatly broadened. Most likely, the symmetry of the cluster
changed because of the loss of at least one ligand. A precise
assignment to a specific vibrational mode is difficult, because
Raman spectroscopic studies of the naturally occurring
Fe,S,(His)(Cys); motif as found in mNT have been described
in only one other protein, a mutant form of the Fe—S scaffold
protein IscU.* In conclusion, the Raman and infrared spectra
both confirm the presence of a [2Fe-2S] cluster between pH
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Figure S. Effect of time and pH on oxidized holo-mNT as monitored by native mass spectrometry. (A and B) Effect of time on the oxidized holo-
mNT oligomerization state as monitored by native mass spectrometry. (A) Full scan native mass spectra of a 20 M injection of oxidized holo-
mNT (top) and after incubation for 1 (middle) and 3 h (bottom) at room temperature under aerobic conditions at pH 6.7. Time-dependent mNT
dimer destabilization into the mNT monomer was accompanied by [2Fe-2S] cluster loss. (B) Close-up of the 7+ charge state of monomeric mNT
at 0 h (top) or after incubation for 1 (middle) and 3 h (bottom). Blue peaks represent holo-mNT, while red peaks refer to apo-mNT. Species
labeled with asterisks correspond to nonspecific sulfur adducts as sulfur was present in excess. (C and D) Effect of pH on mNT oligomerization.

(C) Full scan native mass spectra of a 20 M injection of mNT at pH

6.7 (top) and 5.8 (bottom). pH-dependent mNT dimer destabilization into

the mNT monomer is accompanied by [2Fe-2S] cluster loss. (D) Close-up of the 7+ charge state of monomeric mNT at O h (top) at pH 6.7 (left)

and 5.8 (right) or after incubation for 1 (middle) and 3 h (bottom).

Blue peaks represent holo-mNT, while red peaks refer to apo-mNT.

5.6 and 8.5, but with small conformational changes around the
cofactor.

The Oligomerization State and the Fe—S Cluster of
mNT Are Dynamic and Sensitive to pH. To examine the
effect of pH on mNT in more depth, we next monitored the
effect of time and pH on mNT oligomerization and cluster loss
by native MS. We first studied the dynamics of oxidized holo-
mNT (20 uM) at pH 6.7 under aerobic conditions and room
temperature as a function of time. At time zero, mNT is mostly
detected in its noncovalent dimeric form with a mass of
17502.1 + 0.7 Da, corresponding to two [2Fe-2S] clusters
bound to two mNT subunits (Figure SA, top panel). A minor
ion series corresponding to monomeric holo-mNT with one
[2Fe-2S] cluster (8751.8 + 0.2 Da) is also detected in the
lower-m/z region (Figure SA). Native MS experiments next
revealed that the ratio of monomeric holo-mNT increases with
time (Figure SA, t = 0, 1, and 3 h). Under strictly identical

experimental and instrumental conditions, the relative amount
of monomeric species compared to the amount of dimeric
species was estimated from the native mass spectral intensities
and was shown to increase from 18% at 0 h to 72% after
incubation for 3 h at room temperature. We next focused on
the monomeric region of the mass spectra to have a closer look
at possible [2Fe-2S] cluster loss over time at pH 6.7 (Figure
SB). While holo-mNT is mostly detected at 0 h, signal
intensities of ions corresponding to holo-mNT (blue peak in
Figure SB) strongly decrease over time. In parallel, intensities
of peaks corresponding to the monomeric apo-mNT signal
(red in Figure SB) and its nonspecific sulfur adducts (labeled
with asterisks in Figure SB) strongly increased. These sulfur
adducts could result from binding of released inorganic sulfur
due to cluster destabilization to apoprotein, as previously
described in the case of several other Fe—S proteins.”"** These
native MS experiments unambiguously demonstrate that
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Figure 6. mNT cluster transfer reaction is fast and highly dependent on pH even under anaerobic conditions. mNT cluster transfer (each protein at
20 uM) was performed at 25 °C under anaerobic conditions and followed by either (A) UV—vis absorption spectroscopy or (B) migration on a
16% reducing native gel. The reaction buffer (50 mM Tris-HCl or Bis-Tris with 100 mM NaCl) was at 6.2 (black), 6.7 (red), 7.0 (blue), 7.2
(green), and 8.0 (orange). For the sake of clarity, results of representative experiments are presented. Each experiment was performed at least three
times. To avoid mNT cluster reduction, DTT used for apo-FDX reduction was removed with a Micro Bio-Spin column before performing the
cluster transfer reaction. Reaction progress for each type of reaction was calculated as previously described.** (A and B) mNT cluster transfer under
anaerobic conditions followed by UV—vis absorption spectroscopy and migration of the reaction products after reaction for 16 h on a 16% reducing

native gel to follow the appearance of holo-FDX, respectively. (C) Kinetics of mNT cluster transfer to apo-FDX at pH 8.0 and 37 °C under
anaerobic conditions.
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Figure 7. mNT cluster is highly resistant to H,O, in vitro. Cluster loss reactions with 20 uM protein were performed at 25 °C under anaerobic
conditions and followed by UV—vis absorption spectroscopy. The reaction buffer (S0 mM Tris-HCl or Bis-Tris with 100 mM NaCl) was at pH 6.2
(A, @), 6.7 (A, %), and 8.0 (A, O, and B). For the sake of clarity, results of representative experiments are shown. The reaction progress was
calculated as previously described.”® For panel A, 250 uM H,0, was added to mNT at different pHs. (B) Variable concentrations of H,O, were
added to mNT at pH 8.0. Each experiment was performed at least thrice.

dimeric holo-mNT is destabilized over time into monomeric of holo-mNT, with the dimer becoming less stable at more
apo-mNT with progressive loss of the [2Fe-2S] cluster. acidic pH.

The pH dependency of the oligomerization state of mNT The Speed of the Cluster Transfer Reaction Is Highly
and its cluster disassembly was next investigated (Figure SC). Modulated by pH. We next looked at the effect of pH on the
At 0 b, while mNT is mostly detected in its dimeric holo form ‘f‘bih_ty of (_)xidized hlolo—rnNT.to transfer its cluste'r to apo-FDX
at pH 6.7 (Figure 5C, top panel), the ratio of monomeric to in vitro using UV—vis absorption spectroscopy (Figure 6A) and

migration on a native polyacrylamide gel (Figure 6B) as
described previously.”> O, does not affect the speed of the
cluster transfer reaction but does affect cluster stability.'” For
this reason, we looked at the effect of pH on the cluster
transfer reaction only under anaerobic conditions, which allows
us to follow slow reactions without reoxidation of reduced apo-

dimeric species is fully inverted at pH 5.8 (Figure SC, bottom
panel), highlighting a strong destabilization of mNT dimers
into monomers at more acidic pH values. In addition, cluster
loss was monitored over time at pH 5.8 (Figure SD, right
panel) and pH 6.7 (Figure SD, left panel), highlighting faster

cluster loss at acidic pH. Thus, pH not only affects cluster FDX cysteines. At 25 °C, hardly any cluster transfer was
stability but also has strong effects on the oligomerization state observed at pH 8.0 under anaerobic conditions (Figure 6A,B).
H DOI: 10.1021/acs.biochem.8b00777
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However, the speed of mNT cluster transfer increased as the
pH became more acidic (at 25 °C, T, values of roughly 1800,
810, 100, and 16 min at pH 7.2, 7.0, 6.7, and 6.2, respectively).
Thus, at any pH, the cluster transfer reaction was much faster
than the cluster disassembly reaction under anaerobic
conditions and even under aerobic conditions (compare
Figures 4C and 6A). In conclusion, under anaerobic
conditions, we showed that cluster disassembly is slow and
has a weak pH dependence. In contrast, cluster transfer is
faster and highly dependent on pH around physiological values
with a roughly 5-fold increase in the speed of the reaction for a
decrease of 0.5 pH unit.

Finally, when we increased the temperature of the reaction
mixture to 37 °C, holo-FDX formation due to cluster transfer
from holo-mNT was observed even at pH 8.0 (Figure 6C), but
holo-FDX did not accumulate over time because of its
relatively low stability (competition between formation of
holo-FDX by cluster transfer from holo-mNT and holo-FDX
cluster disassembly at this temperature).

mNT Is Highly Resistant to Hydrogen Peroxide.
Previously, we proposed that mNT uses the cluster transfer
process to repair the Fe—S cluster of the IRP-1/c-aconitase
protein after oxidative stress.'* For such a cellular function, the
mNT cluster has to be particularly resistant to oxidative stress,
so we investigated the effect of addition of hydrogen peroxide
(H,0,) on mNT cluster disassembly in vitro under anaerobic
conditions, conditions for which mNT is stable for hours at
any pH in the absence of H,0,. At pH 8, addition of 250 uM
H,0, did not significantly destabilize the cluster, but H,O,-
induced cluster degradation was observed at pH <7 (Figure
7A). Thus, at pH 6.7, the T, of oxidized mNT cluster
stability was roughly 50 min and decreased when the pH was
more acidic, with a T/, of only 15—20 min at pH 6.2. Finally,
we looked at the effects of the addition of H,O, at different
doses at pH 8 and found that it has to be added at a
concentration of >1 mM to significantly destabilize the cluster
(with 2.5 mM H,0,, roughly 25% of the cluster was lost after
200 min at 25 °C) (Figure 7B). Thus, addition of H,O,
increases the extent of the loss of the mNT cluster, and the
effects increase when the pH is more acidic. However, even at
pH 6.2, high concentrations of H,0, (250 uM, a >10-fold
excess compared to the mNT cluster) have to be used to
significantly decrease the stability of the mNT cluster.

Bl DISCUSSION

We have previously demonstrated that reduced holo-mNT is
extremely stable and its ability to transfer its cluster is
controlled by its own redox state (redox switch).'” In this
study, we pursued this in vitro study of mNT cluster transfer to
a [2Fe-2S] recipient protein using the gold standard cluster
recipient apo-FDX.

In this study, we provide a clear demonstration that the
cluster is directly transferred from holo-mNT to the recipient
apoprotein as previously observed with other cluster transfer
proteins involved in Fe—S cluster biogenesis, such as bacterial
SufBCD,"” SufA,*® IscU,*® and plant GRX.*® This result is
compatible with the current molecular model for cluster
transfer based on a thiol ligand exchange mechanism,*” which
also implies the formation of a complex, at least transient,
between the two proteins as the first step of the reaction. The
formation of such a complex has been experimentally
demonstrated in several cases (bacterial IscA with FDX** or
biotin synthase,”® bacterial SufBCD with SufA,*’ bacterial

NfuA with ACNB,”" GRX from various organisms with IscA’?
or SufA,>® and human mNT with anamorsin'®) or suggested
by analysis of the kinetic data (ISCU with EDX"?). In the case
of NEET proteins, the interaction between CISD2 and FDX
was suggested on the basis of the protein—protein complex
docking model and protein cross-linking.'" Although cluster
transfer is direct, we did not observe the formation of a
complex between holo-mNT and apo-FDX that is stable
enough to be detected by the classic biochemical (pull-down
assays) and biophysical (NMR and native mass spectrometry)
approaches we tried. Thus, the formation of a stable complex
between the donor and acceptor proteins is not mandatory for
efficient cluster transfer, and formation of only a transient
complex seems to be sufficient. The variety of mNT Fe—S
cluster acceptors, including a nonphysiological one, together
with nonmandatory strong protein—protein interactions
between mNT and the cluster recipient protein may reveal
the low substrate specificity of mNT that might thus have the
ability to repair a wide range of Fe—S proteins upon oxidative
stress.

We found that two mNT [2Fe-2S] clusters are consumed to
build one [2Fe-2S] cluster in apo-FDX. Very few similar
studies were performed with other cluster transfer proteins. In
the case of monothiol GRX, which carries only one cluster per
protein dimer, cluster transfer to IscA was stoichiometric.”">*
Conversely, a 3-fold excess of Azotobacter vinelandii IscU was
necessary in the case of cluster transfer to AcnA.* In our case,
holo-mNT is a dimer with one cluster per monomer when
holo-FDX is a monomer and carries only one cluster. Our
results indicate that there is no concerted cluster transfer from
the two subunits of mNT under our experimental conditions.
Thus, we propose that after the transfer of one cluster and
destructuring of the corresponding mNT subunit polypep-
tide'* the remaining holo subunit is cooperatively destabilized
due to intermonomer interactions and quickly loses its cluster,
as proposed recently by molecular dynamics simulation,>*
before being able to give it to another recipient protein. It
might be possible that this low-efficiency cluster transfer could
be just a consequence of the use of a nonphysiological cluster
recipient protein. Moreover, in the case of a transfer to a [4Fe-
4S] cluster recipient protein such as cytosolic aconitase or to a
recipient assembling two [2Fe-2S] clusters such as anamorsin,
we cannot exclude the possibility that the two clusters of
dimeric holo-mNT are transferred in a concerted reaction to
transfer them as [2Fe-2S] clusters (anamorsin) or use them to
build up a [4Fe-4S] cluster (aconitase).

Holo-mNT is extremely resistant to hydrogen peroxide in
vitro compared to other cluster transfer proteins. It is known
that bacterial IscU, the scaffold protein involved in Fe—S
cluster maturation, is less stable than SufB, a protein involved
in an alternative pathway used by bacteria when stress occurs
(T, values of <5 and <10 min, respectively, when 70 equiv of
H,0, was added to the protein at pH 8.0 and 25 °C under
anaerobic conditions).”> Under exactly the same conditions,
the mNT cluster was only slightly degraded by addition of
H,0,. This high resistance of mNT to H,0O, is compatible
with its redox switch behavior and its involvement in the
cellular response after oxidative stress as we proposed
previously."

mNT cluster lability is known to be pH-dependent
(increased lability as the pH decreases) under aerobic
conditions.® The protonation of N, of His87 (pK, of ~6.5)
at low pH is at least partially responsible for this behavior by
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decreasin(g the energy required for Fe—N; bond cleav-
age.*™**%% Clearly, the conserved hydrogen-bonding network
around the mNT cluster also contributed to this pH
sensitivity.”’ Interestingly, we confirmed the strong pH
sensitivity under aerobic conditions and found that mNT is
much less sensitive to pH under anaerobic conditions. Thus,
pH only slightly affects the inherent stability of the mNT
cluster but does strongly modulate its sensitivity to O, (or to
related derived species).

Our studies reveal that pH also affects the dimerization of
the protein, with the dimer being less stable at acidic pH.
Interestingly, structural analysis has shown that even if mNT
dimerization is mainly mediated by hydrophobic interactions,
the dimer interface is stabilized by interprotomer hydrogen
bonds between His58 and Arg73 and the presence of two
buried water molecules.”® Thus, the mNT dimer is less stable
at acidic pH. NMR studies revealed only two structural protein
states involving either the dimeric folded holoprotein or the
unfolded mNT resulting from cluster loss. The current NMR
data"* suggest that several resonances are invisible around
cysteine residues in the unfolded state. Hence, it is highly
probable that the unfolded state seen by NMR can be bound
to iron—sulfur species or in the apo form with intermediate
exchange-induced line broadening. Native MS studies suggest
that mNT might exist as a dimeric holo-mNT form or as
monomeric holo- or apo-mNT forms. We can conclude that
mNT monomers do not exist with a stable three-dimensional
fold and might rapidly unfold, while keeping or losing the
ability to bind iron—sulfur species.

The cluster transfer reaction is also clearly pH-dependent
under anaerobic conditions. In the cluster transfer molecular
model based on thiol ligand exchanges, the first Fe—ligandg,p,,
has to be broken to form the first Fe—ligand,eptor- Thus, the
Fe—Nj; bond (His87) has to be attacked by a thiol group of the
recipient protein to initiate cluster transfer instead of an
exogenous O, molecule as for cluster stability under aerobic
conditions. If this bond is extremely stable (the case of the
H87C mutated form with a cluster fully coordinated by
cysteines), it cannot be broken by O, or by a thiol group of the
recipient protein, and this form cannot lose or transfer its
cluster. For the WT form, when the pH is more acidic, the
bond between Fe and Ny (His87) is more easily broken by O,
or by a thiol group of the recipient protein due to protonation
of the histidine but also probably due to modification of the
hydrogen bond network around the cluster.*” Then, at acidic
pH, the cluster is less stable under aerobic conditions and more
easily transferred to a recipient protein regardless of the
presence of O,. In conclusion, this pH sensitivity allows mNT
to regulate very finely its ability to transfer its cluster as a
function of pH. This property differentiates mNT from other
cluster transfer proteins such as IscU, whose conflicting
coordination of its cluster by two residues (D39 and H10S in
Escherichia coli IscU) seems to induce cluster instability.””

The cytoplasmic pH (pH;) has been implicated in the
control of several vital cellular functions and cell fate. In resting
cells, pH; is tightly and dynamically regulated to near neutral
values (7.0—7.2) and some cellular events can affect this
intracellular acid—base homeostasis.”® Thus, early apoptotic
events induce rapid cytosol acidification to pH 6.3—6.8
followed by cytochrome ¢ release and optimal caspase
activation.”® Conversely, invasive tumor cells have a more
alkaline baseline pH; around 7.2—7.8 that protects them from
entering the apoptotic cascade.”’ Finally, large pathophysio-

logical acid—base disturbances have also been observed in
heart diseases such as myocardial ischemia,’" in the early stages
of tumorigenesis, and in neurodegenerative diseases, including
Alzheimer’s and Parkinson’s diseases.’* Thus, the results of our
in vitro studies demonstrate that the ability of mNT to transfer
its cluster is very sensitive to pH below pH 7 when more
alkaline pH values seriously impair it. We propose that mNT
could act not only as a redox switch but also as a pH; sensor
that may control some cellular pathways in response to
physiological variations in cellular pH. Thus, when pathophy-
siological conditions such as cancer or neurodegenerative
diseases would dysregulate cellular pH; homeostasis, the pH
regulation of mNT would be disturbed. Finally, voltage-
dependent anion channel type 1 (VDAC1), which is a crucial
channel for mitochondrial metabolism regulation and is
involved in the early steps of apoptosis, is also known to be
sensitive to cytosolic pH, variation.”> We demonstrated
recently that depletion of the endoplasmic reticulum-localized
NEET protein CISD2 leads to C-terminal cleavage of
VDAC1,®* results that established a functional link between
VDACI and CISD2, a potential interactant of mNT.*’

B SUMMARY AND CONCLUSIONS

It was demonstrated before that mNT is an Fe—S protein
capable of transferring its cluster to repair stress-damaged Fe—
S proteins. This cluster transfer is clearly under the control of
the redox state of mNT’s cluster (redox switch). Here we
demonstrated that mNT is a highly stable Fe—S cluster to
H,0, compared to other known Fe—S cluster proteins.
Moreover, not only the cluster stability but also the protein
dimerization and, maybe even more importantly, the ability of
mNT to transfer its cluster are finely regulated by the pH
around physiological pH values. We propose that mNT may
act as a pH sensor to regulate cellular pathways in response to
oxidative stress and cellular pH variations.
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CHAPITRE 2 : CARACTERISATION PAR MS NATIVE ET
IM—MS NATIVE D'UN COMPLEXE DE HAUTS POIDS
MOLECULAIRE : LE COMPLEXE NIUAF.

1. Contexte de I'étude.
Chez les bactéries dans les mitochondries, la 8gattle groupements Fe-S est essentielle au maintien
de nombreuses fonctions biologiques comme I'honaéastdu fer, la respiration ou la production
d’énergié®?°(chapitre 1) et est dirigée par une machinerissmblage appelée ISC pinan-Sulfur
Cluster. Cette machinerie d’assemblage permet la syntheBesertion de centres Fe-S dans des
protéines réceptricespo. Plusieurs protéines sont impliquées dans la madiei ISC et forment un
complexe de 5 partenaires protéiques dont la stmeéhiie et le réle de chacun ne sont pas clairement
élucidés. Parmi ces 5 partenaires, la protéine 186tUa protéine échafaudage qui permet de capter
les centres Fe-S. La protéine NFS1 est une enzyoysteine désulfurase qui permet a la machinerie
de s’approvisionner en soufre a partir de L-cystgaar son intermédiaire. Elle constitue le cceur du
complexe d’assemblage Fe-S avec la protéine ISDi tanule I'activité de NFS% et la protéine
ACP impliguée dans la synthése d’acide #tdsa derniére protéine impliquée est la frataxir¥N).
Son role n’est pas clairement identifié mais eienble indispensable au bon fonctionnement de la
mitochondrié®?4 En effet, les personnes atteintes d’une taretggmeéinduisant une sous expression
de cette protéirfésont victimes de perte d’équilibre, d'une mauvaiserdination de leur mouvement
et de problémes cardiaques dus a une affectiomgérdes nerfs et des muscles et en particuliered’u
hypertrophie du ventriculaire gauche. Cette maleatie est nommée l'ataxie de Friedréfadt affecte
1 personne sur 50,000 en France. L’assemblage mplere NIUAF incluant la frataxine (NFS1,

ISD11, ISCU, ACP, FXN) et le role de chaque paiitensont encore mal connus aujourd’hui.
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2. Objectifs de I'étude.
Dans ce contexte, en collaboration avec I'équip®duBenoit D’Autréaux (12BC, UMR 9198, Paris-
Sud), les objectifs de mon travail ont été :
- ldentifier les masses des protéines partenairesaior le complexe NIUAF par MS
dénaturante.
- Déterminer la stoechiométrie du complexe NIUAF p& Mtive et suivre les changements

conformations au cours de son assemblage par IMyliSe.

3. Résultats.

3.1. Caractérisation de 'état de la protéine ISCU.

Avant de caractériser le complexe NIUAF entier, yérifié la fixation du centre Fe-S en conditions
natives sur la protéine ISCU (figure 11). Deux rilisttions d’états de charge sont observées en MS
native : une centrée sur I'état de charge 13+ spmedant a ISCU apo sous forme partiellement
dénaturée et la seconde centrée sur I'état de eargorrespondant a des proportions équivalentes
de formes ISCU apo (14614 £+ 1 Da, masse théorig6&é@. Da) et ISCU holo (14792 £+ 1 Da, masse
théorique 14792 Da) structurées. Les masses maspeémettent de mettre en évidence la fixation
d’un centre 2Fe-2S sur ISCU (+176 Da).

13+ 7+
1125.2 2088,7  2144,1 @ [SCUNT + [2Fe-25]
. 14792+ 1 Da (=+176 Da)
a) MS native
ISCU WT

14614 =1 Da (14616 Da)

MJLLLLL L,J{NLU

13+
b) MS dénaturante sy @

@ scuwr
14614 = 1 Da (14616 Da)

\ A
I | I I | I I I

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 m/z 4000

Figure 11 Fixation d'un centre 2Fe-2S non covalent obseeréeonditions natives, ISCU est infusée a 10 uM
dans un tampon AcCONH.0 mM pH 8,0. Vc :40V, Pi : 6 mbar (a). Spectramiesse d’hololSCU en conditions
dénaturantes, ISCU est infusée a 2 uM dans un tab@N/H20/HCOOH, 50/50/1,viviv. Vc : 40V, Pi: 1,7

mbar. (b). Expériences réalisées sur le Synapt G2.
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3.2. Caractérisation du complexe NIUAF par MS dénatrante, MS native et IM-MS

native.

3.2.1. Caractérisation du complexe NIUAF par MS dénaturane.
Les masses des différentes protéines impliquées ldanomplexe ont été estimées a partir d’'une
expérience de LC-MS réalisée directement sur lgpbexe NIUAF copurifié (figure 12). De nombreux
pics sont présents et sont partiellement coélugsLéamasse majoritaire de chaque espéce a été
mesurée en vue de la caractérisation du compleXdpaative. La protéine ISCU (pic 1) est observée
majoritairement doublement persulfurée avec unesends 14 679 £ 1 Da. ISD11 (pic 2) et FXN (pic
4) sont observées sous une seule forme avec resmeent une masse de 10724 + 1 correspondant a
la masse théorique 10 723 Da (sans sa méthioniee) dt une masse de 14 411 + 1 Da correspondant
a la masse théorique de 14 410 Da. Les protéin&-NEt ACP (pics 3 et 5) sont observées sous de
multiples formes dont les masses sont difficilemmeisurables en raison de la coélution des pics
chromatographiques. La gamme de masse de chacees deux protéines a tout de méme été évaluée
en mesurant la masse minimale et la masse maxwobakyvées (12b, *) afin d’estimer leur taille en

vue de la caractérisation par MS native.

a) Chromatogramme (UV 214 nm)

Intensité
w
(3.}

e el

Temps (r:in)

b) B I'Y::ssséec':;s;:_m:; Attribution proposée
P P J (masse théorique)
(Da)
1 14679 £ 1 ISCU-S(S),H (14 678 Da)
2 10724 1 ISD11 (10 723 Da)
3 44-49 000 * NFS1 ? (46 500 Da)
4 14411 £1 FXN (14 410 Da )

5 9 080-9 120* ACP ? (8 508 Da)

Figure 12 Analyse LC-MS du complexe NIUAF. Chromatogramnetableau des masses mesurées. La
séparation a été réalisée a 60°C sur une colonmelg@8BEH300, C4, 3,5 um, 2,1 x 150 mm (Waterdg et
spectrométre de masse utilisée était le micrOTOR3IQnditions chromatographiques : 1°) gradient :
augmentation de la proportion d’ACN de 20 a 60 %2@min (gradient), 2°) lavage de la colonne : & B0

% d’ACN, 3°) rééquilibration a 20% en ACN pendabtiin. Les conditions chromatographiques ont égemi

au point par le Dr. Jean-Marc Strub.
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3.2.2. Caractérisation du complexe NIUAF par MS native.
MS native : La caractérisation par MS native du complexe NIUABermis d’observer deux espéces
sur le spectre de masse : un complexe de 190 @9603a (figure 13a) qui peut correspondre a une
stoechiométrie d’interaction (NIUAEgt la FXN libre (figure 13d). Cette staechiométhiecomplexe
était, au commencement de notre étude, inconnue phasieurs articles avaient rapporté I'existence
de sous-complexes : les sous complexes?N&d NIUFP®2, Les masses mesurées en conditions
dénaturantes pour les protéines NFS1, FXN, ISDHIC# et la masse mesurée en conditions natives
pour ISCU-[2Fe-2S] permettent d’estimer la masseaaplexe (NIUAF) comprise entre 186 kDa
et 196 kDa. Cette gamme est en accord avec la rdassemplexe mesurée en MS natiwéq1 kDa).
Top down MS : A des tensions de cone Vc plus élevées, la dis$oci progressive du complexe
(NIUAF): en différents sous complexes de 134 kDa, 175 kD&% kDa (figure 13d-f) est observée
de maniére concomitante avec I'éjection d'ISD1dufe 13a-c).es deux signaux protéiques observés
dans la région 9000-10000 m /z avec des masseFba + 66 Da et 175335 £ 359 Da sont
respectivement attribuables au complexe (NIUAdy)ant perdu une unité d’ISD11 (190696-10724=
179 972 Da) et une unité d'ISCU (190696-14649=176@K) ou une unité FXN (190696-
14411=176285 Da). Le complexe de 134 kDa observélssuégion 5000-6000 m/z pourrait
correspondre a différentes combinaisons de souplears et ne peut étre identifié formellement. En
cas de perte d’'une protéine ISD11 (dissociatioma&syque), la masse attendue serait de 179972 Da
environ (190696-10724) or la masse mesurée es3&74 Da soit une différence d’environ 46 kDa.
Cela pourrait correspondre a I'éjection d’'une preeédNFS°. La protéine NFS1 n’est cependant pas
observée sur le spectre de masse.

7+ FXN libre 14 411 + 1 Da 2
30+ 29+ Complexe (NIUAF),

a) d) 190 696 + 11 Da
6+ 2

B W

7+

FXN libre 14 411 + 1 Da 28+ Complexe (NIUAF),
b) e) 30+ , 190310:28Da

N

13387415Da?  Dissociation 179 456 * 66 Da : complexe (NIUAF),

24+ du complexe (NIUAF), -IsD11
23+ ‘\ 175 335 + 359 Da: complexe (NIUAF),

-ISCU ou FXN
19%0ﬂ8}9+ 1748+

+
c) FXN libre 14 411 + 1 Da f)

10+ " 84 6+ ISD11libre 10 723+ 1Da
ot ISCU persulfurée 14649 + 1 Da
7+ |9+ |8+ |7+
] 1 L
1 T T

T I I 1 T I T T T 1
1000 1500 2000 2500 3000 3500 M/Z 4000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 M/Z 10000

Figure 13 Analyse MS native du complexe (NIUAR différentes tensions de source de haut en bagic

V, 120V & 200 V. La pression en source est maiméed 6 mbar et le débit de gaz en trap est fixén&/min.
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Les spectres a-c et les spectres d-f correspondepectivement a la gamme m/z associée aux pretéine

monomeériques libres (1000-4000 m/z) et a la gamiizeassociée au complexe (NIUAR®000-10000 m/z).

Afin d’augmenter la résolution expérimentale esamieux évaluer la stoechiométrie d’interaction de
ces protéines, plusieurs perspectives peuvenegplerées :

- il faudrait augmenter la pureté du complexe lor§é&tape de purification.

- il serait intéressant de pouvoir caractériser €asslage progressif du complexe en
commencgant par caractériser des sous-complexes.

- Le nouvel instrument Q-Orbitrap haute résolutictuellement développé par Thermo Fischer
pourrait permettre d’accéder a des résolutions raxpétales supérieures a celles de notre
instrument Q-TOF. De plus, cet appareil pourraityptre de réaliser des expériences de Top
down sur le complexe (NIUAFE)et ainsi de caractériser I'éjection successivesake sous-

unités.

3.2.3. Caractérisation du complexe (NIUAF» par IM-MS native.
Afin d’évaluer la conformation de ce complexe hétfne, nous avons réalisé des expériences de
mobilité ionique (figure 14). Les ATDs mesurées ane allure gaussienne (figure 14b) laissant
supposer la présence d’'une seule conformationo®é gera discuté ultérieurement dans la conclusion
du chapitre. L'étalonnage a été réalisé en utitigaris étalons de masse encadrant la masse du
complexe (NIUAF): la concanavaline A~(103 kDa), I'alcool déshydrogénaseld8 kDa) et la
pyruvate kinasex(233 kDa) selon le protocole décrit par Bush ef26110}°. Les expériences ont été
réalisées en triplicata analytiques le méme joar: ¥0V, Pi : 6 mbar, QHe/N2 : 120/60 mL/min, Trap
CV:4V,trap gas : 5 mL/min, WV : 800 m/s and VHEIO V. Les CCS expérimentales ainsi mesurées
sont comprises entre 80,5 + 0,1 nm2 pour |'étatldege 26+ (le moins chargé) et 88,4 £ 0,1 nm?2 pour
I'état de charge 31+ (le plus chargé). Les CCS aumjemt de maniére linéaire avec I'état de charge et
la CCS expérimentale de I'ion 26+ (80,5 £ 0,1 nifi®)n le plus natif est trés proche de la CCS pieed
a partir de la masse du complexe (80,7 nm?). Geatigarité permet de supposer que le complexe peut

adopter une conformation globulaire lors de noserpces de mobilité ionique.
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a) b)
31+ 30+ 29+ 28+ 27+ 26+
) 1
N
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7000 = 08 /
£
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m/z (=
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6000 c
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£
0
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5000 .
10 12 14 16 18 20 Temps de dérive (ms)
Temps de dérive (ms)
< CCS expérimentales (nm?)
C) 91.0 d) Etat de charge (2) Moyenhe® ecartype
89.0 Rz = 0.997_1,1 26 80,5 +0,1
—~ 870 = 27 82,3+0,1
£ -
£ 850 - 28 84,1+0,1
n
8 83.0 29 85,7 +0,1
= 30 87,0 0,1
81.0 31 88,4 +0,1
79.0 CCS estimée a partir de la masse du complexe * (nm?)
25 27 29 31 80,7
Z

Figure 14. Caractérisation par IM-MS native du complexe (NR),. (a) Les temps de dérive de chaque état de clirgomplexe sont mesurés. (b) La
distribution du temps de dérive de chaque étahdege est extraite, chagque état de charge esti@sson temps de dérive qui lui est propre. (c}dl@nnage
réalisé permet le calcul des CCS des ions du comgeIUAF),, les CCS suivent une droite linéaire en fonctien’état de charge. (d) Tableau des CCS

expérimentales moyennes mesurées sur un tripleytigue. La CCS estimée a partir de la massa @)é calculée en considérant le complexe (NIUAF)

comme sphérique selon I'équatté@CS=2,435 x M-
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4. Conclusions.
La caractérisation par MS native du complexe NIUABermis de suggérer la présence d’'une
stoechiomeétrie d’interaction (NIUAEHui a été confirmée en mars 2019 par I'obtentiertad
structure du complexe entier par cryo-EM (artictan rpublié?). En MS native, la qualité
spectrale observée n'est pas suffisante pour étils ambiguité cette stoechiométrie ni pour
observer la présence ou non du centre Fe-S surotgime ISCU lorsque celle-ci est en
complexe. Les pistes pour améliorer la résolutmmt aujourd’hui nombreuses :

- Optimiser la purification pour obtenir un échauwtillplus homogéne.

- Utiliser un instrument de haute résolution de t@p©rbitrap récemment développé
pour réaliser les expériences de MS native et ageisdes expériences de Top Down
afin de caractériser I'éjection successive ou contamte des différentes sous unités
protéigues et petites molécules impliqguées (ceR&eS, cofacteurs, etc) dans le
complexe.

- Poursuivre la caractérisation de sous-complexeM@anative.

- L'utilisation de la SEC couplée a la MS native paiirétre un atout dans ce projet. En
effet, elle permettrait de séparer en solutiorplegéines libres du complexe (NIUAF)
et sa capacité a supprimer efficacement les addoitscovalents aspécifiques pourrait
permettre d’atteindre de meilleures résolutions éexpentales sans utiliser un

instrument de type Q-Orbitrap.

Concernant la caractérisation par mobilité-ionideg,CCS du complexe (NIUAEDNt pu étre

déterminées et ont permis de mettre en évidengerdaence d'une seule conformation.
Cependant, la résolution limitée de la technold§MMS ne permet que rarement la distinction
de changements de conformation fins (<596§3° qui pourraient étre induits par exemple par
la présence ou I'absence du centre 2Fe-2S. Le ehaamg de CCS induit par la fixation de ce
petit groupement (+176 Da) sur le complexe (NIUA@PO kDa) serait de I'ordre de 0,1% et
indétectable par le systeme utilisé. Une cellulgdaesolution de mobilité ionique circulaire a
récemment été développée par la société Whterpourrait étre testée afin d’élucider cette

gamme de changements conformationnels.

5. Valorisation.
L’analyse d'ISCU et la détermination du centre FenBété intégrées dans un article en révision

dansNature Communications.
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CHAPITRE 3 : APPORT DU COUPLAGE SEC MS/IM-MS
NATIVE POUR LA CARACTERISATION DE
L'INTERACTION GACS/RETS.

1. Contexte de I'étude.
La protéine GacS est une protéine impliquée dafwsr@ation du biofilm bactérien responsable
de linfection aPseudomonas aerugino$aC’est une histidine kinase (HK) qualifiée de
protéine senseur dans les mécanismes de signatisailulaire et a a ce titre la capacité de
s’autophosphoryler sur un résidu histidine suitan& interaction avec 'AT®. GacS est
enchassée par son c6té N-terminal dans la memimanee deP. aeruginosavia deux hélices
transmembranaires (représentées en violet, figbyaeliées par une domaine périplasmique
(noté en rouge) recevant un signal externe (coret@mnt en nutriments, température). La région
cytoplasmique de GacsS est bien plus longue etgieaiiécoupée en 4 domaines distincts :
- le domaine HAMP qui relie la seconde hélice tramaim@naire aux autres domaines,
domaine responsable de la transduction du signabfé en vert).
- les domaines phosphotransmetteur et phosphoreceapactivement notés H1 (annoté
en orange) et D1 (annoté en bleu)

- le dernier domaine H2 est le domaine histidine phosansfert.

>— Membrane

HAMP

[ Région
D1 ! cytoplasmique

C-ter —

N-ter

Figure 15 Représentation schématique de GacS insérée aansrhbrane interne deseudomonas

aeruginosa
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Sa capacité a interagir spécifiquement et direaté@meec une autre histidine kinase la protéine
RetS a récemment été déditdRetS pourrait réguler I'état de phosphorylatienGacs.

Ce mécanisme exact d’'interaction entre GacS et 8st&ncore mal connu : deux hypothéeses
ont été faites dans la littératéfe ces protéines homodimériques forment soient des

hétérodimeres soient des oligomeres de plus grdailes.

2. Objectifs de I'étude.
En collaboration avec I'équipe du Dr. Florence \ént(AFMB, UMR 7257, Marseille), nous
avons essayé de répondre a cette question en@#anct par MS native différents construits
de la protéine GacS soluble (sans son domainentiembranaire et sa région périplasmique)
et un construit de la protéine RetS soluble expesret purifiées chez. coli. Nous avons fait
le choix de caractériser ces protéines tronquéekeudepartie N-terminale insérée dans la
membrane afin de faciliter leur extraction et |learactérisation par différentes approches
biophysiques telles que la cristallographie (réalipar le Dr. Firas Fadel) et la MS native

(réalisée par moi-méme).

3. Résultats.
La mise au point des conditions MS a été réalisagtidgsant les construits RetSH1 et GacSH-
H1 construits. Le construit GacSH-H1 est compos§uament du domaine HAMP et du
domaine H1, les domaines D1 et H2 étant tronqués.

3.1. Caractérisation des protéines par MS dénaturdan.
L’homogénéité des construits RetS-H1 et GacS-H-Etéa&valuée par MS dénaturante (figure
16). La protéine RetS-H1 est majoritairement ob&ergous forme WT avec une masse
expérimentale de 27515,3 + 0,1 Da (masse théo2dt&5,3 Da). Deux autres espéces sont
observées avec des ajouts de masse de +178 Da8&bDazorrespondant respectivement a une
gluconoylation et & une phosphogluconoylation. @esdlifications sont bien connues chez les

protéines exprimées ch&z coli et ont déja été décrites
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22+
A 12517

a) 22+
A 275153+0,1Da: RetS-H1 WT A 12598
\ 276935+ 0,1Da : RetS-H1 WT + glu (+178Da)
A 277737+0,2Da: RetS-H1 WT + glu + phos (+80 Da) ”
+
26+
l[ Lt 1249,3
b
) @  32457,1:0,1Da: GacSH-H1 WT 26+
@  327324:0,1Da: GacSH-H1 WT (+275Da) @12509
r | | | | | | |
“ 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290
m/z
b
I I I I I
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Figure 16. Caractérisation des protéines RetSH1 (a) et Gad5kb) par MS dénaturante. Un zoom
sur un état de charge (1220-1290 m/z) est propiisée visualiser les différentes espéces présentes

pour chaque protéine. Vc : 40 V, Pi : 2 mbar, eignees réalisées sur le Synapt G2.

3.2. Caractérisation des protéines par MS native éM-MS native.

3.2.1. Analyses en MS native (introduction directe).
L'état d'oligomérisation de chaque protéine a emsu@té caractérisé par MS native en
introduction manuelle dans deux conditions de tampme concentration en AcOMide 150
mM pH 7,0 et une concentration en AcCONt¢ 500 mM pH 7,0. En effet, a 150 mM AcONH
la protéine RetSH1 (figure 17a) est majoritairemehtervée sous forme monomérique
structurée et un signal large attribuable a soredinest observable (accolade figure 17). Dans
les mémes conditions, GacSH-H1 n’est pas obserfigerd 17b), seules des protéines
contaminantes d’environ 15 et 30 kDa sont détect@Bs de favoriser la stabilité de ces
protéines, nous avons décidé d’augmenter la faoeuie du tampon a 500 mM. Dans les
mémes conditions MS, la forme dimérique de RetS$iimsi mieux maintenue (figure 17c)
et les formes monomériques et dimérique de GacSKearflobservables (figure 17d) bien que
la forme dimérique reste minoritaire. Outre la pr&® de ces signaux attribués a des protéines
correctement repliées, des signaux correspondades arotéines partiellement dénaturées sont
observées sur les régions 1000-25000 m/z de clsgpotre.
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AcONH, 150 mM pH 7.0 AcONH, 500 mM pH 7.0
a) 10+ C) /\

RetSH1 10 uM

/\ RetSH1 10 uM

27 515,3+ 0,1 Da: RetSH1 monomére 27 515,3 + 0,1 Da: RetSH1 monomére

7+

b) d) 11+

GacSH-H1 10 yM

10+ GacSH-H1 10 yM

8+ 11410+ 29755,7 + 0,1 Da: contaminant 32 458,2+ 1,6 Da: GacSH-H1 monomeére
6 9 14936,8 + 0,1 Da : contaminant 12+ 64 912,4 £ 0,9 Da : GacSH-H1 dimere
9+ 16+
17 15+
T T T T T T T 1 T T T T T 1 T 1
1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
m/z m/z

Figure 17. Caractérisation des protéines RetSH1 et GacSHarMS native en infusion directe a deux
forces ioniques différentes aprés un dessalage ehanlaide de deux mini colonnes de gel filtration
avec un seuil de coupure de 7 kDa. Les spectrasadse ont été obtenus dans les conditions suivantes

Vc: 40V, Pi: 6 mbar, trap gaz : 5 mL/min.

Les protéines ont donc été incubées dans le tariPOmMmM AcONH pendant une heure a
température ambiante dans une stoechiométrie lislapalysées dans les mémes conditions
MS. Un spectre de masse tres complexe (figure &B)letenu. Trois zones peuvent étre
distinguées :

- la premiere, entre 1000 et 2500 m/z corresponcpanbéines partiellement dénaturées.

- la seconde entre 2500 et 3500 m/z correspond arnla des protéines GacSH-H1 et
RetSH1 dans un état natif.

- la troisieme correspond a la zone des protéinegritjoes. Dans cette derniére zone,
outre la présence de 'homodimere RetSH1, une egpéaforitaire correspondant a une
masse de 60150,9 + 1,2 Da est observée et ediuattria I'hétérodimere GacSH-
H1/RetSH1 gluconoylé (masse théorique 60150 Da)n@abreuses autres especes
sont visibles et correspondent aux différentes iptisds d’hétérodiméres entre les
formes GacSH-H1 WT, GacSH-H1 WT +275 Da, RetSH1 VRE{SH1 WT +
gluconoylation et RetSH1 WT + phosphogluconoylatibes dimeres ne sont pas
majoritaires sur les spectres de masse, cela edialpement di a des facteurs

d’ionisation différents entre monomeres et dimeres.
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14+

55032,1 £ 2,5 Da : RetSH1 dimére
15+ 60150,9 £ 1,2 Da: GacSH-H1/RetSH1
hétérodimeére
14+

Zone des monomeres

Protéines
mal repliées

Zone des dimeéres
4400 m/z
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1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 mleOOO

Figure 18 Caractérisation du mélange RetSH1 et GacSH-H1M#&mative en infusion directe a
[AcCONH,4] :500 mM. Les spectres de masse ont été obtenus dans ldisi@mn suivantes : Vc :40 V,

Pi : 6mbar, trap gaz : 5 mL/min. Les pics non aésaont des combinaisons d’homodimeres RetSH1
et hétérodimeres GacSH-H1/RetSH1 avec les modditatdétectées en conditions dénaturantes
(gluconolyation, phosphorylation, ainsi que la nfiedtion covalente +275 Da). De plus des adduits
non-covalents de +60 Da sont observeés, cet ajoudse ne correspond pas a I'ajout d'ions magnésium

dans les milieux de culture des deux protéines fauariser leur autophosphorylation.

En conclusion, la formation de I'hétérodimére dstble dans ces conditions expérimentales
mais l'intensité des espéces dimériques restesfaitalir plusieurs raisons. Les monomeres sont
préférentiellement ionisés par rapport aux espeéldeeriques (efficacités d’ionisation des
monomeres supérieures a celles des dimeres) &rréistion hydrophobe régissant l'interface
dimérique des deux protéines ne favorise pas santiera en phase gazeuse. De plus, la
présence dadduits et de différentes modificatiopest-traductionnelles affecte

particulierement la qualité spectrale sur la zoee dimeéres.

3.2.2. Analyses en SEC-MS native.

Face a ces difficultés pour la caractérisation 'détérodimére GacSH-H1/RetSH1 et au
développement récent du couplage SEC-MS native [puwaractérisation de complexes

multiprotéique®*-*® et 'analyse d’anticorps monoclonat/¥®®, jai évalué son potentiel dans le

cadre de ce projet.

Trois pics correspondant aux especes majoritaitteadues (homodiméeres de GacSH-H1 et
RetSH1 + hétérodimere GacSH-H1/RetSH1) sont obsené?2 min, 6,7 min et 7,8 min sur le

chromatogramme SEC. Les deux premiers pics ne pastséparés a la ligne de base,

probablement due a une faible différence de masse ees deux espéces.
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Pic 1

T |
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Figure 19 Séparation SEC du mélange GacSH-H1/RetSH1, legipes ont été incubées en
stcechiométrie 1:1 & une concentration de 100 uhig® une heure a température ambiante puis
injectées sur le systeme SEC. La colonne utiligé& éne colonne Acquity BEH SEC (Waters,
Manchester, UK) avec les dimensions suivantes x4,60 mm (diamétre et longueur de la colonne),
1,7 um (taille des particules) et 200 A (taille geses). La phase mobile utilisée était AcQNIGO mM

pH 7,0 avec un débit de 0,25 mL/min de 0 a 4 mimdgst pas dirigé vers la MS, de 4 & 10 min leidéb
est ralenti & 0,10 mL/min et le flux dirigé versM&s pour la détection des espéces. Enfin de 10 a 12
min, le débit est augmenté a 0,25 mL/min et le #akdirigé vers un bac de récupération : cetigeéta

permet I'élimination des sels non-volatils contedass les tampons de purification.

L’analyse par MS native a permis une attributios desses pour chacun des pics (figure 20).
Les pics 1, 2 et 3 sont respectivement attribu8aéSH-H1 sous forme dimérique (spectre a),
a I'hétérodimere GacSH-H1/RetSH1 (spectre b) e¢t&SR1 sous forme dimérique (spectre c).
L'ordre d’élution SEC est bien respecté car I'egpée 65 kDa est éluée la premiere (GacSH-
H1 dimérique), puis la seconde espéce eluée étéfddimere d’environ 60 kDa et la derniere
espéece est ’lhomodimére RetSH1 de 55 kDa. La guadis spectres obtenus en couplage SEC
est tres supérieure a celle des spectres acqungreduction directe montrant ainsi I'efficacité
du dessalage par SEC (suppression des adduitsovafents). De plus, la proportion d’espéeces
dimériques détectées sur le spectre de masseessiupéerieure en SEC-MS introduction
directe, ce qui pourrait étre di a la séparatiacedpeces en solution qui permet de diminuer
les biais liés a la compétition a I'ionisation. lteasions appliquées en source, trap et les débits
de gaz au sein du spectrométre de masse en co&#ayet en infusion directe sont identiques.
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A . a GacSH-H1 homodimére
64 913,3 Da (masse théorique)

Pic 1

GacSH-H1 monomére
32 456,6 Da (masse théorique)

: a GacSH-H1/RetSH1 hétérodimére
59 971,9 Da (masse théorique)

GacSH-H1 monomére
32 456,6 Da (masse théorique)

50 a2 RetSH1 homodimeére
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Pic 3

7.8 min RetSH1 monomeére

27 515,3 Da (masse théorique)
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Figure 20. Caractérisation successive des homodiméres khétérodimére RetSH1/GacSH-H1 par

MS native en couplage SEC. Les spectres de masétémbtenus dans les conditions suivantes : ¥c :4
V, Pi : 6mbar, trap gaz : 5 mL/min. Les pics nana@tés sont des combinaisons d’homodiméres RetSH1
et hétérodiméres GacSH-H1/RetSH1 avec les modditatdétectées en conditions dénaturantes

(gluconolyation, phosphorylation, ainsi que la nfiedtion covalente +275 Da).

3.2.3. Analyses en SEC-IM-MS native.

«» Détermination des CCS.

Afin d’évaluer la conformation de I'hétérodiméredSal-H1/RetSH1 ainsi formé et pouvoir la

comparer aux homodimeres, j'ai utilisé la mobildgique couplée au systeme SEC-MS native
mis en place pour mesurer les CCS de chaque ed@x€CS de I'hétérodimeére sont, d'apres
mes mesures, intermédiaires entre celles mesuoéedgs construits homodimériques GacSH
et RetSH1 (figure 21a). Pour I'état de charge {fgure 21b), les CCS mesurées sont
respectivement de 39,1 £ 0,1 nm?, 37,9 £ 0,1 nn3%& + 0,1 nm? pour les diméres GacSH-
H1/GacSH-H1, GacSH-H1/RetSH1, et RetSH1/RetSHIcl@&sement et les valeurs absolues
sont en accord avec les CCS prédites a partir deakse des complexégreprésentées en

figure 21a par une astérisque).

190



a) 46.0 b)

Especes

44.0
42.0

40.0

CCS (nm?)
&
o

36.0
34.0

320

13 14 15 16 17 18 19 20
Etat de charge (2Z)

Etat de charge (2)

15
16
17
18
19
15
16
17
18
14
15
16
17
18

CCS (nm?):
moyenne * écart-
type (triplicat)
37,6 +£0,1
39,1+0,1
40,5+0,1
424 +0,1
443 +0,1
36,5+0,1
379+0,1
39,8 £0,1
41,7+0,1
339+0,1
353 0.1
373 +0.4
39,4 +0,1
40,9 +0,1

Figure 21 Mesure des CCS des homodiméres et de I'hétérodirt@® Evolution des CCS en fonction

de la charge. (b) Tableau détaillant les CCS mesuypéur chaque état de charge. L'étalonnage a été

réalisé en utilisant la concanavaline A comme ppmetééférenc¥.

% Comparaison aux données cristallographiques.

Les structures cristallographiques des deux homedisnayant été obtenues par le Dr. Firas

Fadel (non montrées pour des raisons de confidiédtig'ai pu calculer les CCS de ces

structures in silico en utilisant deux algorithmes différents: la nogkd Projection

Approximation (PA) et la méthode Trajectoire (TMes méthodes sont décrites plus en détails

en partie 1 du manuscrit.

» Concernant le dimére RetSH1, les algorithmes drukalProjection Approximation »

et « Trajectory Method » permettent d’observer@€S nettement différentes : la CCS

estimée avec la méthode PA (33,0 nm?) est inféider9,1 nm2 en comparaison avec

la méthode TM (42,1 nm?2). La méthode préférée pemicalculs de CC® silico est la

méthode TM car la méthode PA est décrite pour sous-estimer GES des

biomoléculeg®? cette méthode ne tient pas compte des collisiatre les atomes. La

CCS moyenne déterminée en IM-MS (38,2 nm?) estigiée a la CCS déterminée par

la méthode TM (42,1 nm?) laissant ainsi supposerammpaction en phase gazeuse du

dimére RetSH1 d’environ 9%. Cet écart est attermh) en phase gazeuse, l'effet

stabilisateur de I'hydrophobicité est perdu. LesSQ{eterminées par IM-MS sont ainsi

souvent plus faibles que les CCS théoriques.
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» Concernant, la caractérisation du dimere GacSHiEld conclusions similaires peuvent
étre dressées. La CCS estimée a partir de I'algnatPA (50,8 nm?) est inférieure a
celle calculée avec I'algorithme TM (66,3 nm?). lamenpaction en phase gazeuse bien
plus importante que pour RetSH1, d’environ 40 %pbservee sur le dimere GacSH-
H1 avec une CCS estimée de 66,3 nm? selon la m&fhgdcontre environ 39,9 nm? a
partir de la moyenne des CCS expérimentales. e, efft écart de compaction entre
les deux construits pourrait provenir de la formagtipuliere en « tige » de GacSH-H1
dont le repliement s’effondrerait en partie en ghgazeuse, la structure de RetSH1
étant elle bien plus compacte. Face a ces résutafeut supposer que le modéle d’'une

protéine globulaire n’est pas forcément adapté foprotéine GacSH-H%.

Méthode CCS (nm?)
RetSH1 dimére Gaﬁ:g'rg;iﬁ‘g:"” GacSH-H1 dimére

PA 33,0 - 50,8

™ 421 - 66,3
IM-MS (14+) 33,9+0,1
IM-MS (15+) 35,3+0,1 36,5+0,1 376+0,1
IM-MS (16+) 37,3+0,1 379+0,1 39,1+0,1
IM-MS (17+) 39,4+0,1 39,8+0,1 40,5+0,1
IM-MS (18+) 40,9+0,1 417+0,1 424 +0,1
IM-MS (19+) - - 443+0,1

IM-MS (moyenne) 38,2 (15-18+) 39,0 (15-18+) 39,9 (15-18+)

Différence (%) entre TM

et IM-MS. 4 : <)

Tableau 1. Comparaison des CCS expérimentales déterminéefVigstS et des CCS théoriques
déterminées a partir des structures cristallogoa@s pour les homodimeres RetSH1 et GacSH-H1. Les

CCS théoriques ont été estimées a 'aide du IdgiBACT>* en utilisant les algorithmes PA et TM.

3.2.4. Criblage de construits GacS par SEC- MS native.
Afin de déterminer les zones d’interaction de Gessentielles a la formation de I'hétérodimere
avec RetSH1, deux autres construits GacS ont éiéépuincubés avec RetSH1 dans les
mémes conditions que GacSH-H1 puis analysés aveuélhode SEC-MS native. Ces
construits sont GacScytoFL, construit contenamtégralité de la région cytoplasmique, du
domaine HAMP au domaine H2 et le construit GacS2B2-construit identique au construit
GacScytoFL tronqué de son domaine HAMP. Les chrogratnmes SEC ainsi obtenus sont
présentés en figure 22. Le construit GacS préselataneilleure « affinité » avec le construit
RetSH1 est GacScytoFL (figure 22a), avec un rappéérodimere/GacSdimere de 0,75. Ce
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rapport a été calculé afin d’évaluer la proportidrétérodimere pour chaque construit de Gacs,
en divisant la DO mesurée a 280 nm de I'espécerdjoeGacS par la DO mesurée a 280 nm
de I'espece hétérodimérique. Le second constigitrg 22b), GacSH-H1 contenant également
les domaines HAMP et H1, et permet également ladtion de I’hétérodimére avec un rapport
de 0,37. Ce rapport est inférieur a celui calcudérde construit GacS contenant la région
cytoplasmique entiére et peut suggérer la coopégatventuelle des autres domaines pour
renforcer linteraction avec RetSH1. Concernantdestruit GacS252-925, tronqué coté N-
terminal (sans les domaines HAMP et H1), une @#sd proportion d’hétérodimeére est visible
avec un rapport de 0,16, tres inférieur au rapplaservé avec le construit GacScytoFL (0,75).
Ce résultat permet de suggérer, de maniere prélirin’'importance des domaines HAMP et
H1 dans l'interaction avec RetSH1. De plus, I'asalyar spectrométrie de masse n’'a pas
permis de mesurer des masses précises pour dblee geoportion d’hétérodimere pour ce

construit (figure 23b, spectre 2).
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Figure 22. Comparaison des chromatogrammes des mélanges yEalESRetSH1 (a), GacSH-
H1/RetSH1 (b) et GacS252-925/RetSH1 (c). Les canmditSEC sont similaires pour les trois analyses.
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Figure 23: Spectres de masse obtenus en couplage SEC-M® patr les mélanges GacScytoFL/RetSH1 (a) et Z6i#925/RetSH1 (c). Les conditions

MS sont similaires pour les deux analyses.



4. Conclusions.

Ce projet a été initié durant ma troisieme annééékse, d’'un point de vue analytique, les optinoset
présentées ont permis de mettre au point un prietdeoMS native permettant le criblage de construit
GacS avec la protéine RetS. L'utilisation du cogpl8EC a permis les avantages suivants:

- une amélioration significative de la qualité dpele en MS,

- la possibilité d’analyser les protéines dans desditions « douces » pour limiter le
déploiement protéique et la rupture des interastfarbles monoméere/monomere permettant ainsi une
caractérisation par mobilité ionique,

- la mise au point d'une approche systématique egamt |le criblage rapide de différents

construits de GacS ou RetS et 'automatisatioriaselliisition des données.

Les données obtenues ont permis de mettre en @@dsour la premiéere fois la formation d'un
hétérodimere GacS/RetS, en solution et en phasug@azDe plus la présence de monomeéres a de
faibles tensions en source permet de soulignaittdesse des interactions (hydrophobes) de la zone
dimérique de GacS/RetS mais aussi sur les homoei@acS/GacS et RetS/RetS.

Le criblage de différents construits de GacS suiSRe permis de mettre en évidergeriori
limplication des domaines HAMP et H1 dans l'intetian. Les perspectives pour confirmer cette
premiere hypothése sont nombreuses :

- De nouveaux construits GacS tronqués sur ces desatratégiques pourraient étre produits
et analysés par SEC-MS native afin de renforcee ¢sfpothese.

- La protéolyse ménagée pourrait aussi étre une ejpproalable pour déterminer la zone
minimale nécessaire a I'interaction entre les daaxéines.

- La combinaison d’approches de XL-MS et d’HDX-MS paupermettre de caractériser plus
finement les zones dinteraction GacS/RetS et deactériser des changements
conformationnels induits a une meilleure résoluspatiale (a I'échelle du peptide) que les
expériences de mobilité ionique (échelle globd@aur I'étude par HDX-MS, I'hétérodimere
devra étre impérativement purifié et la forme diipde favorisée en solution afin d’éviter les

signaux parasites liés a la présence des especesilmériques et monomériques.

L’intégration de données de MS native, IM-MS, XL-M$ HDX-MS devra a terme permettre de

proposer des modeles structuraux de ce complexiasitsa modélisatiGrre’.
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A plus long terme, afin de se rapprocher toujourplas prés des conditioirsvivo, il serait intéressant

de caractériser les protéines GacS et RetS soufohewe entiere afin de tenir compte de l'influence
des parties N-terminales enchassées dans la megrgurale repliement protéique et probablement sur
l'interaction et pourquoi pas les caractériseratgment en milieu membranaire sans extraction avec

les détergents.
Outre les approches de MS, I'étude de cette inieraest actuellement en cours par cristallographie

afin d’obtenir des structures et par des testaulladpwn réalisés sur les différents construit<CdeS

afin d’évaluer leur fixation sur RetS.
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CONCLUSION DE CETTE PARTIE.

L’application de méthodes de MS native et IM-MSiveata travers I'étude de différents systemes
protéine-protéine a permis de mettre en lumiérepamte des avantages et des limites actuellessle ¢

approches.

L’étude la protéine mitoNEET (chapitre 1) a perrdes souligner la capacité de la MS native a
caractériser I'état d’oligomérisation et la capacé maintenir un centre Fe-S d’ @ysteme
dynamique. La déstabilisation du dimere et I'éjection du tcer2Fe-2S progressives ont pu étre
suivies au cours du temps dans différentes comditde pH par cette approche. Ces résultats ont

permis de proposer mMNT comme une protéine pH senseu

La caractérisation du complexe (NIUAKEhapitre 2) a souligné I'importance de la résoluen MS
native pour la détermination d’'une stcechiométria ambigué. En effet, les résultats obtenus ne
permettent pas de déterminer précisément la stoaéhie d’interaction des différents partenaires et
montrent la nécessité de développer des instrumdmtplus haute résolution poliétude de
complexes hétérogénesLes instruments de type Q-Orbitrap développés lpasociété Thermo
permettront probablement d’améliorer la résolutierpérimentale et favoriseront ainsi la

caractérisation de tels édifices.

Les apports du couplage SEC-MS nativeont pu étre décrits pour I'étude de la formatian d
I'hétérodimere GacS/RetS (chapitre 3). Outre I'abita de spectres de résolution accrue, le couplage
SEC-MS native a permis d’éviter I'utilisation densgons en source élevées et donc la dissociation
totale des homodimeéres et des hétérodiméres psésansolution. Ce couplage sera par la suite a
nouveau utilisé pour cribler différents construits GacS et mettre en évidence les domaines
nécessaires a l'interaction avec la protéine panteriRetS. D’un point de vue analytique, ce couplag
est particulierement intéressant car il permetudlier la formation de I'hétérodimere a la fois en
solution et en phase gazeuse de maniére automalflgysus, la possibilité de couplage offerte par |
mobilité ionique permet d’estimer en une seule ys®ala conformation des especes préalablement

séparéees en SEC.
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AUTRES TRAVAUX

Durant ma thése, j'ai eu I'opportunité d’étudieakgment un systéme protéine-ligand et un systéme

peptide-ligand dont les travaux sont réesumés sot@ine de publications présentées en Annexes.

Annexe 1: Etude d’un systéme protéine-ligand par MS native.

Ehrmann, F. R., J. Kalim, T. Pfaffeneder, B. Bernét Hohn, E. Schafer, T. Botzanowski, S.

Cianferani, A. Heine, K. Reuter, F. Diederich andkibe (2018). "Swapping Interface Contacts in
the Homodimeric tRNA-Guanine Transglycosylase: Apti@nh for Functional RegulationAngew
Chem Int Ed Engb7(32): 10085-10090.

Annexe 2: Etude d’'un systéme peptide-ligand par MS native.

Mori, M., L. Kovalenko, S. Malancona, F. Saladibi, De Forni, M. Pires, N. Humbert, E. Real, T.
Botzanowski, S. Cianferani, A. Giannini, M. C. Da¢sng, G. Cugia, B. Poddesu, F. Lori, M. Zazzi,
S. Harper, V. Summa, Y. Mely and M. Botta (2018ptrlicture-Based Identification of HIV-1
Nucleocapsid Protein Inhibitors Active against Wilgpe and Drug-Resistant HIV-1 Strain&CS
Chem Bioll3(1): 253-266.
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Ces travaux de these se sont articulés autour delogpements méthodologiques mettant
principalement en ceuvre la spectrométrie de madseer(MS native) et la mobilité ionique (IM-MS)
pour la caractérisation structurale de protéinggé@trét thérapeutique et de complexes multipro&squ
Différents objectifs ont ainsi pu étre atteintsslde ces quatre années :

- mettre en place un protocole expérimental permiettancaractérisation de protéines
membranaires en milieu détergent par MS nativebarbtoire et évaluer la possibilité de cribler des
ligands covalents et non-covalents par cette ajpgroc

- implanter la méthodologi€ollision Induced Unfoldingu laboratoire et évaluer ses bénéfices
et ses limites pour la caractérisation conformausdie d’anticorps monoclonaux et dérives,

- développer des méthodes de MS native et IM-MS cémehtaires aux autres techniques

biophysiques pour la caractérisation de complexdsiprotéiques solubles.

Un premier projet a consisté a développer des rdéthgies pour l'analyses de protéines
membranaires, des optimisations nécessaires ada en place de protocoles expérimentaux a
'analyse par MS native pour la caractérisatiorpd#éines membranaires (PMs) en milieu détergent
a travers trois exemples complémentaires :

- La premiere étude s’est focalisée sur le criblagbghnds covalents sur une PM a un domaine
transmembranaire : la protéine ABHD. L'importance ld préparation d’échantillon (détergent &
force ionique) pour la caractérisation par MS retinsi que les conditions analytiques propres aux
PMs ont été détaillées. La qualité spectrale ahgnue a permis le criblage de 6 ligands covalents

- La seconde étude a consisté a évaluer le criblagkgdnds non-covalents sur une PM a
plusieurs domaines transmembranaires par MS ndévécepteur a 'adénosine AA2A. Cette étude
a permis de mettre en lumiére les difficultés li@€analyse par MS native des récepteurs coupigs a
protéines G pour leur caractérisation par cettecgbye.

- La derniére étude realisée en milieu détergentt guaiir objectif de déterminer I'état
d’oligomérisation du peptide %2 en milieu détergent. Face a la présence deptagdtbligomeres
observés en MS native, le couplage de la chromapbig d’exclusion stérique (SEC) a I'lM-MS s’est
avére particulierement intéressant pour décompéexXiés spectres de masse et déterminer les états
oligomériques présents mais également proposerasamsme d’assemblage de ce peptide impliqué

dans la maladie d’Alzheimer.
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De mon point de vue, les futurs développements &esiucturale pour I'analyse des PMs seront
tournés vers la caractérisation de PMs solubilisdex des systemes sans détergent comme les
nanodisques afin de mieux mimer I'effet de la meanbrsur le repliement protéique. Aujourd’hui
I'étude des RCPGs par MS est toujours peu réféeeanécomparaison avec les autres PMs (canaux
ioniques, tonneaux beta, etc.) et pourrait étrditéee en développant de nouvelles stratégies de
solubilisation avec des systemes facilement diabtes au sein du spectrométre de masse ou en
utilisant des dérivés d’anticorps pour stabiligsr tonformations actives f@nobodies »)

Un second projet a consisté en la mise en plaké&vatuation de I'approche CIU au laboratoire dans
le cadre d’études portant sur la caractérisatiorfarmationnelle de différents formats d’anticorps
monoclonaux.

- La premiére étape de ce travail a consisté a mettrplace un protocole expérimental de
I'acquisition des données a leur retraitement évaluer I'influence de plusieurs paramétres sur les
empreintes CIU ainsi générées. Les nombreusesierpés réalisées ont permis de montrer une haute
répétabilité et reproductibilité de cette appropbar la caractérisation d’anticorps monoclonaux.

- La seconde étape de ce travail a été d’évalueaaarts et ses limites a travers différents
formats d’anticorps monoclonaux. L'approche ClUsapis : 1°) de démontrer la plus grande stabilité
conformationnelle en phase gazeuse d’'un VHH liéa @résence d'un pont disulfure ; 2°) de
démontrer une meilleure résistance au déploiemeat lal conformation d'un anticorps
immunoconjugué en comparaison avec son anticorp@ahmnal parent ; 3°) de démontrer sa capacité
a distinguer les isotypes d’anticorps thérapeusqueamment a I'échelle des fragments Feaiis

aussi sur un anticorps hybride.

Outre sa capacité a sonder des différences dditgetabnformationnelle et/ou de déploiement en phas
gazeuse, la ClU a permis d’observer, de manieginaile, des différences de conformation peu ou pas
visualisables/atteignables par la mobilité ioniquegtive possédant actuellement un pouvoir de
résolution plus modeste. Plusieurs écueils de apgpeoche ont également pu étre mis en lumiére lors
de ce travail : la nécessite de comparer des@atharges identiques pour réaliser une interpoétat
adéequate des données et une acquisition manuetd¢agvement longue de I'ordre de I'’heure pour
une expeérience entiére contre quelques minutesyp@ucaractérisation par mobilité ionique classique
Son automatisation par exemple via un couplage [Bk@rait favoriser son implémentation dans les
entreprises pharmaceutiques.

La derniére partie de mes travaux de thése a éiéala I'application de méthodologies de MS native
et IM-MS native pour la caractérisation de compgexaultiprotéiques solubles de tailles et

complexités variables afin de répondre a des questie biologie structurale.
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- Sil'état oligomérique de la protéine mNT et saazaie a fixer un centre 2Fe-2S étaient connus,
sa dépendance au pH restait inconnue. La méthoMSdeative développée a permis de caractériser
cette dépendance en étudiant I'évolution de ces gamametres (temps et pH) montrant ainsi la
déstabilisation dynamique et progressive de cdicédDe plus, le role stabilisateur de I'histidi@é
impliquée dans la coordination du centre Fe-S aé&téé.

- La caractérisation du complexe (NIUAFa permis dillustrer les difficultés actuelles
concernant I'étude de complexes protéiques hauteinét@érogenes par MS native liées a une
résolution expérimentale actuelle encore trop é€aiblr les spectrométres de masse pour la
détermination d’'une stoechiométrie non ambigué Idettifices.

- Enfin, I'apport du couplage SEC-MS native a pu dtustré pour I'obtention de spectres de
masse simplifiés et de résolution expérimentaleugccCe couplage a permis d’étudier la formation
de I'hétérodimére GacS/RetS jusqu’alors hypothétigiud’évaluer la conformation de ce dernier. Ce
résultat constitue le point de départ pour uneetplds large combinant les différentes techniqees d

MS structurale visant a caractériser précisemantd@es d’interaction de ces deux protéines.

De nombreuses limitations instrumentales ont éténgntées ces derniéres années avec I'essor de
nouvelles techniques (TIMS, CIU), de nouveaux unsgnts (mobilité cyclique, Q-TOF pour trés
hautes masses) et de nouvelles possibilités ddagriSEC, couplage bidimensionnelle) qui ont
permis d’élargir la boite a outils de la MS struate. Pour favoriser I'intégration de ces nouvelles
techniques/technologies dans les entreprises hioplt@utiques et optimiser les protocoles, le
développement de nouveaux logiciels facilitantéadgation et I'interprétation des données doit étre
poursuivi. De plus, l'intégration des données de #iSicturale pourrait étre facilitée a l'aide de
plateformes de partage des données suite au pusadspublication par exemple. Cela permettrait de
combiner les nouvelles données acquises lors dtude et de les comparer directement aux donnés
déja existantes. L’amélioration continue de l'instentation et des méthodes associées permet
aujourd’hui de commencer a étudier les protéingss dan environnement plus natif comme par

exemple dans leur milieu de culture, sur des codpdsssus voire directement en miliewivo.
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PARTIE EXPERIMENTALE

Cette partie résume les conditions de préparatibisées pour I'analyse des différentes protéines
caractérisées durant cette thése, elles sont elapsé partie pour une plus grande clarté.

Partie 2 : Caractérisation des protéines membranags.

Les protéines membranaires caractérisées en padigt été analysées sur le Synapt G2 HDMS
(Waters). Les seules expériences réalisées st Te(Waters) sont les expériences de MS native sur
ABHD WT. L’Exactive EMR (Thermo) a été utilisé awdereprises pour caractériser par MS native
ABHD WT et le peptide B42.

Protéine | ) .
. Masse moléculaire Technique et i ) o
(Chapitre o i Séquence en acides aminés
» théorique (Da) tampon d'échange
associé)
2 cycles de
dessalage sur
colonne de filtration
sur gel
ABHD (Zeba 0,5 mL) . .
. 40715,1 . confidentielle
(chapitre 2) ou directement en
sortie de SEC.
AcONH, 300 mM
pH 7,4 0,02-0,1%
m/v DDM
MRFPSIFTAVLFAASSALAAPVNTTTEDETAQIPAEAVIGYSDLEGDFDVA  VLPFSNSTNNGLLFIN
TTIASIAAKEEGVSLEKR DYKDDDDKDHHHHHHHHHHGDRENLYFQGGSMPIMGSSVYITVELAIAV
LAILGNVLVCWAVWLNSNLQNVTNYFVVSLAAADIAVGVLAIPFAITISTG FCAACHGCLFIACFVLVL
directement en | TQSSIFSLLAIAIDRYIAIRIPLRYNGLVTGTRAKGHAICWVLSFAIGLT PMLGWNNCGQPKEGKNHSQG
sortie de SEC CGEGQVACLFEDVVPMNYMVYFNFFACVLVPLLLMLGVYLRIFLAARRQLK QMESQPLPGERARSTL
AA2A QKEVHAAKSLAIIVGLFALCWLPLHIINCFTFFCPDCSHAPLWLMYLAIVL SHTNSVVNPFIYAYRIREFR
. 48830,5 AcONH, 300 mM
(chapitre 3) QTFRKIIRSHVLRQQEPFKAAGTSARVLAAHGSDGEQVSLRLNGHPPGVWRGSAPHPERRPNGYALG
- 0,
pH 7,40,02-0,1% LVSGGSAQESQGNTGLPDVELLSHELKGVCPEPPGLDDPLAQDGAGVSTEENLYFQGQFGGGTGGA
m/v DDM PAPAAGGAGAGKAGEGEIPAPLAGTVSKILVKEGDTVKAGQTVLVLEAMKM ETEINAPTDGKVEKVL
VKERDAVQGGQGLIKIG*
Gras : séquence signal, théoriquement clivée de maeigdegene par la levure lors de la synthése praéiq
Souligné : site de coupure a la TEV protéase.
2 cycles de
dessalage sur
colonne de filtration
. sur gel
Peptide
(Zeba 0,5 mL)
Ap42 45141 . DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA
. ou SEC MS native
(chapitre 4) )
ammonium
bicarbonate 300
mM pH 9,0 + 14,2
mM C8ES5
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Partie 3: Caractérisation de différents formats d’aaticorps monoclonaux.

Les différents formats d’anticorps monoclonaux ceasés en partie 3 ont tous été analyseés par IM-
MS native et CIU sur le Synapt G2 HDMS (Waters).

» Masse )
Protéine 3 ) Technique et tampor i ) o
. » moléculaire 3 Séquence en acides aminés
(Chapitre associé) o d’échange
théorique (Da)

LC :DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAWYQQKPGKAPKLLISASFLYS

GVPSRFSGSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGTKVIRRVAAPSVFI
6-8 cycles de FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDIDSTYSL

Trastuzumab déglycosyld

(chapitre 1)

Intact :145864.1

dessalage par
ultrafiltration
(Vivaspin, MWCO :
10 kDa)
AcONH, 150 mM
pH 6,9

SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

HC :EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEWVRIYPTN
GYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSRWGGDGFYAMDYW
GQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSVEGALTSG
VHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVERSCDKTHT
CPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKRYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYHRPPVLD
SGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

VHH anti-HER2, synthésq
chimique

(chapitre 2)

14024,6

2 cycles de dessalag
sur colonne de
filtration sur gel
(Zeba 0,5 mL)
AcONH;,; 150 mM
pH 7,4

1]

EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCATSGITFMRYALGWYRQSPGKQREMVASISGGTT
NYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCNARWVKPQFIDNNYWGQG
TQVTVSSHHHHHH

VHH anti-HER2,P.
pastoris

(chapitre 2)

14168,7

2 cycles de dessalag
sur colonne de
filtration sur gel
(Zeba 0,5 mL)
AcONH;,; 150 mM
pH 7,4

1]

GSEVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCATSGITFMRYALGWYRQSPGKQREM\@INSGG
TTNYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCNARWVKPQFIDNNYWG
QGTQVTVSSHHHHHH

VHH anti-HER2,E. coli
(chapitre 2)

14155,8

2 cycles de dessalag
sur colonne de
filtration sur gel
(Zeba 0,5 mL)
AcONH, 150 mM
pH 7,4

1]

MEVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCATSGITFMRYALGWYRQSPGKQREMVASISGGT
TNYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCNARWVKPQFIDNNYWGQ
GTQVTVSSHHHHHH

DAR 4 ADC déglycosylé
(chapitre 3)

Intact: 152771.2

6 cycles de dessalag
par ultrafiltration
(Vivaspin, MWCO :
10 kDa)
AcONH, 150 mM
pH 6,9

LC :DILMTQSPSSMSVSLGDTVSITCHSSQDINSNIGWLQQRPGKSFKGLURGTNLDDE
VPSRFSGSGSGADYSLTISSLESEDFADYYCVQYAQFPWTFGGGTKLEIRRAAPSVFI
FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQIXDSTYSL
¥ SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSVTKSFNRGEC

HC :DVQLQESGPSLVKPSQSLSLTCTVTGYSITSDFAWNWIRQFPGNKLEWBKISYS

GNTRYNPSLKSRISITRDTSKNQFFLQLNSVTIEDTATYYCVTAGRGFPYWQGTLVTV
SSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALCSRGVHTFP
AVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKRHTCPPCP
APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD@EVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPAMDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGSLCTPSRGS

mADb parent déglycosylé
(chapitre 3)

Intact: 147899.9

6 cycles de dessalag

par ultrafiltration

P LC :DILMTQSPSSMSVSLGDTVSITCHSSQDINSNIGWLQQRPGKSFKGLRGTNLDDE
VPSRFSGSGSGADYSLTISSLESEDFADYYCVQYAQFPWTFGGGTKLEIRRAAPSVFI
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(Vivaspin, MWCO :

10 kDa)
ACONH, 150 mM
pH 6,9

FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQIXDSTYSL
SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSVTKSFNRGEC

HC :DVQLQESGPSLVKPSQSLSLTCTVTGYSITSDFAWNWIRQFPGNKLEWBANISYS
GNTRYNPSLKSRISITRDTSKNQFFLQLNSVTIEDTATYYCVTAGRGFPYWQGTLVTV
SSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALCSRGVHTFP
AVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKHTCPPCP
APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDBEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPAMDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGSLCTPSRGS

Eculizumab déglycosylé

(chapitre 4)

Intact : 145678
(Fab’y, : 97476
Fc : 48238

6-8 cycles de
dessalage par
ultrafiltration

(Vivaspin, MWCO :

10 kDa)
ACONH, 150 mM
pH 6,9

LC :DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCGASENIYGALNWYQQKPGKAPKLLIGATNLA
DGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQNVLNTPLTFGQGTKWRTVAAPSV
FIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTHQSKDSTY
SLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

HC :VQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYIFSNYWIQWVRQAPGQGLEWMGH. PGS
GSTEYTENFKDRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARYFFGSSPNYFDVW
GQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVINBGALTSG
VHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERCCVECP
PCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYGVEVHN
AKTKPREEQFBSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTIKAKGQPR
EPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTHYLDSDG
SFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG

Natalizumab déglycosylé

(chapitre 4)

Intact : 146619
(Fab’y, : 98412
Fc : 48238

6-8 cycles de
dessalage par

ultrafiltration

(Vivaspin,MWCO :

10 kDa)
ACONH, 150 mM
pH 6,9

LC :DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKTSQDINKYMAWYQQTPGKAPRLLIHWSALQP
GIPSRFSGSGSGRDYTFTISSLQPEDIATYYCLQYDNLWTFGQGTKVEIKR/AAPSVFIF
PSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKBTYSLSS
TLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

HC :VQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFNIKDTYIHWVRQAPGQRLEWMGRDPAN
GYTKYDPKFQGRVTITADTSASTAYMELSSLRSEDTAVYYCAREGYFGNY&/YAMDY
WGQGTLVTVSSAKTTGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTWENSGALTS
GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVEKYGPPCP
SCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWBDGVEVH
NAKTKPREEQFJSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTEKAKGQP
REPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKPPVLDSD
GSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG

Panitumumab déglycosyl

P

Intact : 144733
(Fab'), : 96494

6-8 cycles de
dessalage par
ultrafiltration

(Vivaspin, MWCO :

LC :DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQDISNYLNWYQQKPGKAPKLLIDASNLET
GVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYFCQHFDHLPLAFGGGTKVERKVAAPSVFI
FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQIXDSTYSL
SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

HC :VQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSVSSGDYYWTWIRQSPGKGLEBHIYYS
GNTNYNPSLKSRLTISIDTSKTQFSLKLSSVTAADTAIYYCVRDRVTGAFOWGQGTMV

(chapitre 4) TVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGASBVHTFPA
Fc - 48275 10 kDa) VLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVERPCPAPPY
ACONH, 150 MM | AGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNKTKPRE
pH 6,9 EQFJSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPEPQVYTLP
PSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGELYSKL
TVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
LC DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNYLAWY QQKPGKAPKLLIYASTLOS
6-8 cycles de GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYCQRYNRAPYTFGQGTKVERTVAAPSY
dessalage par | FIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTERBKDSTY
Adalimumab Intact : 145890 ultrafiltration SLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
) ] o HC :EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVRQAPGKGLEWVETW
déglycosylé (Fab’y, : 97223 | (Vivaspin, MWCO :
NSGHIDYADSVEGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKVSYLSTASSLDY
(chapitre 4) Fc 48210 10 kDa) WGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVENSGALT
AcONH; 150 MM [ sGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVWTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKEPKSCDKT
pH 6,9 HTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKWYVDGY

EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKA
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KGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENKTTPPV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Partie 4: Caractérisation de complexes multiprotéiges solubles.

Les protéines caractérisées en partie 4 ont etgsées sur le Synapt G2 HDMS (Waters) sauf I'étude

de stabilité du centre Fe-S de mNT WT qui a étésé@asur le LCT (Waters) afin de favoriser le

maintien du dimére en phase gazeuse.

Protéine

(Chapitre associé)

Masse moléculaire
théorique (Da)

Technique et tampon

d’échange

Séquence en acides aminés

mNT WT
(chapitre 1)

8577,8

2 cycles de dessalagg
sur colonne de
filtration sur gel
(Zeba 0,5 mL)

AcONH, 50 mM pH

variable

MINLHIQKDNPKIVHAFDMEDLGDKAVYCRCWRSKKFPFCDGAHTKHNEETGDN
VGPLIIKKKETLEHHHHHH

mNT H87C
(chapitre 1)

8543,8

2 cycles de dessalagg
sur colonne de
filtration sur gel
(Zeba 0,5 mL)

AcONH,; 50 mM pH
5,8

MINLHIQKDNPKIVHAFDMEDLGDKAVYCRCWRSKKFPFCDGACTKHNEETGDN
VGPLIKKKETLEHHHHHH

Complexe ISCU
(chapitre 2)

NFS1:44646,1
ISD11:10723,4
ISCU : 14617,8
ACP : 8508,3
EXN :14410,9

2 cycles de dessalagg
sur colonne de
filtration sur gel
(Zeba 0,5 mL)
ACcONH,; 10 mM pH
8,0

NFS1:GSRPLYMDVQATTPLDPRVLDAMLPYLVNYYGNPHSRTHAYGWESEAAM
ERARQQVASLIGADPREIIFTSGATESNNIAIKGVARFYRSRKKHLVTTQEHKCVL
DSCRSLEAEGFRVTYLPVQKSGIIDLKELEAAIQPDTSLVSVMTVNNEIG\KQPIAEI
GQICSSRKVYFHTDAAQAVGKIPLDVNDMKIDLMSISGHKLYGPKGVGAIY IRRRP
RVRVEALQSGGGQERGMRSGTVPTPLVVGLGAACELAQQEMEYDHKRISKRERL
VONIMKNLPDVVMNGDPKQHYPGCINLSFAYVEGESLLMALKDVALSSGSACTSA
SLEPSYVLRAIGTDEDLAHSSIRFGIGRFTTEEEVDYTAEKCIHHVKRLREISPLWE
MVQDGIDLKSIKWTQH

1SD11 :AASSRAQVLDLYRAMMRESKHFSAYNYRMYAVRRIRDAFRENKNVKDPV
EIQALVNKAKRDLEIRRQVHIGQLYSTDKLIIENQEKPRT

ISCU :GSYHKKVVDHYENPRNVGSLDKTSKNVGTGLVGAPACGDVMKLQIQVDE
KGKIVDARFKTFGCGSAIASSSLATEWVKGKTVEEALTIKNTDIAKELCLPPVKLHC
SMLAEDAIKAALADYKLKQESKKEEPEKQ

ACP :STIEERVKKIIGEQLGVKQEEVTNNASFVEDLGADSLDTVELVMALEEEFDTE
IPDEEAEKITTVQAAIDYINGHQA

EXN :GSGTLDNPSSLDETAYERLAEETLDSLAEFFEDLADKPYTLEDYDVSFGGV
LTIKLGGDLGTYVINKQTPNKQIWLSSPSSGPKRYDWTGKNWVYSHDGVSHELL
ARELTKALNTKLDLSSLAYSGKGT

GacSH-H1
(chapitre 3)

32456,6

2 cycles de dessalagg
sur colonne de
filtration sur gel
(Zeba 0,5 mL)

Ou SEC-MS (500 mM
AcONH, pH 7,0)

SMGSNELDELASGINRMAETLQSAQEEMQHNIDQATEDVRQNLETIEIQNELDLAR
KEALEASRIKSEFLANMSHEIRTPLNGILGFTNLLQKSELSPRQQDYLTTQKSAESL
LGIINEILDFSKIEAGKLVLENLPFNLRDLIQDALTMLAPAAHEKQLELVS LVYRDTP
IQLQGDPQRLKQILTNLVGNAIKFTQGGTVAVRAMLEDESDDRAQLRISVQDTGIG
LSEEDQQALFKAFSQADNSLSRQAGGTGLGLVISKRLIEQMGGEIGVDSTREGAEF
WISLSLPKS

GacSCytoFL
(chapitre 3)

79912,2

SEC-MS (500 mM
ACONH, pH 7,0)

GHHHHHHSSGVDLGTENLYFQSMGSNELDELASGINRMAETLQSAQEEMQNIDQ
ATEDVRQNLETIEIQNIELDLARKEALEASRIKSEFLANMSHEIRTPLNGLGFTNLLQ
KSELSPRQQDYLTTIQKSAESLLGIINEILDFSKIEAGKLVLENLPFNLRILIQDALTM
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LAPAAHEKQLELVSLVYRDTPIQLQGDPQRLKQILTNLVGNAIKFTQGGTVAVRAM
LEDESDDRAQLRISVQDTGIGLSEEDQQALFKAFSQADNSLSRQAGGTGUMISKR
LIEQMGGEIGVDSTPGEGAEFWISLSLPKSRDDNEEPGASWAAGQRVALIEQELT
RRSLHHQLTDFGLEVSEFADLDSLQESLRNPPPGQLPISLAVLGVSAAIHFEELSQS
FWEFERLGCKTLVLCPTTEQAQYHATLPDEQVEAKPACTRKLQRKLQELLYRPT
RSDKPHAMVSGRPPRLLCVDDNPANLLLVQTLLSDLGAQVTAVDSGYAALEVVQ
RERFDLVFMDVQMPGMDGRQATEAIRRWEAEREVSPVPVIALTAHALSNERALL
QAGMDDYLTKPIDEQQLAQVVLKWTGLSLGQSLASMSRAPQLGQLSVLDPEGLR
LAAGKADLAADMLAMLLASLAADRQAIRQARDNDDRTALLERVHRLHGATR YC
GVPQLRAACQTSETLLKQNDPAAAAALDELDKAIEALADTASATTHLSSTSLDSSE
L

GacS252-925
(chapitre 3)

76313,4

SEC-MS (500 mM
ACONH, pH 7,0)

HHHHHHSSGVDLGTENLYFQSMATEDVRQNLETIEIQNIELDLARKEALEASRIKSE
FLANMSHEIRTPLNGILGFTNLLQKSELSPRQQDYLTTIQKSAESLLGIINEILDFSKIE
AGKLVLENLPFNLRDLIQDALTMLAPAAHEKQLELVSLVYRDTPIQLQGDP QRLKQ
ILTNLVGNAIKFTQGGTVAVRAMLEDESDDRAQLRISVQDTGIGLSEEDQQALFKA
FSQADNSLSRQAGGTGLGLVISKRLIEQMGGEIGVDSTPGEGAEFWISLBKSRDD
NEEPGASWAAGQRVALLEPQELTRRSLHHQLTDFGLEVSEFADLDSLQE®RNPPP
GQLPISLAVLGVSAAIHPPEELSQSFWEFERLGCKTLVLCPTTEQAQYHAIPDEQV
EAKPACTRKLQRKLQELLQVRPTRSDKPHAMVSGRPPRLLCVDDNPANLLVQTL
LSDLGAQVTAVDSGYAALEVVQRERFDLVFMDVQMPGMDGRQATEAIRRWEAE
REVSPVPVIALTAHALSNEKRALLQAGMDDYLTKPIDEQQLAQVVLKWTGL SLGQ
SLASMSRAPQLGQLSVLDPEEGLRLAAGKADLAADMLAMLLASLAADRQAI RQA
RDNDDRTALLERVHRLHGATRYCGVPQLRAACQTSETLLKQNDPAAAAALDELD
KAIEALADTASATTHLSSTSLDSSEL

RetSH1 (chapitre 3)

27515,3

2 cycles de dessalage
sur colonne de
filtration sur gel
(Zeba 0,5 mL)

Ou SEC-MS (500 mM
AcONH, pH 7,0)

GHHHHHHSSGVDLGTENLYFQSMTKAEFLAKISHEIRTPMNGVLGMTELLIGTPLS
AKQRDYVQTIHSAGNELLTLINEILDISKLESGQIELDEVQFDLNALIEDCLDIFRVK
AEQQRIELISFTQPQVPRVIGGDPTRLRQVVLSLLDNAFKQTEEGEILLVWLDDQG
ETPRLRIAVQDSGHPFDAKEREALLTAELHSGDFLSASKLGSHLGLIIARQVRLMG
GEFGIQSGSSQGTTLSLTLPLD

Suite a I'échange de tampon, la concentration dewh protéine a été déterminée, en utilisant la loi

de Beer-Lambert rappelée ci-dessous.
AV =) *xl=*c

A(A) représente I'absorbance de la solution a la lomgd®nde considérée

e(A) représente le coefficient d’extinction molairelagrotéine a cette longueur d’onde

[ représente la longueur de la cellule (longueutraet parcouru)

c représente la concentration de la protéine.

Durant cette these, la mesure de I'absorbance aéétisée en triplicata a 280 nm en utilisant le

spectrophotométre NanoDrdp 2000 (Thermo Scientific) suite a la réalisatiorégdable d'un

« blanc » avec le tampon d’échange. Le coeffiaimttinction molaire de chaque systemg a été

calculé a partir de sa séquence théorique en aardags en utilisant I'outil ProtParam (disponiale

'adressehttps://web.expasy.org/protparale/12/04/19).
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Précisions sur le couplage SEC utilisé.

Le développement du couplage SEC-MS native a atiségar Anthony Ehkirch durant son stage de
Master 2 et durant sa thése. Ce couplage est tgnstiun systeme chromatographique UPLC®
(Waters), une colonne de chromatographie a exciustiérique UPLC BEH SEC® (200 A, 1,7 um;
4,6 x 150 mm, Waters) et du spectrométre de mas§e TOF Synapt G2® (Waters). Le systéeme est
entierement piloté par le logiciel MassLynx v.4.@rsque les protéines sont éluées, le débit estial
de 0,25 mL/min a 0,10 mL/min pour la détection NDeux phases mobiles ont été utilisées durant
cette thése : ACONFB600 mM pH 7.0 (caractérisation de GacS/RetS) efH@GD; 200 mM pH 8,0 +
14,2 mM CB8ES5 (caractérisation du peptidé’).

- \
DétectetrUY
| (214/280nm)

| o

onne
thermostatée

Module de
pompage

Photographie du systeme SEC-MS native utilisé paridahése.

Précisions sur le systeme HDX utilisé.

Le systeme HDX-MS utilisé durant ce travail de the&st composé d’'un passeur d’échantillons
robotisé (Leap Technologies), d’'un systeme chrograghique (Nanoacquity HDX technology,
Waters) et du Synapt G2Si (Waters). Apres incubatie la protéine dans un tampon deutéré, la
protéine est dénaturée par dilution dans le tandgosuench et est infusée sur un systeme de digestio
en ligne. Ce systéme est composé d’une cartoucldégdstion Porozyme® (2,1 x 30 mm, Applied
Biosystems) avec une enzyme immobilisée (pepsépemthésine 2 ou rhizopuspespine). Les peptides
sont ensuite piégés sur une précolonne de phassea€18 (Acquity UPLC® BEH C18, 2,5 x 5 mm,
1,7 um, Waters) pour étre concentrés avant la agpaichromatographique. La séparation est réalisée
sur une colonne de phase inverse C18 (Acquity UPBE®I C18, 1,0 x 10 mm, 1,7 um, Waters) a
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l'aide d’'un gradient de 2 a 40 % en ACN pendanti@utes puis le pourcentage d’ACN augmente
jusqu’'a 85 % en 30 secondes et ce pourcentageagsiemu pendant 5 minutes afin d’éluer les peptides
hydrophobes. La totalité du module est mainten?@ &fin de limiter le phénoméne d’échange
inverse. L’ajout de masse correspondant a lI'incatian en deutérium est ensuite par spectrométrie
de masse sans fragmentation CID afin d’éviter lénpiméne decrambling L'établissement de la
carte peptidique est préalablement réalisé (samgidion) cette fois-ci avec des expériences MS/MS
afin de séquencer les peptides en utilisant le Mdé8& Ce mode d’acquisitio@ata Independent
Acquisitionest basé sur une alternance des scans basseeéiME)i et haute énergie (MS/MS) et
I'utilisation de I'algorithme PLG8" permet d’attribuer les ions fils aux ions parents.

Robot utilisé pour la

d’échantillons

z préparation <
d’échantillon
l / Systeme -l
nanoAcquity N !
" Cartouche de \ J -
digestion en ligne 5 A
Passeur = Q— o T AT d

Photographie du systéeme HDX-MS utilisé pendanhéesé.
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Schéma de I'Exactive EMR Orbitrap.

P;ejfﬁgg" N Cellule HCD C-Trap Octopole de transfert

N
( ’
’
’
’
’

10 -5 mbar

N—— Bent flatapole

104 mbar

Inter-flatapole
Injection flatapdle

Exit S-lens —

Enefgie de ﬁ
collision HCD (CE) Energie de collision
en source (CID)

S-lens

Analyseur Capillaire de transfert

\ v Orbitrap
10mbar —~=c= || 0T T T o

1013 mbar |

1

o0 1

... 1

Puce ___, — | :
microfluidique ‘ ¢ H
1

1

1

1

1

1

1

\

Pression en mode MS

Pression en mode MS native
SOURCE nanoESI

automatisée

Représentation schématique de I'Exactive EMR CQapitfThermo) utilisé pendant la these. Les
tensions optimisées (CID et CE) pour la dissoamtio complexe DDM/ABHD sont notées en rouge

sur le schéma.
Schéma du LCT (TOF)

SOURCE ESI
osd ;\ Lenti?les_de
= o R ) focalisation
1013 mbar \ Hexapéle 1 Hexapdle 2 —
N A
. Cone Pusher  Détecteur
d’échantillonnage @ . ) ) s | ==
(Vc) / d ) g ) I | | I
NE A AR
Cone d'extraction \
%ane l10~3mbar l \ /
\ /
Pompe i 5.10-7 mbar
primaire Pompes Turbomoléculaires | -————— \
— ——
\ ) —— i ——
. i
INTERFACE Réflecteur
électrostatique
ANALYSEUR TOF

Représentation schématique du LCT (TOF, Wateriig@ipendant la these. Les principaux parametres
optimisés (Vc et Pi) pour le maintien ou la disation d’'un complexe non-covalent sont entourés en
rouge. Les échantillons sont infusés a l'aide d'smrce nanoESI automatisée a pression
atmosphérique.
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ANNEXE 1 : CARACTERISATION D’'UN SYSTEME
PROTEINE-LIGAND PAR MS NATIVE.

Swapping Interface Contacts in the Homodimeric tRNAGuanine Transglycosylase: An Option

for Functional Regulation.

Ehrmann, F. R., J. Kalim, T. Pfaffeneder, B. Ber@etHohn, E. Schafer, T.
Botzanowski, S. Cianferani, A. Heine, K. ReuterDiederich and G. Klebe.

Angew Chem Int Ed Eng2018, 57(32): 10085-10090.
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Internati

International Edition: DOI: 10.1002/anie.201804627
German Edition: DOI: 10.1002/ange.201804627

Swapping Interface Contacts in the Homodimeric tRNA-Guanine
Transglycosylase: An Option for Functional Regulation

Frederik Rainer Ehrmann, Jorna Kalim, Toni Pfaffeneder, Bruno Bernet, Christoph Hohn,
Elisabeth Schiifer, Thomas Botzanowski, Sarah Cianférani, Andreas Heine, Klaus Reuter,

Francgois Diederich,* and Gerhard Klebe*

Abstract: The enzyme tRNA-guanine transglycosylase,
a target to fight Shigellosis, recognizes tRNA only as a homo-
dimer and performs full nucleobase exchange at the wobble
position. Active-site inhibitors block the enzyme function by
competitively replacing tRNA. In solution, the wild-type
homodimer dissociates only marginally, whereas mutated
variants show substantial monomerization in solution. Sur-
prisingly, one inhibitor transforms the protein into a twisted
state, whereby one monomer unit rotates by approximately
130°. In this altered geometry, the enzyme is no longer capable
of binding and processing tRNA. Three sugar-type inhibitors
have been designed and synthesized, which bind to the protein
in either the functionally competent or twisted inactive state.
They crystallize with the enzyme side-by-side under identical
conditions from the same crystallization well. Possibly, the
twisted inactive form corresponds to a resting state of the
enzyme, important for its functional regulation.

The large body of structurally characterized biomolecules
shows that a large portion of proteins is present in oligomeric
form. This observation immediately raises the question
whether such oligomerization presents any biological advant-
age."” Undoubtedly, oligomerization provides multiple
options to regulate protein function in the course of
conformational and/or configurational transformations.
These features can be realized without increasing genome
size, simultaneously enhancing metabolic stability by reduc-
ing the total accessible surface area of the protein. The
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Supporting information (including the biophysical characterization
and crystallographic analysis of the complexes and the synthesis and
characterization of the ligands) and the ORCID identification
number(s) for the author(s) of this article can be found under:
https://doi.org/10.1002/anie.201804627.
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classical textbook example hemoglobin undergoes large
conformational and domain-wide rearrangements involving
allosteric cooperativity during the regulation of oxygen
transportation. In this contribution, we describe an example
of intriguing structural adaptations performed by a homodi-
meric enzyme that swaps ligand-induced the packing of its
monomer units. As a result, the homodimer interface is
rearranged and the enzyme transforms from a functionally
active into a twisted functionally inactive state.

We recently reported on the prokaryotic tRNA-modifying
enzyme TGT (tRNA-guanine transglycosylase) that is only
functional as a homodimer.”>! Only in this state, it can
recognize a tRNA molecule, establishing a 2:1 complex,
which is subsequently modified via a complete nucleobase-
exchange reaction in the wobble position.””! Even though both
monomeric subunits of the homodimer are catalytically
competent, only the intact dimer can bind tRNA and perform
catalysis using one of its active sites for the enzyme reaction.
The second subunit assists substrate recognition and orients
the tRNA appropriately in space by means of polar inter-
actions established by its BEBF loop with the phosphate
backbone (see the Supporting Information (SI), Figure S1).

The base-exchange reaction occurs in the deeply buried
ribose-34 pocket. Many of our potent [lin-benzoguanine
inhibitors, developed in the past, are accommodated by this
pocket, which, as a matter of fact, is placed in the proximity of
the dimer contact interface.”! Surprisingly, the hydrophobic
residues Val282, Leu68, and Val45 flanking the lower end of
this ribose-34 pocket are highly sensitive toward interactions
with functional groups attached to our ligands, which are
placed upon protein binding next to these residues.’! As
a consequence, these inhibitors can induce remarkable
structural perturbations in this region and provoke conforma-
tional rearrangements of a loop-helix motif (Thr47-Ala61).
This amino acid stretch prevents water access to a crucial
hydrophobic cluster of four aromatic amino acids (Trp326,
Tyr330, His333, and Phe92’), which are imbedded in the
center of a typical O-ring motif.’! The integrity of the spatial
arrangement of the latter four aromatic amino acids could be
shown to be essential for the stability of the homodimer
interface.®” We used non-denaturing nano-ESI mass spec-
trometry to analyze the monomer-to-dimer ratio in solution,
particularly by expanding the study to variants of the protein
modified at single residue sites. The monomer—dimer equi-
librium is increasingly shifted toward the monomeric state
through destabilization of the loop-helix motif and the cluster
of four aromatic residues (see SI, FiguresS2 and S3).
Consistent with this finding is the fact that an increase of
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protein concentration shifts the equilibrium back toward
more dimer. As a consequence, in the dense crystal packing
the enzyme was exclusively found with C, symmetry as
a homodimer.

To our surprise, with one bound ligand (1, Table 1) we
succeeded in perturbing or stabilizing the interface in such
a way that a completely novel dimer interface with twisted
arrangement of the monomer subunits was established (see
SI, Figure S1). The new interaction geometry could be
analyzed by co-crystallizing the twisted complex.'”! The
novel interface spans over nearly the same surface area as
that present in the former C,-symmetrical packing (Figure 1).
It shows a buried contact area with a comparable interaction
inventory. Facing both packings, the twisted arrangement
formally results from an approximately 130° rotation of one
dimer mate against the other. The newly shared common
surface does not span contiguously as in the functional dimer
across the interface, but splits into four patches. Still, the
twisted interface shows a cluster of aromatic residues.
Whereas Trp326, Try330, and His333, residing on helix oE,
are complemented by Phe92’ from the packing mate in the C,-
symmetrical functional dimer (Figure 1, left), in the twisted
arrangement, Tyr72' replaces Phe92' (Figure 1, right). The
crucial residue Glu339', which forms a salt bridge to Lys52
across the interface in the functional dimer, comes close to the
ligand’s side chain attached to C(4) of the parent lin-
benzoguanine scaffold (Figures2e and 3c; for positional
labeling, see Table 1). Most importantly, from a functional
point of view, the novel twisted homodimer adopts a geom-
etry, which for steric reasons is no longer competent to
recognize the tRNA and thus, does not catalyze the base-
exchange reaction (see SI, Figure S4).

Table 1: Studied inhibitors of TGT, crystal structures, and affinity data.

46 amino acids involved

16 hydrogen bonds
6 salt bridges

196 van der Waals contacts

Mate 1

43 amino acids involved
10 hydrogen bonds
14 salt bridges

188 van der Waals contacts

His333

Tyr330
Tyr72*
Mate 2
£

Figure 1. Comparison of the arrangement in the functional (left, space
group C2) and twisted (right, space group P2,) homodimer of TGT.
The latter dimer is no longer capable of recognizing the tRNA for
steric reasons (Sl, Figure S4). The two dimers differ by a formal 130°
rotation of the two monomeric subunits against each other. The
produced packing interfaces hardly differ in the size of the commonly
shared interface surface; however, the functional dimer forms a con-
tiguously connected interface whereas the twisted one is assembled by
four individual patches. The inventory of contributing amino acids and
established contacts is also comparable for both forms. Crucial for the
interface formed by the functional dimer is a cluster of the aromatic
amino acids Trp326, Tyr330, His333 complemented by Phe92’ from the
dimer mate. In the twisted dimer, the named residues find with Tyr72’
another residue from the dimer mate to form an alternative aromatic
cluster.

Supposedly, the perturbances of the loop-helix motif are
a kind of regulatory handle to modulate interface stability and
adjust the concentration of the
available functional dimer.
We speculate that the bound

I« ; llo Co-crystallized structures
2, N NH )
x{\N 7 N’J\NHZ R X Complex® Resolution
R ]
%
1 I© H TGT-1°2 1.89
2 oy TGT-2% 141
MeNH .
OH OH
oy TGT-3% 1.32
3 MeNH GT-3 3
_O OH
o~ o
4 ° MeNH  TGT-4 1.42
0 0Oy
o~ TGT-5% 1.99
5 o
MeNH
N TGT-57% 2.52
x TGT-6% 1.27
o
6 Mo MeNH
M0 e TGT-67% 2.36

PDB Kilb) Monomer!®

code

5107

4LEQ

4KWO

5LPO

S5LPP

5LPQ
5LPS

SLPT

ligand induces, stabilizes, or
even triggers this transforma-
tion and drives the functional
homodimer into a kind of
resting state where the
enzyme is no longer capable
of fulfilling its catalytic func-
tion. Since such behavior most
likely relates to an important
functional  option,  which,
admittedly, is at present
unknown to us, we searched
for novel ligands that might
stabilize both the catalytically
competent and the twisted
resting homodimer state.

We previously showed that
ligands exposing a sugar
moiety next to the above-
mentioned hydrophobic resi-
dues flanking the lower end of

(] [%]

1000 £ 300 126+2.8

217 +81 53+1.1

353 +106

9.6+1.1

243+ 14 12.3+1.1

544 + 174

6.00.8

237+41 10.3+0.7

[a] Superscript C, or P2, indicates the crystal form in space group C, or P2,. [b] Determined by a functional
assay recording the incorporation of radioactively labeled guanine into tRNA. [c] Referring to the amount of

monomer as determined by nano-ESI MS
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the ribose 34 pocket are able
to influence the structural
properties of the regulating
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oo B b) benzimidazole 8 (see Section S6.4 in the SI for details). The
5\\4{”231/"'~ - ™ - ) SEM protecting group was introduced using SEM chloride,
\ 4 Y /, affording an inseparable mixture of N-protected regioiso-
A2 | i ot} S mers.[" Selective reduction of the nitro groups was achieved
N\ { \ by using zinc in aq. acetic acid, to give amine 9 as well as N-
Asp280 | ® 7 substituted regioisomer 10 (see Section S6.5 in the SI), which
otV - &\srﬂo were separated by flash column chromatography. Small-
vaizs2 “\ molecule crystal structures obtained for 9 and 10 allowed
T o o o¥ assignment of the exact structures (see Section S6.6 in the ST).
) \‘;hm ) Iodination of 9 afforded iodobenzimidazole 11. A key step in
this synthetic approach was the coupling of hex-5-enofurano-
N o T B e ides 12a/b and hept-6- ide 12¢ (see Section $6.1
/ Dt ) I Sl | sides 12a/b and hept-6-enopyranoside 12¢ .(see ection 86.
/ r }QF_’ N <« > 7 ) in the ST) with 11 by a one-pot hydroboration Suzuki cross-
et () / A L o coupling reaction to give 13a—c."! This coupling method
\;A\"’m( : \ presents an improvement to the former strategy wherein
Aspmé Aspmé‘ ‘ y furanosyl moieties were introduced via Sonagashira cross
i fx [ 2 -me coupling, requiring an additional step for the reduction of the
a2 yrege v vﬂ%) e\ . alkynylated benzimidazoles.'"” Cyclization proceeded via the
Valas . > T\ ” formation of a thiourea intermediate, which undergoes intra-
; * | molecular cyclization promoted by the addition of EDCI to
\ - . afford carbamate-protected guanidines 14 a—¢.™*! Gratifyingly,
f) cleavage of the SEM and carbamate protecting groups was
achieved concomitantly by use of a fluoride source under mild
conditions and short reaction times, with complete retention
of the stereochemistry at the carbohydrate moiety, yielding
the unprotected lin-benzoguanines 4-6."" In order to remove
the TBA salts, nontraditional 2D-MPLC had to be employed
which required stacking a polyamide PF-100P6/8G column
above an amino PF-15NH2/6G column, leading to mixtures of
4 free bases and the corresponding ammonium acetates (see SI
Xt Section S6.4).
Next, we determined the binding affinities of 4-6 using
Figure 2. a) Superimposition of the Cf)’im structures of TGT-3¢ a functional assay recording the incorporation of radio-
(orange, PDB code: 3fKWO) and TGT-4™ (yellow, PDB code: 5LPO). actively labeled guanine into tRNA.!' This assay character-
The binding mo.d.es ° t,he two I|gand§ resemble each other very ized 4-6 as three-digit nanomolar inhibitors (Table 1). Sub-
closely, the additional 2-OMe group in 4 replaces one water molecule . .
in comparison to the complex with 3. b) A comparison of TGT-3<* and sequently performed nano-EST MS studies qualified these
TGT-4% is shown with the structure of the apo-enzyme (green). The ligands to shift the monomer-to-dimer ratio slightly toward
B1al loop adopts a different orientation in the ligand complexes increased monomeric state. Finally, we performed isothermal
compared to the uncomplexed protein. ¢,d) Binding mode of 5 in the titration calorimetry as these experiments make it possible to
functional dimer (left, yellow, space group C2, PDB code: 5LPP) and in  gjscover ligands that induce major conformational changes in
the twisted dimer (right, blue, space group P2,, PDB code: 5LPQ). the interface. In this case, the binding is largely characterized
e) Superimposition of the two crystal structures (yellow, blue) showing . .
the reshuffled interface contact and the differences in the C(4) by an entropic signature leading to hardly detectable ITC
furanosylethyl side-chain orientation. The modulated packing of the signals. Similar to 3 but in contrast to 2, 4-6 follow such
functional (f) and twisted (g) dimer with 5 is shown on the right. a behavior suggesting that also they assert a strong influence
on the interface geometry. Surprisingly, in our subsequently
performed crystallization trials, we discovered with 5 and 6
loop-helix motif with minor modifications of their substitu-  crystals exhibiting different lattice dimensions. They were
tion pattern.'”! The mere addition of a further methyl group  grown from the same well of our crystallization plates,
provided us with 3 and 4, which either leave the loop-helix =~ whereas this observation could not be found for 4. Since
motif unperturbed or induce major rearrangements of the even the habitus of the different crystals from the same well
motif. Possibly, this high sensitivity relates to the fact that this  did not vary in a significant, easily observable way, we became
pocket hosts in the natural substrate a ribofuranose moiety.  aware of this rather surprising fact only by mounting and
We therefore tested additional /in-benzoguanine derivatives  analyzing several crystals in test measurements to check
with further modified furanose or pyranose sugar-type diffraction quality prior to data collection on the synchrotron.
moieties in this region. Fortunately, we still do this validation routinely in order to
Substituted lin-benzoguanines 1-3 were prepared accord-  select the best-diffracting crystals for our synchrotron meas-
ing to a procedure previously published by us."'?l The urements.
synthesis of 4-6 is presented in Scheme 1. The 2-(nitro)amino- Detailed analysis showed that some of the crystals grown
6-nitrobenzimidazole 7 was obtained by nitration of 2-amino-  with 4-6 turned out to correspond to space group C2,
Angew. Chem. Int. Ed. 2018, 57, 10085-10090 © 2018 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.org 10087
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Scheme 1. Synthesis of carbohydrate-substituted lin-benzoguanine ligands 4-6 (shown in Table 1).
Reagents and conditions: a) SEMCI, NaH, DMF, 25-50°C, 20 h; b) Zn, H,O, AcOH, MeOH, 0°C, 2 h,
9:27% and 10 (3H tautomer): 21 % over two steps; c) |,, CH,Cl,, NaHCO;, 23°C, 4 h, 84 %, d) 9-BBN,
THF, 0-23°C, 1.5-4.5 h; e) [PdCl,(dppf)], K;PO,, THF/DMF, 80°C, MW, 60-75 min, 13a: 82%, 13b:
73%, 13 c: 38 % over two steps; f) EEOCONCS, HMDS, EDCI, MeCN, 23°C, 12-18 h, 14a: 69%, 14b:
80%, 14c: 51%; g) TBAF, THF, 100°C, MW, 1-1.5 h, 4: 45%, 5: 61%, 6: 72%. SEM = 2-(trimethylsilyl)-
ethoxymethyl, DMF = N,N-dimethylformamide, 9-BBN = 9-borabicyclo(3.3.1)nonane, dppf=1,1"-bis-
(diphenylphosphino)ferrocene, THF =tetrahydrofuran, HMDS = hexamethyldisilazine, EDCI = 1-ethyl-3-
(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide, MW = microwave, TBAF = tetrabutylammonium fluoride.

commonly found for these complexes with the usual homo-
dimer packing. In case of crystal growth with § and 6 however,
also crystals with deviating lattice dimensions in the mono-
clinic space group P2, were detected. This novel lattice
symmetry had previously only been detected with 1 disclosing
the enzyme with twisted homodimer geometry."”) As both
crystal forms exhibit monoclinic symmetry, this explains why
macroscopically no easily recognizable differentiation was
possible between both forms in terms of deviating crystal
habitus.

Structure refinement of the five crystal structures showed
in all cases that the tricyclic /in-benzoguanine portion forms
eight hydrogen bonds with the surrounding residues Asp102,
Aspl156, GIn203, Gly230NH, Ala232CO, and Leu231CO
(Figures2a, 3a, and S2). Furthermore, stacking of the
tricyclic core with Tyr106 above and Met260 below was
detected. Ligand 4, which differs from 3 by a sole additional
methyl group, adopts a binding geometry nearly identical to
that of 3 (Figure 2a)."! As the only difference, we could
detect that the additional 2’-OMe group pushes one water
molecule out of the binding site. Nevertheless, in comparison
to the uncomplexed apo-protein, the flal loop adopts
a perturbed, strongly altered arrangement (Figure 2b). This
is in agreement with an undetectable ITC heat signal as the
huge conformational adaptation of the entire loop makes the
binding process overall largely entropic (see SI).

In the other C, structures of TGT-5 and TGT-6, the
substituents R, attached to C(4) of the tricycle, are slightly
less well-characterized in the electron density than the parent
scaffold. This indicates either enhanced residual mobility or
scatter over several spatial arrangements. In TGT-5 (Fig-
ure 2¢), the anomeric methoxy group as well as the two
methyl groups of the acetonide protecting group are not fully
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visible in the difference electron
density. In TGT-6 (Figure 3a),
the attached pyranose ring does
not allow to assign the equatorial
2’-methoxy group and the entire
ring seems placeable into the
difference density in two alterna-
tive orientations (42% vs. 58 %
occupancy). As found for the
other two furanose ligands, the
steric requirements of the pyra-
nose ring induce a very similar
rearrangement of the crucial
plal loop. This is also found for
TGT-3 to TGT-5 with the conse-
quence that the space vacated by
the latter loop is now filled by
water molecules. The observed
disorder of the terminal sugar
moiety seems to correlate with
scattered arrangements of Asn70,
Asp102, and Asp280.

The surprising reshuffling of
the entire dimer interface is
observed in TGT-5 (Figure 2d)
and TGT-6 (Figure 3b) in the P2,
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© 2018 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Figure 3. a,b) Binding modes of 6 in the functional dimer (left, beige/
cyan, space group C2, PDB code: 5LPS) and in the twisted dimer
(right, blue, space group P2,, PDB code: 5LPT). In the structure in
space group C2, the pyranose ring of the C(4) side chain occurs in two
nearly equally populated orientations (beige/cyan). c) Superimposition
of the two crystal structures (yellow, blue) showing the reshuffled
interface contact and the differences in the C(4) pyranose side-chain
orientation. The binding pose found in space group P2, (blue) closely
resembles that observed for the higher populated conformer in space
group C2 (beige). The modulated packing of the functional (d) and
twisted (e) dimer with 6 is shown on the right.
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crystal form. This rearrangement must have occurred in
solution prior the co-crystallization and it results, most likely,
from an equilibrium between the functional and twisted
dimer of the protein. We suppose that with § and 6, both
geometries can be captured in the crystalline state. It remains
at present unresolved whether the interface transformation,
formally involving a relative rotation of one subunit against
the other, occurs via full dissociation to separated monomers,
which reassemble or whether the rotational transition follows
a pathway where the two monomers remain in close contact.
Furthermore, it remains speculative to what percentage both
forms are present in solution; however, we suppose that
energetically both must be comparable, for otherwise they
would hardly crystallize side-by-side in the same crystalliza-
tion well. Crystal growth is a process that expands over many
days and should be largely governed by equilibrium condi-
tions.

The crystal structures with 5 (Figure 2d) and 6 (Figure 3b)
in P2, show the ligands with well-defined difference electron
density. Two crystallographically independent polypeptide
chains are observed with largely identical geometry. Compar-
ing the ligand binding modes of 5 in the functional and twisted
homodimer demonstrates that the terminal sugar moiety
adopts a different orientation with respect to the parent lin-
benzoguanine scaffold (Figure 2¢,d). The ethylene bridge at
C(4) roughly follows a mirrored orientation leading to
deviating placement of the furanose moiety. Since interface
packing results in totally different contacts, the pivotal
Glu339" of the adjacent crystal mate now gets into close
contact with the ligand (Figure 2¢). Considering the binding
mode of 6 in the two deviating dimers, the pose of the
pyranose substituent at C(4) in the twisted dimer resembles
that of the higher populated one in the functional dimer
(Figure 3a,b).

In summary, the tRNA-modifying enzyme TGT is only
capable of recognizing its substrate as a homodimer. More-
over, the protein can form an alternative, twisted homodimer
that is no longer capable of binding the tRNA for steric
reasons (see SI, Figure S4). The interfaces formed by both
dimers are virtually of the same size with similar interaction
inventory. We designed two ligands with a furanosyl and
pyranosyl moiety that readily crystallize with the protein side-
by-side in the same crystallization well. We believe that the
two homodimeric forms are close in energy and exist in
equilibrium in solution. The binding modes of the ligands in
both forms are very similar. We speculate that the twisted
form corresponds to a kind of resting state, as it is
incompetent to bind and process tRNA. Possibly, this
second form is necessary for the functional regulation of the
enzyme. Our hypothesis is supported by the observation that
many TGTs from eukaryotic organisms are functional as
heterodimers, but via dissociation, they can also form
homodimers. We suggest that this is only another, however
on first sight more complex, variation to regulate the function
of this class of enzymes.
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ABSTRACT: HIV/AIDS is still one of the leading causes of death worldwide. Current drugs that target the canonical steps of
the HIV-1 life cycle are efficient in blocking viral replication but are unable to eradicate HIV-1 from infected patients. Moreover,
drug resistance (DR) is often associated with the clinical use of these molecules, thus raising the need for novel drug candidates
as well as novel putative drug targets. In this respect, pharmacological inhibition of the highly conserved and multifunctional
nucleocapsid protein (NC) of HIV-1 is considered a promising alternative to current drugs, particularly to overcome DR. Here,
using a multidisciplinary approach combining i silico screening, fluorescence-based molecular assays, and cellular antiviral assays,
we identified nordihydroguaiaretic acid (6), as a novel natural product inhibitor of NC. By using NMR, mass spectrometry,
fluorescence spectroscopy, and molecular modeling, 6 was found to act through a dual mechanism of action never highlighted
before for NC inhibitors (NCIs). First, the molecule recognizes and binds NC noncovalently, which results in the inhibition of
the nucleic acid chaperone properties of NC. In a second step, chemical oxidation of 6 induces a potent chemical inactivation of
the protein. Overall, 6 inhibits NC and the replication of wild-type and drug-resistant HIV-1 strains in the low micromolar range
with moderate cytotoxicity that makes it a profitable tool compound as well as a good starting point for the development of
pharmacologically relevant NCls.

IDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome) is still one
of the major global public health issues. The Joint United
Nations Program on HIV/AIDS (UNAIDS) estimated that at
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Despite dramatic progress in the development of antiretroviral
agents, HIV cannot be eradicated yet, and thousands of new
cases of HIV-1 infection occur daily."

During the past 25 years, the arsenal of drugs to combat
HIV-1 infection has increased continuously.” More than 25
antiretroviral drugs targeting the entry steps of HIV-1 into the
host cells, or the key HIV-1 enzymes Reverse Transcriptase
(RT), Protease (PR), or Integrase (IN), have been approved in
the U.S. and Europe, but several are not used any more or only
under special circumstances. Indeed, currently most used drugs
include four nucleoside RT inhibitors (NRTIs), three non-
nucleoside RT inhibitors (NNRTIs), three PR inhibitors (PIs),
and three IN inhibitors (INIs). It is worth noting that, with
only the exception of one maturation inhibitor and one
attachment inhibitor, all of the few drug candidates under
clinical investigation still belong to the NRTI, NNRTI, or INI
class.”

Although current drugs have been proved to be potent and
selective, notably when administered in combination (Highly
Active Anti-Retroviral Therapy - HAART), treatment failures
continue to occur, mostly due to the emergence of drug
resistance (DR), as a result of the ability of HIV-1 to mutate in
response to pharmacological pressure. In fact, DR has been the
most critical limitation in antiretroviral therapy since its advent,
as underlined by the World Health Organization in establishing
the “Global HIV-1 Drug Resistance Network.”" As a
consequence, an investigational anti-HIV drug is requested to
have a favorable resistance profile prior to proceeding further
with clinical studies. New antiretroviral candidates belonging to
drug classes already in clinical use are easier to develop but are
often affected by cross-resistance with earlier compounds of the
same class. By contrast, compounds targeting a new step in the
HIV-1 life cycle are expected to be active against viral strains
harboring resistance mutations selected by previous treatment
with licensed drugs working with a different mechanism. In
addition, an ideal new target protein should show limited
natural variability to warrant drug susceptibility across different
HIV-1 subtypes and variants.

The HIV-1 nucleocapsid protein (NC) is highly conserved in
diverse HIV subtypes and plays a central role in virus
replication that makes it an ideal target for drug discovery.
The main structural and functional features of NC and its
pharmacological relevance as a potential drug target have been
recently reviewed.” The protein is thought to act as a nucleic
acid chaperone, which in turn enhances the efficiency of RT
and IN within the initial phases of the HIV-1 replication cycle,
where genomic RNA is converted into double-stranded DNA
and then integrated within the host genome.’”'’ In the late
steps of HIV-1 replication, the chaperone activity of the NC
domain of the Gag polyprotein is required for efficient
packaging and dimerization of the full-length genomic RNA,
which is critical for viral assembly, maturation, and bud-
ding."'~'® The 55-amino acid sequence of mature NC is highly
conserved across HIV-1 strains and particularly in strains
harboring drug-resistant mutations deriving from selective
pressure from currently used antiretroviral drugs. In fact, the
NC has a low tendency to mutate in HIV-infected patients, and
single point NC mutants are often inactive in vitro, resulting in
the production of noninfectious viral particles.'”~** Taken
together, these findings suggest that the NC is a profitable
target for the development of small molecule inhibitors (NCls)
that may impact several HIV-1 replication steps. Moreover,
specific inhibition of the NC at multiple steps of the HIV-1
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replication cycle with a single small molecule is expected to
significantly enhance the genetic barrier to DR.

The first NCI was disclosed in 1993 by Rice et al, who
developed zinc-ejecting aromatic C-nitroso compounds having
remarkable antiretroviral activity in vitro.”> Since then, efforts
were focused on the discovery of novel NCIs operating through
different mechanisms of action. Three main classes of NCIs
have been disclosed: (i) zinc ejectors, (ii) noncovalent NCIs
binding to nucleic acid partners of NC, and (iii) noncovalent
NCIs binding to NC.> Zinc ejectors showed potent antiviral
activity and have been recently progressed through preclinical
studies,” even though most of the chemical agents from this
class appeared to be quite toxic. Thus, their use as systemic
antiretroviral agents has been discontinued in favor of their
possible development as topical microbicides.”” Noncovalent
NCIs targeting nucleic acids are generally low specificity DNA-
or RNA-intercalating agents that mainly proved to be valuable
tools in understanding NC functions and druggability. In
contrast, NCIs directly binding to NC represent a greater
opportunity in antiretroviral drug discovery and have been the
subject of extensive studies conducted at multiple levels and
with different types of chemical entities by our own and by
other research groups in the past few years.”*~*

Despite significant progress in the field, the majority of
noncovalent NCIs developed so far have showed only
moderate antiretroviral effects in infected cells, which has
limited their investigation in the context of DR. Therefore,
challenging investigations aimed at consolidating NC as a
potential drug target and identifying novel chemotypes for
NCIs endowed with chemical and physicochemical features
suitable for further development are urgently needed.

With the aim of advancing the state of the art in the
development of NCIs as novel anti-HIV therapeutics, we
screened large libraries of compounds from proprietary
collections or commercial vendors through a multidisciplinary
approach boosted by computational studies. Candidate NClIs
selected in silico were tested in both molecular and cellular
assays in vitro and further profiled for their mechanism of NC
inhibition. The nonspecific cytotoxicity and the effect of NClIs
on the replication of wild-type and drug-resistant HIV-1 strains
were monitored as well.

B RESULTS

Screening Libraries. In the present work, two different
libraries were screened to identify new chemotypes of NCIs: (i)
the compound library from IRBM Science Park S.p.A,,
comprising around 100000 compounds at the time of this
work and (ii) a custom subset of the ZINC database of
commercially available compounds, composed of around 5.4
million compounds. This subset was provided by drug-like
filtration of the all-now subset of the ZINC database by using
the filter developed by Oprea.*’ The main features and physical
properties of compounds included in the ZINC database and its
subsets are available at the ZINC Web site (https;/ /zinc.
docking.org/ ) as well as in the original publication.42 The main
physical properties of compounds included in the IRBM
proprietary library were calculated using the QikProp
software*’ and showed that the library contains mostly small
molecules endowed with lead- and drug-like properties
(Supporting Information Figures S1 and S2).

Virtual Screening. Computational modeling proved to be a
valuable tool in rational design and screening of NCIs.”*** The
availability of NMR structures of NC in complex with RNA,
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DNA and a small molecule inhibitor,>"**™*¢ facilitates
structure-based methods such as molecular docking. Here, we
usec313 a2 previously described structure-based virtual screen-
ing.”

On the basis of the well-known conformational flexibility and
adaptability to binding partners of the NC, the virtual screening
protocol was implemented with three receptor structures,
namely the (i) Molecular Dynamics (MD)-refined structure of
NC in binding conformation to the SL3 psi-RNA recognition
element, hereafter referred to as NC-RNA; (ii) MD-refined
structure of NC in binding conformation to the DNA
(—)primer binding site (PBS) DNA, hereafter referred to as
NC-DNA;* and (iii) NMR structure of NC bound to a small
molecule NCI in 1:2 stoichiometry, hereafter referred to as
NC-LIG.”

Different from the virtual screening already described, >
here we used the FRED docking program from OpenEye*”**
to perform fast and accurate molecular docking of library
compounds toward the NC. After docking, some rescoring
functions were tested for their ability to correctly rank a
training set composed by available NCIs.”> Therefore, the
Molecular Mechanics Poisson—Boltzmann Surface Area (MM-
PBSA) method was selected for rescoring docking poses toward
the NC-RNA structure, whereas the Chemscore function
implemented in GOLD" was selected for rescoring docking
poses toward the NC-DNA and NC-LIG protein conforma-
tions. It is not surprising that the same scoring function proved
to perform well toward these two NC structures. Indeed, NC-
DNA and NC-LIG share a very similar organization of residue
side chains within the two zinc fingers, thus forming very
similar binding pockets for small molecules (RMSD = 1.42 A
for atoms in residues 29—38).

After docking and rescoring, the 10% top ranking molecules
were further processed. To enhance chemical diversity in virtual
screening results, virtual hits were clustered based on a
combination of molecular fingerprints and substructures as
described by Stahl et al,*® and only a few molecules from each
cluster were selected for further studies. After visual inspection,
65 and 180 virtual hits were progressed to in vitro assays from
the IRBM proprietary library and the custom subset of the
ZINC database, respectively.

NC Inhibition in Vitro. Selected virtual hits were further
screened in vitro for their ability to inhibit the nucleic acid
chaperone activity of the NC protein. NC is known to
destabilize the secondary structure of cTAR DNA, the
complementary sequence of the transactivation response
element, which is involved in minus-strand DNA transfer
during reverse transcription.”' ®" This destabilization is highly
specific and very sensitive to the proper folding of the zinc-
bound finger motifs of NC.°*”®> In this assay, the
destabilization is monitored with a cTAR sequence which is
labeled with a dye (Rh6G or Alexa488) and a quencher
(Dabcyl) at its S’ and 3’ ends, respectively. In the absence of
destabilization, the close proximity of both cTAR ends results
in a strong fluorescence quenching of the dye emission by the
Dabcyl group.® NC(11-55) added to cTAR at a ratio of 10
NC/cTAR melts the bottom of the cTAR stem, which increases
the distance between the dye and the quencher and as a result
increases the dye fluorescence.”**® NCIs are expected to
prevent the NC-induced destabilization of ¢cTAR and thus
reverse the NC-induced increase in the fluorescence of the
labeled cTAR* The activity of the inhibitor was evaluated
from the ratio of the fluorescence intensity observed in the
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presence of NC with the molecule to that in the absence of the
compound. All compounds were tested at two final
concentrations, namely, 10 and 100 yM. Using a threshold of
25% inhibition at 100 yM concentration, seven positive hits
were identified (Table 1, and Figure 1). All selected

Table 1. In Vitro NC Inhibition Activity and Antiviral
Activity of NCI hits

ICs,™" single-cycle assay IC5,  BiCycle ICg, (95% CI)®

compound (uM) (uM) (uM)

1 100 + 10 NAS NAS

2 35+7 cytotoxic N.A“

3 70 + 10 170 + 20 NAS

4 170 + 10 N.T/ N.TS

s 35+7 NA® N.AS

67 26 + 2 42+ 4 43 (1.1-182)

7¢ 110 + 30 3B+1 25.5 (11.7-55.3)

“Data are average + SD of at least two independent experiments. bAll
compounds were tested with ¢TAR Rh6G/Dabcyl. “Compounds
showing a time dependent inhibition. 9These compounds were found
to interact with free Rh6G label and were confirmed to inhibit the NC-
induced destabilization of cTAR Alexa488/Dabcyl. “N.A. = not active.

IN.T. = not tested. $95% confidence intervals calculated for each ICy,
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Figure 1. Chemical structure of the positive NCI hits identified by the
in vitro NC inhibition assay.

compounds were also tested for their direct interaction with
the free Rh6G label. Two compounds, 6 and 7, were found to
quench the Rh6G fluorescence. As these compounds do not
interact with the Alexa448 dye, they were further retested with
cTAR Alexa488/Dabcyl, which confirmed their inhibitory
activity. Also, the inhibition effect was monitored in time for
all compounds, and interestingly, 4 and 6 showed significant
time-dependent inhibition in this assay. The benzisothiazolone
4 belongs to a well-known class of zinc-ejecting NC
inhibitors®’~"® and falls out of the scope of this work. All
other compounds were further investigated in cells infected
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Figure 2. Cytotoxicity of NC Inhibitors measured through Trypan blue assay (A), MTS assay (B), and CellTiter-Glo 2.0 assay (C).
Table 2. TDy, Values (Trypan Blue and MTS Assays)
compound ~ TDsy Trypan Blue ~ TDso MTS  TDs, (95% CI) MT-2 cells  Tlpypanpie (TDso/ IC5o®)  Tlyrs (TDso/ICse®)  Tlyr., (TDsp/ICs")
6 35 uM 60 uM 68.5 (32.1-1463) uM 8.1 139 159
7 30 uM 20 uM nd. 12 0.8 nd.

“ICs is calculated in the BiCycle assay (Table 1) against wild-type HIV-1. n.d.: not determined.

either with the wild-type NL4-3 HIV-1 strain or with
pseudoviral particles.

Antiretroviral Activity of NCI Hits. The antiretroviral
activity of positive hits identified in the cTAR destabilization
assay was then evaluated by means of two different cell based
assays, one involving VSV-G pseudotyped nonreplicative
lentiviral particles that mimic the early steps of infection
(single-cycle assay), the other consisting of a replicative two-
round infection assay using the HIV-1 wild-type reference
strain NL4-3 (BiCycle assay). In the single-cycle assay,
antiretroviral activities below 50 yM were observed for 6 and
7, the best molecules of this series (Table 1). The activity of 2
could not be determined due to its cell toxicity. The two other
molecules were found to be inactive. Results of the BiCycle
assay are reported in Table 1 and were in good agreement with
results of the single-cycle assay. 1, 2, and 3 share the common
phthalimide scaffold, which was suggested to interact with the
NC and to inhibit its chaperoning functions at a low
micromolar concentration (Table 1). Despite the nice trend
and rough structure—activity relationships (SAR) observed in
the fluorescence assay, these molecules proved inactive or
moderately active in inhibiting the replication of HIV-1 in vitro
and were therefore discontinued. A lack of antiviral activity was
also observed for the triazolone S. Contrarily, the naturally
occurring nordihydroguaiaretic acid 6 and the phenyl-amino-
thiazole 7 were active in cells at low micromolar concentration.
The effects of 7 in a single-cycle assay and BiCycle assays were
very similar, suggesting that this molecule acts mainly on the
early steps of infection. 6 showed an ICj, value 10 times lower
in the BiCycle assay as compared to the single-cycle assay,
suggesting that it may act on both early and late phases, but
with a higher efficiency on late steps. Based on their promising
activity, these molecules were therefore selected for further in
depth analysis of cytotoxicity.

Cytotoxicity, Apoptotic Effect, and Mitochondrial
Toxicity of Compounds 6 and 7. The cytotoxicity of
NCIs 6 and 7 was evaluated in peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) from healthy donors. Stimulated PBMCs were
treated for 7 days with different concentrations (range 0.1—100
uM) of compounds 6 and 7, and cytotoxicity was then
measured through both Trypan blue staining (Figure 2A) and
MTS assay (Figure 2B). The compounds showed a moderate
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cytotoxicity profile with S0% toxic dose (TDs,) values in the
high micromolar range (Table 2). However, an acceptable
therapeutic index (TI) was observed only for compound 6,
while 7 proved to be quite toxic at the bioactive concentration
either by Trypan Blue and MTS assays. Therefore, cytotoxicity
of 6 was also evaluated on the same cell line (namely, MT-2
cells) used for efficacy ICy, determination, providing a TDj,
value of 68.5 uM (Figure 2C, Table 2).

The effect of the compounds on apoptosis was also
measured. Stimulated PBMCs were treated for 7 days with
10 and 100 gM compounds 6 and 7; apoptosis was then
evaluated through 7-aminoactinomycin D (7-AAD)/Annexin-V
staining and cytofluorimetric analysis. Compounds 6 and 7
appeared to be toxic at 100 4M (as per 7-AAD staining), while
at 10 M they did not induce significant apoptosis compared to
the untreated control. Percentages of early, late, and total
apoptotic events induced by treatment with the two
compounds are presented graphically in Figure 3.

50 1
2 1 T
E 40
%)
>
@ -
‘f"‘: 30 HEarly
2 T -
g_ “Late
20 1
S = Total
< T T
N - -
ST 10 A
Control 6 7

Figure 3. Percentages of early (cells reactive to Annexin-V alone), late
(cells reactive to Annexin-V and 7-AAD), and total (early plus late)
apoptotic events after treatment with 10 M NCls.

Mitochondrial toxicity was evaluated in the human pancreatic
adenocarcinoma cell line BxPC-3. Compounds 6 and 7 at 10
UM showed no mitochondrial toxicity (Supporting Informa-
tion, Figure S3).

Insights into the Mechanism of Action of Compound
6. On the basis of the results described above, 6 appears as the
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most interesting NCI among the test set and could become a
valuable tool compound for pharmacological NC inhibition.
However, this molecule showed time-dependent NC inhibition
in vitro, thus raising the need to investigate further its
mechanism of action at the molecular level. From a chemical
standpoint, 6 is the nordihydroguaiaretic acid, naturally found
in the leaves and twigs of Larrea tridentata (Zygophyllaceae)
and long known as an antioxidant, anti-inflammatory, and
anticancer agent.”' Notably, the catechol moiety of 6 could be
oxidized in vitro as described in Figure 4,”~"* thus providing

HO.

HO

para-quinone methide

Figure 4. Putative oxidation pathway of the nordihydroguaiaretic acid
6. The first species formed is the ortho-quinone by means of fast
oxidation. This compound then slowly isomerizes to the para-quinone
methide.

chemical species that may interact with the protein by means of
different pharmacophores. To elucidate the mechanism of
action of this promising NCI, in depth fluorescence-based NC
inhibition assays were performed under different conditions,
and the results were coupled with mass spectrometry (MS),
nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy, and
molecular modeling. Antiretroviral activity of 6 was monitored
also with multiple drug resistant HIV-1 strains.

NMR Analysis of the Chemical Stability of 6. The chemical
stability of 6 in screening conditions was monitored by NMR
spectroscopy, which already proved highly versatile in
identifying the bioactive species of chemically unstable small
molecules in solution.””® According to the oxidation pathway
of 6 proposed by Billinsky et al.”” (Figure 4), the signals of
aromatic and vinyl protons at 5.5—7 ppm and the signals of
methyl protons at 0—1 ppm are informative for the chemical
species in solution. Whereas the spectra recorded at t = 0
showed the existence of a single and symmetric species (6),
starting from ¢ = 24 h new methyl signals appeared and became
even more evident up to 120 h. These signals suggest the
formation of a new nonsymmetric species, in agreement with
the hypothesis that oxidation may affect only one of the two
catechol rings of 6 (Figure SA).”>”> These chemical changes
are accompanied by a variation of the solution color, which
moves from colorless to light brown (Supporting Information,
Figure S4). In the aromatic region, new signals appeared after
24 or 48 h and increased their intensity until £ = 120 h. These
data, coupled with the lack of signals attributable to the vinyl
proton, indicate that the new species is the ortho-quinone
derivative (Figure SB). At t = 120 h, a rather intense and broad
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Figure S. Superimposition of NMR spectra of 6 recorded at different
time points. The molecule is dissolved at 200 #M in TRIS buffer at pH
7.5 (D,0O was used to prepare the buffer). Spectra were recorded at
400 MHz at different time points. (A) Magnification of the methyl/
aliphatic region at 0—1.2 ppm, showing the peaks attributed to the
methyl groups of the molecule. (B) Magnification of the aromatic/
vinyl region at 5.7—6.9 ppm, showing the peaks attributed to the
phenyl rings and the vinyl proton (t = 120 h). The new peaks
compared to the spectrum recorded at t = 0 are highlighted by black
arrows. The times at which the spectra are recorded are labeled over
the baseline.

signal appeared at 5.85 ppm (Figure SB) and was attributed to
the vinyl proton of the para-quinone methide species.”>”>””7®
In line with our data, isomerization of the ortho-quinone to the
para-quinone methide has already been reported to be a very
slow process.”””” Notably, this peak disappeared after an
additional 24 h (t = 144 h, data not shown), suggesting that the
para-quinone methide may be a rather labile species in
screening conditions and that NC inhibition is most likely
due to the ortho-quinone oxidized form of 6. Finally, no
variation was observed within 120 h in the NMR spectra of 6
dissolved in DMSO-d4 or in pure D,O, indicating that the
buffer at pH 7.5 is required to promote oxidation (data not
shown).

NC Inhibition Assays. To further understand the time-
dependent effect observed in the NC inhibitory activity of 6
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(Table 1), we performed additional experiments by varying the preincubated with cTAR (Figure 6-VI—VII). In contrast, when
mixing order of reagents and the time of incubation. The 6 was preincubated for 2 or 24 h with NC (Figure 6-IV,V), an
freshly prepared solution of 6 in DMSO was mixed directly inhibition close to 100% was already reached 15 min after the
with the cTAR/NC complex (Figure 6-I) and incubated for final addition of cTAR. This suggests that 6 may react in a time-
dependent way with NC, in order to inhibit its ¢TAR

[E incubation 15 min destabilization activity. Taking into account the sensitivity of
1004 [Jincubation 1 hour o . L .
6 to oxidation, the most likely explanation is that the hit may
S 80 chemically react with NC, possibly after the oxidation shown in
E Figure 4 has occurred.

€ 601 I To check this hypothesis, we repeated the inhibition assay at
o pH 6.5, as it was previously shown that this catechol undergoes

Z 401 L. .7 o
5 a pH-dependent auto-oxidation reaction’” and stays in its fully
X 204 reduced form at pH < 6.5. Interestingly, compound 6 tested at

p gy p

pH 6.5 inhibited NC destabilization activity, with an ICs, value
P Y of 160 + 20 uM (Figure 7A, black line) and showed no time-

dependent inhibition (Figure 7B), indicating that the
compound in its reduced form is able to inhibit the NC
destabilization activity. The hit was clearly more active at pH
7.5, showing an ICs, value of 36 + 8 uM (Figure 7A, red line)

Figure 6. Effect of preincubation, incubation time, and mixing order
on the inhibitory activity of 6. In all experiments, a freshly prepared
solution of 6 in DMSO was used. Conditions I—VII are described in
the text. In all samples, the concentration of cTAR Alexa488/Dabcyl

was 0.1 uM; NC, 1 uM; 6, 20 uM (1% of DMSO v/v in the final and a clear time-dependent effect (Figure 7B). Thus, oxidation
volume). Experiments were performed in 25 mM Tris-HCI (pH 7.5), of 6 may trigger a chemical reaction that further increases the
30 mM NaCl, and 0.2 mM MgCl,. Excitation wavelength was 480 nm. inhibitory activity of the molecule against the NC.

Error bars from duplicate experiments are shown. Mass Spectrometry. In order to confirm the formation of a

complex between NC and 6, mass spectrometry (MS) of
NC(11-55) was performed in nondenaturing conditions in the
presence of 1% DMSO or a 20-molar excess of 6 dissolved in
1% DMSO at pH 6.5. In the presence of 1% DMSO, the zinc-
bound form of NC(11—S55) was detected (Figure 8A). In the

measured after 15 min and 1 h incubation. In another set of presence of 100 uM of 6, the NC(11-55) was detected in its

experiments, the 6 solution was preincubated with NC for 2 h fre{e‘ form and as a 1:1 cogplex with 6, c1§ar1y confirming the
(Figure 6-IV) or 24 h (Figure 6-V). Then, the mixture was ability of the molecule to bind the NC (Figure 8B). No peaks

either 15 min or 1 h before measurements. Alternatively, the
solution of 6 was preincubated in buffer for either 2 h (Figure
6-1I) or 24 h (Figure 6-III) before mixing with the cTAR/NC
complex. After mixing with cTAR/NC complex, inhibition was

added to cTAR, and inhibition was measured after 15 min and corresponding to zinc-depleted NC .either in its free form or
1 h incubation. Finally, the solution of 6 was preincubated with bound to 6 could be observed (Figure 8B). Moreover, no
cTAR for 2 h (Figure 6-VI) or 24 h (Figure 6-VII), before the significant change in the mass spectra was observed as a
addition of NC, and further incubation for 15 min or 1 h. function of the incubation time at this pH (data not shown),
As shown in Figure 6-1-III, when the 6 solution was added whereas incubation of the peptide with 6 overnight at pH 7.5
directly or after 2 or 24 h preincubation in the buffer to the showed a significant degradation of the protein (Supporting
NC/cTAR complex, we observed a 30—40% inhibition of NC Information Figure SS), confirming that a reaction between the
activity after 1S min incubation (violet bars) and 50—60% NC and 6 occurs at pH 7.5. Comparing MS experiments
inhibition after 1 h of incubation (orange bars). Similar (Figure SSC) with NC inhibition experiments (Figure 6)
percentages were obtained when the 6 molecule was first clearly suggests that the strongest NC inhibitory effect observed
A B
1004 60 [ incubation 15 min
incubation 1 h
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O
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Figure 7. Effect of pH on NC inhibition by compound 6. (A) Inhibition of NC-induced cTAR Alexa488/Dabcyl destabilization by 6 at pH 6.5
(black line) and pH 7.5 (red line). The percentage of inhibition is plotted as a function of the hit concentration. The ICs, value for 6 is (160 + 20)
uM at pH 6.5 and (36 + 8) uM at pH 7.5. (B) Time-dependent inhibition of NC-induced cTAR destabilization by 20 4M 6 at pH 6.5 and 7.5.
Buffers: 25 mM MES (pH 6.5), 30 mM NaCl, and 0.2 mM MgCl,; 25 mM Tris-HCl (pH 7.5), 30 mM NaCl, and 0.2 mM MgCl,. Excitation
wavelength was 480 nm.
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Figure 8. Binding of 6 to NC(11—S55), as monitored by ESI-MS. Mass spectra in nondenaturing conditions of S uM NC(11-5S) in 50 mM
AcONH, at pH 6.5 in the presence of 1% v/v DMSO (A) or in the presence of 100 uM of 6 in 1% DMSO (B) after 2 h of incubation.
Measurements were performed at 20 °C. The accelerating voltage (Vc) was fixed at 40 V, and the pressure in the first pumping stage of the

instrument (Psi) was fixed to S mbar.

A

Figure 9. Predicted binding mode of 6 in its reduced form (A) and in the ortho-quinone form (B). Small molecules are shown as cyan sticks, the
protein as green cartoon and lines (only residues within 5 A from the ligands are shown and labeled). Zinc ions are shown as gray spheres. H-bonds
are highlighted by black dashed lines; nonpolar H atoms are omitted. The protein is in the ligand-binding conformation as determined by NMR

spectroscopy (PDB ID: 2M3Z).*!

by preincubation of NC with 6 for 24 h (Figure 6-V) is
attributable to chemical degradation of NC.

Molecular Modeling. The possible binding mode of 6 and
its oxidized ortho-quinone form to the NC was investigated by
molecular modeling. The two molecules were docked toward
the hydrophobic pocket of the NC using the protocol described
above. Theoretical affinity was then estimated by the
Chemgauss4 function implemented in the FRED docking
program.”” Both species are able to establish an H-bond
interaction with the backbone of Gly35 and Met46 (Figure 9),
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two key residues for the interaction of nucleic acids as well as
noncovalent NCIs to the NC.*"***>* The catechol ring seems
to interact preferentially within the hydrophobic pocket by
stacking between the side chains of Trp37 and GIn4S in a
guanine-mimetic manner, whereas the second ring occupies the
cleft that projects toward the N-terminal end of the NC. Methyl
groups are docked in a hydrophobic cleft formed by Trp37 and
Ala2S residues. With respect to the score, the Chemgauss4
function indicated that the ortho-quinone species has the
highest theoretical affinity for the NC, followed by the catechol
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form of 6 (Chemgauss4 score = —7.54 and —7.06, respectively;
the lower the score, the higher the affinity).”” Overall, this
molecular modeling study suggests that the most abundant
species of 6 are both able to fit the hydrophobic pocket of the
NC and to establish interactions with key residues.
Compound 6 Inhibits the Replication of HIV-1 Drug
Resistant Strains. The antiviral activity of compound 6 was
further evaluated against four representative HIV-1 strains
resistant to drugs currently included in most of the
recommended antiretroviral regimens. As shown in Table 3,

Table 3. Antiviral Activity of Compound 6 against Viruses
Harboring Mutations Conferring Resistance to Most HIV-1
Inhibitors Used in Clinical Practice

BiCycle

viral resistance mutations (HIV-1 drug target— ICs, (95% fold

strain® drug class)? CL; uM)  change®

114 NL4-3 wild type strain 4.0 (14—

11.9)

11808  10F 11I 20T 32I 33F 35G 54V 711 73S 7.7 (2.3— 19
84V 89V 90M (protease - PIs) 25.5)

7401 41L, 67N, 184V, 210W, 215Y (reverse 2.5 (0.7— 0.6
transcriptase - NRTIs) 9.0)

12231 103N, 181C, 179F (reverse transcriptase - 2.9 (0.6— 0.7
NNRTIs); M41L, T21SF (reverse 14.8)
transcriptase - NRTIs)

11845 1408, 148H (integrase - INTs) 4.5 (0.8— 1.1

24.5)

“ARP Catalog number. bpls: protease inhibitors; NRTIs: nucleoside/
nucleotide reverse transcriptase inhibitors; NNRTIs: non-nucleoside
reverse transcriptase inhibitors; INIs: integrase inhibitors. “Ratio
between the IC, value of the resistant virus and the ICg, value of the
wild-type reference virus;

the fold change values close to 1 indicate that the mutations
conferring high levels of resistance to most licensed HIV-1
inhibitors do not impair the antiviral activity of compound 6.
Compound 6 Impairs Both Early and Late HIV-1
Replication Steps. The antiviral effects of 6 were evaluated
through the measurement of the viral nucleic acids isoforms
produced at the different steps of HIV-1 replication.
Compound 6 was compared to representative licensed HIV-1
antivirals including the reverse transcriptase inhibitor rilpivirine
(RPV), the integrase inhibitor raltegravir (RAL), and the
protease inhibitor darunavir (DRV; Figure 10). The use of
these reference compounds allows gaining insights into the
virus life cycle step(s) affected by compound 6. Indeed, RPV is
expected to halt production of total HIV-1 DNA by reverse
transcription, while RAL has no impact on reverse transcription
but impairs the following step of HIV-1 DNA integration into
the cellular genome. Finally, DRV does not block either reverse
transcription or integration but interferes with the late steps of
polyprotein processing and virion maturation. Although to a
lesser extent compared with RPV, 6 decreased total HIV-1
DNA at 16 h postinfection, while RAL and DRV did not impair
reverse transcription. This effect is consistent with the critical
role of the NC in mediating highly specific and eflicient reverse
transcription and is fully supported by the fact that compound
6 inhibits the chaperoning functions of the NC, although it
does not interfere directly with the RT."" This rate of inhibition
was conserved in the following integration and provirus
expression steps, as measured by quantification of integrated
HIV-1 DNA and intracellular HIV-1 RNA, respectively, at 30 h
postinfection, implying that no significant effects are exerted by
6 at these later stages. The comparison between the amount of
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Figure 10. Real-time PCR quantification of HIV-1 nucleic acid species produced in the presence of 6 (20 uM) or the reference compounds
darunavir (DRV), rilpivirine (RPV), and raltegravir (RAL; 2 uM each). The percent inhibition was calculated with respect to the no drug control
culture. The different graphs show the effects on total HIV-1 DNA at 16 h postinfection (p.i; A), integrated HIV-1 DNA at 30 h postinfection (B),
intracellular genomic HIV-1 RNA at 30 h postinfection (C), and both intracellular and extracellular genomic HIV-1 RNA at 48 h postinfection (D).
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intracellular and extracellular genomic HIV-1 RNA indicated
that 6 may have a modest additional effect on the production of
viral particles. However, the fairly larger IC, value obtained
with the single-cycle assay compared with the BiCycle Assay
(42 uM and 4 uM, respectively, see Table 1) indicated that 6
could significantly affect the infectivity of viral particles, since
the single-cycle assay evaluates antiviral activity in the early
steps of viral replication (from entry to provirus expression),
while BiCycle Assay measures antiviral activity on the whole
HIV-1 replication cycle. All the reference HIV-1 inhibitors
yielded the expected effects throughout the experiment,
corroborating the accuracy of the results.

B DISCUSSION

Despite the success of current antiretroviral therapy, HIV/
AIDS is still one of the major causes of death worldwide due to
an infectious agent.”” To date, highly effective antiretroviral
drugs targeting the entry of HIV-1 into the host cell, or the key
viral enzymes RT, PR, or IN, have been approved in the U.S.
and Europe. However, these drugs cannot eradicate HIV-1 and
must be administered over a lifetime. Due to tolerability and
adherence issues, individual pharmacokinetics variability, and
limited drug availability in low-middle income countries,
treatment failures still occur and are often associated with
emergence of DR.* For these reasons, drugs acting on validated
or novel targets are still needed.”” In this context, the NC
protein is a desirable target, because (i) it is highly conserved
across HIV-1 subtypes and strains, (ii) it is involved in multiple
steps of the HIV-1 life cycle, thus offering the unique
opportunity to inhibit HIV-1 at different levels with a single
small molecule,” and (i) circulating clinically derived drug-
resistant isolates are expected to remain susceptible to NCls.
Due to its high degree of conservation and multiple key
functions, the NC is also expected to show a genetic barrier
toward development of DR, an additional feature making NClIs
a profitable drug class to be used either alone or in combination
with existing antiretrovirals.” Unfortunately, no NCIs have
reached the clinical stages of development so far.

In this context, the THINPAD consortium was established
within the seventh framework programme (FP7) of the
European Community, with the aim to discover and develop
novel NCIs up to preclinical or clinical candidates. Starting
from chemical collections available in house (IRBM compounds
library) or from commercial vendors (ZINC database),
computational screening tools were used to filter compounds
endowed with suitable pharmacophoric and shape features for
interacting with NC and inhibiting its chaperone func-
tions.”**>*** Virtual hits were further analyzed in vitro by
using a fluorescence assay to monitor the effective NC
inhibition, while their antiretroviral activity was evaluated in
cells infected with HIV-1 or nonreplicative pseudoviral
particles. Two promising hits were identified, namely 6 and 7
(Table 1, Figure 1), which were able to inhibit NC in vitro at
low micromolar concentrations and to inhibit the replication of
wild-type HIV-1 strain NL4-3 in infected cells with moderate
toxicity.

It is worth mentioning that 6 is nordihydroguaiaretic acid, a
natural product found in the leaves and twigs of Larrea
tridentata (Zygophyllaceae).”"** This compound is known to
inhibit lilg)oxigenases,&%’84 voltage-activated Ca** or K* KvlL.§
currents,”*® and TNFa activation®” and is well-known for its
antioxidant effects as candidate therapeutics® or as an additive
in fats and oils. Nordihydroguaiaretic acid (6, trade name:
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Masoprocol) was used for the treatment of the precancerous
skin growth known such as actinic keratosis until 1996, when it
was withdrawn from the U.S. drug market due to high
incidence of contact sensitivity and allergy reactions.”””"
Although some antioxidant polyphenols have been identified
previously as privileged structures to targeting the NC,"”* to
the best of our knowledge no records linking 6 to NC
inhibition have been published before. In contrast, a detailed
report by Gnabre et al. has characterized the anti-HIV activity
of 6, showing a mechanisms of action based on the specific
targeting of a small region of the HIV long terminal repeat, thus
preventing transcription of HIV-1 proteins and providing
antiretroviral effects.”* Subsequent studies have highlighted the
higher efficacy of the tetra-O-methyl derivative of 6 as
compared to the parent compound as an anti-HIV and
antihuman papillomavirus (HPV) agent.”>® It is worth
mentioning that the tetra-O-methyl derivative of 6 proved
inactive in our NC inhibition assay (data not shown), which
highlights the requirement of specific pharmacophores to bind
the hydrophobic pocket of the NC, as already highlighted in
previous studies, and further reinforces the consistency of our
integrated results (see also Figure 9 for predicted binding
mode).*>* In this respect, 6 contains two catechol rings that
may represent the pharmacophoric moieties of the molecule,
even though they are known to oxidize in vitro to ortho-quinone
or para-quinone methide species (Figure 4).72 To monitor
whether this reactivity may impair NC inhibition, and to
provide insights into the mechanism of action of 6, in depth
NC inhibition studies were conducted, while NMR spectros-
copy and native MS spectrometry were used to monitor the
chemical stability of 6 and its interaction with the NC. These
studies indicate that the predominant form of 6 at pH 6.5 is the
catechol species, which is able to bind specifically to NC and
provide NC inhibition without promoting zinc ejection (Figure
8). At pH 7.5, the ortho-quinone species becomes predominant
and provides a more potent inhibition of the NC, with a time-
dependent mechanism (Figures 6 and 7). After a long
incubation time (overnight), 6 was able to degrade the protein,
thus suggesting that the oxidized form of 6 is highly reactive
and chemically modifies the NC (Supporting Information
Figure SS). Overall, these results point to a novel mechanism of
action, never identified before for NCls.

In previous works, the antioxidant effects of 6 and its
derivatives and their ability to impair the replication of HIV and
HPV by interacting with nucleic acids have been de-
scribed.”* ™" Here, we clearly show that, among the multiple
and generally unpredictable molecular effects that a polyphenol
compound may provide, and besides targeting the HIV long
terminal repeat,” 6 is certainly able to target the HIV-1 NC by
specific and noncovalent binding.

Experiments performed to investigate the mechanism of
action of 6 based on quantification of the different HIV-1
nucleic acids and encompassing from reverse transcription to
virus release, suggested that the molecule may impair reverse
transcription and additionally decrease the infectivity of the
viral particles generated, as previously described for other
investigational NCIs.*® Overall, our data point to a novel
mechanism of action targeting multiple steps of the virus life
cycle not currently targeted by available antiretroviral drugs.
Most notably this mechanism of action, coupled with effects
reported above, is responsible for inhibiting the replication of
NRTI-, NNRTI-, PI-, and INI-resistant HIV-1 strains, showing
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comparable ICg, values with respect to the reference wild type
virus, as expected for ideal NCIs (Table 3).

Taken together, these results represent a noticeable step
forward in the development of NCIs™* ™ and in assessing the

druggability of the NC.”

B CONCLUSION

In this study, we applied a computational structure-based
screening to identify novel chemotypes of NCIs. The most
promising compound, the natural product nordihydroguaiaretic
acid 6, was further investigated to understand its mechanism of
action at a molecular level. First among NClIs, this compound
showed a dual mechanism of action with a specific recognition
of NC protein, followed by its oxidation, that results in a potent
chemical inactivation of NC. Being active against both wild-
type and drug-resistant HIV-1 strains and showing a moderate
cytotoxicity, compound 6 appears to be promising in terms of
future optimization. The scaffold of 6 is considered to be
important for the interaction with NC and its inhibition by
means of a new mechanism of action. On the other hand, the
catechol moiety should be avoided in the future in order to
limit possible oxidation reactions, and development of this
chemotype up to a preclinical candidate will obviously require
additional design, synthesis, and testing efforts. Therefore, also
considering that compound 6 is commercially available, it
appears as a profitable tool to achieve pharmacological
inhibition of the NC in vitro.

B MATERIALS AND METHODS

General Computational Modeling Directions. Ligands were
downloaded from the ZINC database (zinc.docking.org) or were
retrieved in three-dimensional format from the IRBM proprietary
library. A drug-like filter was applied using the Filter program from
OpenEye, version 2.5.1.4.” Virtual screening was then performed by
following the cascade already described, except for molecular
docking that was carried out with FRED, version 3.0.1, from
OpenEye.*® Ligand conformational analysis that is required for
docking with FRED was performed with Omega2, version 2.5.1.4,%
by saving up to 600 conformers for each molecule, including the initial
conformation, and keeping all other parameters at their default value.
During molecular docking against all three selected NC receptor
structures, only the best docking pose of molecules that establish H-
bond interaction with the carbonyl oxygen atom of G35 residue was
stored. Molecules were ranked according to the Chemgauss4 score
calculated by FRED.

Inhibition of NC(11-55)-Induced cTAR Destabilization. The
doubly labeled cTAR DNA oligonucleotides (55nt) were synthesized
and purified by IBA GmbH Nucleic Acids Product Supply (Géttingen,
Germany). The S’ terminus of cTAR was labeled with 6-carboxyrhod-
amine (Rh6G) or Alexa 488, and the 3’ terminus was labeled with 4-
(4'-dimethylaminophenylazo)benzoic acid (Dabcyl). Extinction co-
efficients at 260 nm of 577 530 M™' cm™ and 573 240 M~ cm™" were
used to determine the concentration of ¢TAR Rh6G/Dabcyl and
cTAR Alexa 488/Dabcyl, respectively.

The NC(11-55) peptide was synthesized by solid-phase peptide
synthesis on a 433A synthesizer (ABI, Foster City, CA) as previously
described.” The peptide was stored lyophilized and was resuspended
in water before use. The concentration of peptide was determined by
using an extinction coefficient of 5700 M~ cm™" at 280 nm. To obtain
the zinc-bound protein, 2.5 mol equiv of ZnSO, were added, and pH
was raised to its final value by adding buffer.

All experiments were performed at 20 °C in 25 mM Tris-HCI (pH
7.5), 30 mM NaCl, and 0.2 mM MgCl,. To evaluate the inhibition
activity of compounds on NC-induced cTAR destabilization in our
screening assay, cTAR DNA (0.1 yM) was preincubated with 1 yM
NC(11-55) (molar ratio NC/cTAR = 10:1) for 15 min at room
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temperature before addition of a compound. In the first screening
round, all compounds were tested at two final concentrations, 10 yM
and 100 uM. For the ICy, determination, inhibition of NC-induced
c¢TAR melting was monitored through addition of increasing
concentrations of the selected molecules to the preformed NC(11—
55)-cTAR complex. After the addition of compound, the mixture was
incubated for 15 min at RT before the reading. The fluorescence signal
was recorded at 20 °C with a plate reader Xenius (SAFAS Monaco) or
Fluoromax 3 spectrofluorometer (Horiba Jobin-Yvon). The excitation
and emission wavelengths were fixed at 500 and 5SS nm for ¢cTAR
Rh6G/Dabcyl and 480 and 520 nm for cTAR Alexa 488/Dabcyl,
respectively. In plate measurements, we systematically explored the
possible time dependence of the inhibition, by measuring the
fluorescence intensity 15, 30, and 60 min after mixing. The spectra
were corrected for dilution, buffer fluorescence, and screening effect
due to the absorption of compound. In order to check the occurrence
of aggregation, we performed an additional absorption measurement
with the plate reader Xenius (SAFAS Monaco) or Cary 4000
spectrophotometer (Agilent). Each experiment was performed at least
in duplicate.

BiCycle Assay. The antiviral activity of candidate NCIs was
evaluated with a phenotypic assay, named BiCycle assay, consisting of
a first round of infection of the T-cell line MT-2 using replication-
competent HIV-1 strains, followed by a second round of infection of
the reporter cell line TZM-bL'® MT-2 cells were seeded at a
concentration of 50 000 cells/well in a 96-well plate and infected with
the reference strain NL4—3 or selected NRTI-, NNRTI-, PI-, and INI-
resistant strains in the presence of 4-fold dilutions of the compounds.
After 48 h, SO uL of supernatant from each well, containing the virus
produced in the first round of infection, was used to infect TZM-bl
cells seeded in a 96-well plate at a concentration of 30 000 cells/well.
Two days later, cells were lysed, adding 40 uL of Glo Lysis Buffer
(Promega) in each well for S min, then 40 L of Bright-Glo Luciferase
Reagent (Promega) was added to each well for relative luminescence
units (RLU) counting using the Glo-Max Multi Detection System
(Promega). Experiments were repeated twice, and RLU values from
each well were elaborated using the GraphPad v5.0 software to
calculate the ICg, value of each compound and the relative 95%
confidence intervals. All cell lines and viral strains were obtained from
the NIH AIDS Reagent Program (ARP; https:/ /www.aidsreagent.org/

Single-Cycle Assay. VSV-G pseudotyped nonreplicative lentiviral
particles harboring a luciferase gene reporter of the infection were
produced in 293T cells."”" The particles were used to infect HeLa cells
in the presence of different concentrations of the tested compounds as
described in detail elsewhere.'”' Twenty-four hours after infection,
cells were washed and lysed with Passive Lysis Buffer (Promega)
supplemented with 0.5% Triton X-100 for 30 min under constant
shaking. Then, luciferase activity was measured for 10 s in a
luminometer (Tristar 2 Multimode reader LB 942, Berthold) after
injection of SO uL of luciferine reagent (25 mM Tricine Buffer at pH
7.8, 0.5 mM EDTA at pH 7.9, S mM MgSO,, S mM DTT, 0.5 mM
ATP, 1.65 mM D-luciferin sodium salt, and 0.325 mM Coenzyme A
Sodium Salt hydrate). For each concentration of tested compound, the
percentages of inhibition and half maximal inhibitory concentration
(ICs,) were determined.

Mechanism of Action in Cells. MT-2 cells were infected with the
HIV-1 reference strain NL4—3 at a multiplicity of infection (MOI) of
0.1 in the presence of compound 6 (20 £M) or reference compounds
darunavir (DRV), rilpivirine (RPV), or raltegravir (RAL; 2 uM each).
Total cell associated HIV-1 DNA and RNA were extracted from MT-2
cells through the “High Pure Viral Nucleic Acid Kit” (Roche)
following the manufacturer’s instructions. Total HIV-1 DNA was
quantified through a quantitative real time PCR targeting a highly
conserved region within the HIV-1 LTR and normalized on a beta-
globin standard curve then expressed as copies per million cells."**
Integrated HIV-1 DNA was first amplified through an Alu-PCR
protocol followed by the quantification of Alu-Gag amplicons through
the same quantitative real time PCR used for total HIV-1 DNA.
Extracellular viral genomic RNA was extracted through the EZ1
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Advanced XL automated system (Qiagen) and the quantification of
both extracellular and intracellular viral RNA was performed as
previously described.'*®

Determination of Cytotoxicity of the Compounds. Peripheral
blood mononuclear cells obtained from healthy donors were
stimulated with phytohemagglutinin (Sigma) and interleukin-2
(Miltenyi Biotec) and treated with different concentrations of the
NC inhibitors. After 7 days, the cytotoxicity was measured through
both Trypan blue (exclusion dye; Gibco) staining and MTS assay
(Promega).

In the Trypan blue assay, the dye enters dead cells through their
compromised cell membranes and colors them blue. Live cells are
counted at the microscope using a hemocytometer. MTS assay is a
colorimetric assay for assessing cell viability. NAD(P)H-dependent
cellular oxidoreductase enzymes reflect the number of viable cells
present in the cell culture. These enzymes are capable of reducing the
tetrazolium dye MTS into formazan. The absorbance of the colored
solution was quantified through an ELISA reader (Infinite FSO,
Tecan).

Cytotoxicity in MT-2 cells was determined by using the CellTiter-
Glo 2.0 assay (Promega). MT-2 cells were seeded at 50 000 cells/well
in duplicate in the presence of serial 2-fold dilutions of compound 6
(range 400—3.125 uM) and incubated for 72 h. Cell viability was
calculated by measuring cellular ATP as a marker of metabolically
active cells through a luciferase based chemical reaction.

In all assays, the viability was expressed as a percentage of alive cells
compared to the untreated control, indicated as 100%. TDs, Toxic
Dose 50%, was calculated (concentration that kills 50% of cells).

Apoptosis Induction. Peripheral blood mononuclear cells
obtained from healthy donors were stimulated with phytohemag-
glutinin and interleukin-2 and treated with different concentrations of
the compounds. After 7 days, to study the effect of the compounds on
apoptosis, cells were stained for 15 min with Annexin-V and 7-AAD
(7-aminoactinomycin D; all reagents from Becton Dickinson) and
then analyzed with BD FACS Canto II in order to determine the
percentage of early (cells reactive to Annexin-V alone), late (cells
reactive to Annexin-V and 7-AAD), and total (early plus late)
apoptotic events.

Determination of Mitochondrial Toxicity. BxPC-3, a human
pancreatic adenocarcinoma cell line (ATCC, Manassas, Virginia,
USA), was cultured in RPMI-1640 supplemented with 10% heat-
inactivated fetal calf serum, 2 mol/L L-glutamine, 50 U/mL penicillin,
and 50 mg mL™' streptomycin (all from Gibco Life Technologies,
Glasgow, UK), referred to as complete media (CM), in a 6-well plate
(Costar, Cambridge, Massachusetts, USA) at a concentration of 2.5 X
10° cells/mL, in the presence of different concentrations of NCIs. At
day 7, cultured cells were split, counted, and replated with drugs. At
day 14, cells were harvested and stained with the lipophilic cationic
probe JC-1 (Molecular probes, Eugene, Oregon, USA). Briefly, JC-1 is
a lipophilic carbocyanine that exists in a monomeric form and is able
to accumulate in mitochondria. In the presence of a high membrane
potential, JC-1 can reversibly form aggregates that, after excitation at
488 nm, emit in the orange/red channel (namely, in the FL2 channel
of commonly used flow cytometers). Monomers emit in the green
channel (FL1). A collapse in membrane potential provokes a decrease
in the number of JC-1 aggregates (revealed by a decrease in FL2) and
a consequent increase of monomers (an increase in FL1). BxPC-3 cells
were stained by adding 10 mmol/L JC-1 and were then incubated for
15 min in the dark. Within 30 min after staining, cells were analyzed
using a Coulter Epics XL flow cytometer (Beckman-Coulter, Milan,
Italy). Analysis of the flow-cytometry data was performed first by
transforming the obtained results from logarithmic into linear scale
and then by calculating the ratio of the median fluorescence intensity
in FL2 divided by the median fluorescence in FL1. Cells obtained from
the untreated sample were the negative control. Cells exposed for §
min at RT to the mitochondrial toxicity-inducing agent valinomycin
(500 nmol/L) represented the positive control. Maximal toxicity was
measured in the positive control. The mitochondrial toxicity index
(MTI) was calculated as the percentage change from 0 (negative
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control, untreated samples) to 100 (maximal toxicity, valinomycin
treated samples). Values below 0 were considered to be equal to 0.

NMR Spectroscopy. NMR spectra were recorded on a Bruker
Avance DPX400 spectrometer at 400 MHz for '"H NMR. Chemical
shifts of protons are reported in parts per million (5 scale) and
internally referenced to the DMSO-d6 signal at 2.50 ppm, or to the
D,0 signal at 4.79 ppm. All commercially available chemicals were
used as purchased without further purification. D,O was purchased
from Euriso-top (99.90%D). 6 was dissolved in Tris, NaCl, and MgCl,
buffer at pH 7.5 that is also used for NC inhibition assays in vitro. D,O
was further added to the solution of 6 in a buffer, up to a final
concentration of 200 #M. Then, the 'H NMR spectra of the sample
were recorded at 400 MHz at multiple time points, namely, t = 0, 24,
48, 72, 96, and 120 h.

Mass Spectrometry. Electrospray ionization mass spectrometry
(ESI-MS) analysis was performed in the positive ion mode on an
electrospray time-of-flight mass spectrometer (LCT, Waters, Man-
chester, UK) equipped with an automated nanoESI source (Triversa
Nanomate, Advion Bioscences, Ithaca, NY). Calibration of the
instrument was performed using a 2 yM horse heart myoglobin
solution prepared in a mixture of water/acetonitrile (1:1) acidified
with 1% formic acid. MS data were acquired and analyzed using the
MassLynx 4.1 software (Waters, Manchester, UK).

For native mass spectrometry experiments, NC(11-55) was
prepared in water with 2 mol equiv of ZnSO, and the concentration
was measured using an extinction coefficient of 5700 M~ cm™" at 280
nm. Before use, the protein was buffered with 50 mM ammonium
acetate (AcONH,) at pH 6.5 or at pH 7.5. In order to avoid the
dissociation of noncovalent bonds, the analyses under nondenaturing
conditions were carried out with an accelerating voltage (Vc) from 5
to 40 V, and the pressure in the first pumping stage (backing pressure)
of the instrument was fixed to S mbar. NC(11—55) protein (5 uM)
was incubated with 100 #M of 6 (20-fold excess, 1% of DMSO v/v in
the final volume) at 20 °C for different periods of time, from 0 min
until overnight, before recording the mass spectra. The ligand solution
in DMSO was freshly prepared before measurements.
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Résumeé

Ce travail de thése repose sur le développement de méthodes en spectrométrie de masse native et
mobilité ionique pour la caractérisation structurale de protéines d'intérét thérapeutique et de
complexes multiprotéiques. L’optimisation fine et conséquente de la préparation d’échantillon et des
conditions analytigues ont permis la caractérisation de protéines membranaires solubilisées en
milieu détergent, protéines hydrophobes habituellement réfractaires a I'analyse par MS. D’autre part,
une nouvelle approche de mobilité ionique appelée Collision Induced Unfolding a été évaluée et
mise en place au laboratoire. Elle a permis une caractérisation conformationnelle approfondie et
originale de plusieurs formats d’anticorps monoclonaux thérapeutiques. Enfin, les techniques de MS
native et de mobilité ionique ont été utilisées pour caractériser des complexes multiprotéiques
d’hétérogénéité variable mettant ainsi en lumiére leurs avantages et les progres réalisés dans le

domaine de la MS structurale.

Mots-clés : Spectrométrie de masse native, mobilité ionique, collision induced unfolding, protéines
membranaires, anticorps thérapeutiques, complexes multiprotéiques.

Résumeé en anglais

This PhD work focuses on developments in native mass spectrometry and ion mobility methods for
the structural characterization of therapeutic proteins and multiprotein complexes. First, careful
optimizations of sample preparation and analytical conditions allowed the characterization of
membrane proteins, which are hydrophobic proteins difficult to analyze by MS approaches in
detergent environment. Then, a new ion mobility-based activation approach called Collision Induced
Unfolding has been set up and evaluated. CIU allowed extensive and original conformational
characterization of several therapeutic monoclonal antibody formats. Finally, native MS and ion
mobility techniques were used for the characterization of heterogeneous multiprotein complexes
depicting their benefit when combined to other biophysical techniques for the structural

characterization of multiprotein complexes.

Key words : native mass spectrometry, ion mobility, collision induced unfolding, membrane proteins,
monoclonal antibodies, multiprotein complexes.




	Abstract
	Middle-up LC-MS analysis of the DAR4 site-specific ADC, CBW-03-106
	Intact top level MS characterization
	Denaturing MS analysis of CBW-03-106
	Native MS analysis of CBW-03-106

	Intact top level native IM-MS characterization
	Global IM-MS conformational characterization of CBW-03-106 and the parental mAb
	Average DAR determination by IM-MS
	CIU experiments of CBW-03-106 and the parental mAb

	Chemicals
	Middle level UHPLC-MS analysis
	Middle level analysis
	CBW-03-106 ADC reduction
	Liquid chromatography coupled to mass spectrometry

	Intact mass analysis
	Deglycosylation
	Buffer exchange
	Native MS analysis
	Size exclusion chromatography coupled to native mass spectrometry

	Average DAR calculation

	Ion mobility mass spectrometry
	Collision induced unfolding experiments
	CIU fingerprint data


