N
N

N

HAL

open science

HSP90 une cible thérapeutique dynamique: modulation
des conformations peuplées par la liaison de ligands

Faustine Henot

» To cite this version:

Faustine Henot. HSP90 une cible thérapeutique dynamique: modulation des conformations peuplées
par la liaison de ligands. Biologie structurale [q-bio.BM]. Université Grenoble Alpes [2020-..], 2022.

Frangais. NNT: 2022GRALV044 . tel-03917557

HAL Id: tel-03917557
https://theses.hal.science/tel-03917557

Submitted on 2 Jan 2023

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

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


https://theses.hal.science/tel-03917557
https://hal.archives-ouvertes.fr

UGA

Université
Grenoble Alpes

THESE

Pour obtenir le grade de

DOCTEUR DE L'UNIVERSITE GRENOBLE ALPES
Spécialité : Biologie Structurale et Nanobiologie

Arrété ministériel : 25 mai 2016

Présentée par

Faustine HENOT

Thése dirigée par Jérome BOISBOUVIER, Directeur de
recherche, CNRS

préparée au sein du groupe de RMN biomoléculaire,
Institut de Biologie Structurale
dans I'Ecole Doctorale Chimie et Sciences du Vivant

HSP90 une cible thérapeutique
dynamique : modulation des
conformations peuplées par la
liaison de ligands

Thése soutenue publiquement le 1°" Juillet 2022,
devant le jury composé de :

Dr. Carine VAN HEIUENOORT
Directrice de Recherche, CNRS (Rapporteur)

Dr. Robert SCHNEIDER

Maitre de Conférence, Université de Lille (Rapporteur)
Dr. Oriane FRANCES

Chercheuse, Sanofi (Examinatrice)

Dr. Matthias FRECH

Directeur de recherche, Merck KGaA (Examinateur)
Dr. Winfried WEISSENHORN

Professeur, Université Grenoble Alpes (Président)

Dr. Jérome BOISBOUVIER
Directeur de Recherche, CNRS (Directeur de thése)






Remerciements

Je tiens tout d’abord a remercier Jérdme Boisbouvier, mon directeur de thése, pour tout
ce qu’il m’a appris ! Un grand merci pour les conseils, de m’avoir poussée a sortir de ma
zone de confort de nombreuses fois et pour les « Il n’y a que ceux qui ne font rien qui
ne font pas d’erreurs », parfois bienvenus.

Merci également a Pavel Macek pour son encadrement au commencement de ma these
et a Elisa Rioual, Adrien Favier, Pierre Gans et Claire Loison pour leur contribution dans
le projet HSP90, les discussions scientifiques et conseils.

Un grand merci a Rida Awad et Elodie Crublet de m’avoir formée au « wet lab » pour la
production / purification de protéines, de m’avoir partagé tous les secrets d’un
marquage spécifique méthyle réussi et d’avoir répondu a mes innombrables questions !
Merci également a Lionel Imbert, Isabel Ayala et Rime Kerfah pour leur aide lors de mes
passages au labo.

Je tiens également a remercier Alicia Vallet et Adrien Favier pour leurs nombreux coups
de main sur le spectrométre RMN comme les jours ou il s’est pris la foudre ! Cédric
Laguri, merci pour tes conseils, informatiques comme scientifiques, et ta bonne humeur
guand tu passais dans le bureau. Merci a Paul Schanda et Dominique Marion pour les
précieux cours théoriques de RMN partagés avec les autres étudiants du groupe.

Merci a Ricarda, Elisa, Massilia, Meriem et Iréene pour tous les chouettes moments
partagés dans le bureau, I'entraide et les fous rires ! Et particulierement a Ricarda et
Massilia de vous étre creusé la téte avec moi sur diverses questions théoriques de RMN.
Egalement merci a Arthur, Iva et tous les autres doctorants/stagiaires/post-doc du
groupe pour la bonne ambiance au labo, les sorties randos, apéros... et a tous les
membres permanents du groupe de RMN biomoléculaire que j'ai pu cotoyer durant ma
thése pour votre disponibilité et vos conseils.

Je tiens aussi a remercier Carine Van Heijenoort, Robert Schneider, Oriane Frances,
Matthias Frech et Winfried Weissenhorn d’avoir accepté de faire partie de mon jury de
thése et d’évaluer mon travail. Ainsi que les membres de mon comité de suivi de thése
annuel : Claire Loison, Malene Ringkjobing Jensen et Cédric Laguri pour leurs conseils et
les discussions scientifiques enrichissantes.



Sur une note un peu plus personnelle, je souhaite remercier Eva, mon ancienne coloc,
pour cette année et demie passée ensemble, les bons moments partagés (petite
dédicace a Riri, Fifi et Loulou) et nos fameux entrainements de volley !

Un grand merci aussi a mes parents pour leur chasse aux typos dans ce manuscrit,
d’avoir essayé de comprendre mon sujet de thése et de m’avoir encouragée ! Et enfin
un immense merci a Alex de m’avoir soutenue (et supportée !) tout au long de cette
thése et particulierement pendant la rédaction du manuscrit.



Résumé en Frangais

HSP90 est une protéine chaperonne fondamentale, engagée dans le repliement, la
stabilisation et la prévention de I'agrégation d’'une multitude de protéines clientes.
Parmi les protéines clientes de HSP90, on retrouve un nombre important
d’oncoprotéines impliquées dans les marqueurs caractéristiques du cancer. De plus, il a
également été reporté qu’un niveau élevé de protéine HSP90 était observé dans un
grand nombre de cancers suggérant un role primordial de HSP90 dans la survie et la
croissance de cellules cancéreuses. Ainsi, la chaperonne moléculaire a été reportée
comme cible pour le développement de ligands a visée thérapeutique. HSP90 est une
protéine trés flexible, donc une cible complexe, montrant une variabilité structurale et
ce, particulierement au niveau de I’ATP-lid, segment a proximité du site de fixation des
nucléotides/candidats médicaments, comme révélé par plus de 300 structures
cristallographiques. Pour les études de conception de médicaments, il est crucial de
caractériser la structure exacte de I’ATP-lid mais également d’étudier sa dynamique,
cette derniére ayant un réle clé a la fois sur la cinétique et la thermodynamique de la
liaison d’un ligand.

Dans I’étude présentée ici j’ai utilisé la spectroscopie RMN en solution pour caractériser
le domaine N-terminal de HSP90a humaine de 26 kDa. En employant des techniques de
marquages isotopiques avancées sur les groupements méthyles j'ai pu attribuer
I’ensemble des fréquences du domaine N-terminal de HSP90 et démontrer que I’ATP-lid
était en échange entre deux conformations dans la gamme de temps ps-ms. Les
structures de I'état majoritaire et de I’état minoritaire ont été élucidées. Tandis que
I’état majoritaire peuple une conformation avec I’ATP-lid en position ouverte comme
attendu d’apres les structures cristallographiques disponibles du domaine N-terminal de
HSP90, I’état minoritaire échantillonne une conformation fermée, distante de plus de
30 A de I’état ouvert majoritaire. C’est la premiére fois que ce changement structural
important, impliqué dans le cycle fonctionnel de HSP90, est observé pour le domaine N-
terminal isolé de HSP90. En utilisant des expériences RMN de CPMG relaxation-
dispersion, j'ai pu caractériser a la fois cinétiqguement et thermodynamiguement
I’échange entre les états ouvert et fermé du domaine N-terminal de HSP90 apo.



J'ai ensuite étudié I'influence de deux inhibiteurs, dérivés de la famille du résorcinol, sur
le paysage énergétique de HSP90. J'ai pu montrer que bien que les deux ligands
partagent une structure chimique comparable et une affinité similaire envers HSP90, ils
modulent différemment la structure et la dynamique de leur protéine cible. L'un des
ligands se lie a la conformation préexistante ouverte du domaine N-terminal de HSP90
et accélere I'’échange avec I'état fermé par rapport a la protéine apo. A l'inverse, le
second ligand, différant uniquement par un substituant, induit la formation d’une
nouvelle hélice dans I'état majoritaire avec I’ATP-lid en position ouverte et posséde un
temps de résidence sur sa cible multiplié par 100. De plus, ce ligand induisant une
nouvelle conformation fondamentale de Ila protéine décélere ['échange
conformationnel. Ces résultats apportent une base structurale pour comprendre le role
de la dynamique conformationnelle de la protéine cible dans la liaison d’un potentiel
candidat médicament.

Mots clés : Structure / Dynamique / RMN / HSP90 / Liaison de ligand / Ajustement induit
/ Sélection conformationnelle / Marquage isotopique / Groupements méthyles /
Attribution



Résumé en Anglais

HSP90 is a major chaperone engaged in the folding, stabilization and aggregation
prevention of a plethora of client proteins. Among HSP90 clients are found numerous
oncoproteins implicated in the hallmarks of cancer. Additionally, it has also been
reported that a high level of HSP90 protein was observed in a large number of cancers
suggesting a paramount role of HSP90 in survival and growth of cancer cells. Hence,
HSP90 has been reported as a target for the development of ligands for therapeutical
use. HSP90 is a very flexible protein, thus a challenging target, showing structural
variability, especially on its ATP-lid covering the nucleotide/drug binding site, as pointed
out by more than 300 crystallographic structures of the N-terminal domain of HSP90.
For drug design studies, it is crucial to characterize the exact structure of the ATP-lid
segment but also to investigate its dynamics as it was shown to play a role both in the
kinetics and thermodynamics of the ligand binding.

In the here presented study, | used solution NMR spectroscopy to characterize the 26
kDa ATP-binding domain of human HSP90a. Employing advanced isotopic labeling
techniques on methyl groups | managed to assign all resonances of the N-terminal
domain of HSP90 and demonstrated that the ATP-lid was in exchange between two
conformations in the us-ms timescale. Both structures of the major and minor states
were elucidated. While the major state is found with the ATP-lid in an open position as
expected from the previously determined X-ray structures of HSP90 N-terminal domain,
it was established that the ATP-lid also samples a closed conformation distant by up to
30 A from the major state. This is the first time that this important structural change,
involved in HSP90 functional cycle, is observed in the N-terminal domain of apo HSP90.
Using NMR CPMG relaxation dispersion experiments, | characterized both kinetically and
thermodynamically the exchange between the open and closed states of the N-terminal
domain of apo HSP90.



| next investigated how two resorcinol derivatives modulate the energy landscape of
HSP90. | could show that even though both ligands share a comparable chemical
structure and a similar affinity towards HSP90, they differently modulate both structure
and dynamics of their target protein. One of the two ligands binds to the pre-existing
open conformation of the N-terminal domain of HSP90 and speeds up the exchange with
the closed ATP-lid domain compared to the apo protein. On the contrary, the second
ligand, differing only by one substituent, induces the formation of a new helix in the
ATP-lid major state conformation and has a residence time on target increased by two
orders of magnitude. While this ligand induces a new major state conformation, it also
slows down the ATP-lid conformational exchange. These results bring a structural basis
to understand target protein conformational dynamics’ role in binding of a potential
drug candidate.

Key words: Structure / Dynamics / NMR / HSP90 / Drug binding / Induced-fit /
Conformational selection / Isotopic labeling / Methyl groups / Assignment



Glossaire

BEST : Band-selective Excitation Short-Transient
BLOSUM : BLOcks SUbstitution Matrix

CEST : Chemical Exchange Saturation Transfer

COSY : COrrelated SpectroscopY

CPMG : Carr-Purcell-Meiboom-Gill

EXSY : EXchange SpectroscopY

FRET : Transfert d’énergie par résonance de type Forster
GM : Geldanamycine

HSP90 : Heat Shock Protein 90

HMQC : Heteronuclear Multiple Quantum Coherence

ITC : Isothermal Titration Calorimetry

Lir€°U : Ligand a court temps de résidence

Lr'°"8 : Ligand a long temps de résidence

NTD : Domaine N-terminal

NOE : Nuclear Overhauser Effect

NOESY : Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY

PDB : Protein Data Bank

PCS : Pseudocontact Chemical Shift

PRE : Paramagnetic relaxation enhancement

RD : Radicicol

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire

SAXS : Small Angle X-ray Scaterring

SFX : Serial Femtosecond Cristallography

SOFAST : band Selective Optimized Flip Angle Short Transient
SPR : Surface Plasmon Resonance

SSX : Serial Synchrotron Cristallography

TOCSY : TOtal Correlation SpectroscopY

TROSY : Transverse Relaxation Optimized SpectroscopY
TR-SFX : Time Resolved - Serial Femtosecond Cristallography
TR-SSX : Time Resolved - Serial Synchrotron Cristallography
TRX : Time Resolved Cristallography

XFEL : X-ray Free Electron Laser
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Préambule

L'objectif de ma thése est d’étudier la dynamique de la chaperonne HSP90 et de voir
comment son paysage énergétique est modulé par la liaison de différents inhibiteurs
dérivés de la famille du résorcinol. L'importance de la dynamique des protéines pour
effectuer leurs diverses fonctions ainsi que les informations que I'on peut obtenir en
étudiant cette dynamique sont présentées dans le chapitre 1. Plusieurs techniques
expérimentales permettant de mesurer la dynamique des protéines y sont introduites
et un focus sur la résonance magnétique nucléaire, technique principale employée dans
ma these, est effectué. Jai choisi d’introduire les notions biologiques sur HSP90,
nécessaires a la compréhension des différents chapitres, au début de chaque chapitre.
Les développements méthodologiques mis en place pour I'attribution par RMN des
résonances de ma protéine cible : le domaine N-terminal de HSP90, particulierement
dynamique, sont décrits dans le chapitre 2. L’étude de la structure et de la dynamique
du domaine N-terminal de HSP90 dans son état Apo est reportée dans le chapitre 3. Le
chapitre 4, quant a lui, décrit la modulation du paysage énergétique du domaine N-
terminal de HSP90 par la liaison de deux inhibiteurs partageant une structure chimique
tres similaire mais différant a la fois cinétiqguement et thermodynamiquement. Le
chapitre 5 cloture cette thése en ouvrant des perspectives en vue d’une éventuelle
poursuite de I'étude de la dynamique du domaine N-terminal de HSP90.
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Chapitre 1

Dynamique des protéines

1.1 Importance de la dynamique des protéines

1.1.1 Contexte historique

Pendant plus de la moitié du 20°™¢ siécle, la grande majorité des protéines globulaires a
été considérée comme adoptant une structure rigide et compacte. Dés 1900, grace au
travail de nombreux scientifiques tels que Mulder, Fischer, Hofmeister et de nombreux
autres, il est reconnu que les protéines sont des macromolécules composées d’acides
aminés joints entre eux par des liaisons peptidiques (Tanford and Reynolds 2001). A
partir du milieu des années 1920, la plupart des chercheurs adoptent le point de vue
selon lequel les protéines globulaires ont généralement une forme compacte dont le
diametre est nettement plus petit que celui obtenu pour la chaine linéaire d’acides
aminés composant cette méme protéine. Plusieurs concepts physiques, étudiés
notamment par Sutherland et Linderstrom-Lang, ont étayé cette idée en dévoilant la
forte densité de charge a la surface de la protéine et la forme de cette derniére proche
d’une sphére (Tanford and Reynolds 2001).
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Dynamique des protéines

Les premiers motifs de diffraction obtenus avec des cristaux de pepsine en 1934 par
Bernal et Crowfoot (Bernal and Crowfoot 1934) ont confirmé la forme compacte des
protéines et montré une forme sphéroide de la pepsine. La premiére structure
tridimensionnelle de la myoglobine obtenue par cristallographie aux rayons X par
Kendrew et al. en 1958 (Kendrew et al. 1958) a également conforté cette forme
compacte et, additionnellement, la vision statique de la structure des protéines. Ces
dernieres possederaient une structure ordonnée avec chaque atome ayant une position
fixe dans I'espace. Toutefois, la représentation statique des protéines est apparue bien
avant l'obtention de la premiére structure tridimensionnelle. En effet, le principe de
« lock and key » décrit par Fischer en 1894 pour expliquer la spécificité des enzymes
envers leurs substrats repose sur I’hypothése d’'une complémentarité de structures
rigides entre I'enzyme (« lock ») et le substrat (« key »). Ainsi, les enzymes pourraient
assurer leurs fonctions catalytiques uniguement si le substrat est structuralement
complémentaire a 'enzyme (Fischer 1894) (Figure 1.1a).

Cependant, cette représentation statique apparait insuffisante puisqu’elle ne permet
pas d’expliquer certains phénomeénes observés (Teilum et al. 2009). En effet, le modéle
de « lock and key » est capable d’expliquer pourquoi un substrat analogue avec les
mémes sites réactifs que le substrat spécifique mais plus large que ce dernier ne montre
pas d’activité catalytique. A l'inverse, le modéle ne permet pas de comprendre pourquoi
un substrat analogue mais cette fois ci plus petit que le substrat spécifique ne montre
pas d’activité enzymatique (Koshland 1958, 1959; Neal 2021). Ainsi, en 1958, Koshland
a proposé un nouveau modele appelé « induced-fit » (modéle de I'ajustement induit)
dans lequel la liaison d’un substrat/ligand a une enzyme/protéine cible entraine un
changement conformationnel de cette derniere pour s’adapter a la forme du
substrat/ligand (Figure 1.1b), introduisant pour la premiére fois le réle de la dynamique
des protéines pour la fonction de ces derniéres. L’étude par cristallographie aux rayons-
X du lysozyme dans sa forme Apo (sans ligand) et Holo (en complexe avec un ligand) a
permis de faire accepter par le plus grand nombre le modéle « induced-fit » et le
changement conformationnel de la protéine associé — la protéine acceptant plusieurs
ligands différents au méme site de liaison et des différences structurales sont observées
entre la forme Apo et Holo (Blake et al. 1965; Johnson and Phillips 1965).

En 1965, un troisieme modele appelé « conformational selection » (sélection
conformationnelle) ou modele de Monod-Wyman-Changeux a été proposé (Monod et
al. 1965), prenant également en compte le réle de la dynamique des protéines pour leur
fonction. Dans ce modele, la protéine échantillonnerait plusieurs états dans sa forme
Apo et I'une d’entre elle serait sélectionnée lors de la liaison avec le ligand (Figure 1.1c).
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Dynamique des protéines

Figure 1.1 : a) Modéle « lock
— and key » introduit par Emil
Fischer en 1894 (Fischer
1894) b) Modéle « induced

fit » introduit par Koshland
en 1958 (Koshland 1958) c)
- D Modéle « conformational

selection » introduit par

Monod - Wyman -
Changeux en 1965 (Monod
et al. 1965). Pour chacun
des trois modéles, Ila

-+ ‘ P — protéine est représentée en
noir et le substrat en bleu.

¢
¢

Ce troisieme modeéle représente aussi en partie le point de vue de nombreux physiciens

tels que Frauenfelder, Cooper et Careri puisqu’il répond aux principes de la
thermodynamique statistique selon lesquels les protéines subissent en permanence des
fluctuations aléatoires de structure. En effet, d’aprés Frauenfelder et Cooper (Cooper
1976; Neal 2021), les interactions électrostatiques maintenant la structure
tridimensionnelle des protéines sont relativement faibles. Aussi, les protéines d’un
échantillon seront en perpétuel mouvement, di aux collisions entre les protéines et le
solvant qui viendront déstabiliser les interactions de faible énergie, et ainsi
échantillonneront un ensemble de sous-états dégénérés dans lesquels la conformation
locale de parties de la protéine varie. Différentes méthodes expérimentales ont mis en
évidence dans les années 1970-1980 les fluctuations conformationnelles des protéines
globulaires. On notera par exemple, la phosphorescence, la résonance magnétique
nucléaire et I'extinction de fluorescence (Allerhand et al. 1971; Lakowicz and Weber
1973; Saviotti and Galley 1974; Cooper 1976) ou encore la diffraction de rayons X a
différentes températures utilisées comme méthodes pour étudier la dynamique des
protéines (Frauenfelder et al. 1979).

Aussi, on peut se demander pourquoi cette dynamique conformationnelle des
protéines, mise en évidence dés les années 1970 par différentes techniques
expérimentales, n’a été une idée acceptée par le plus grand nombre qu’autour des
années 2000. Plusieurs points développés par Neal (Neal 2021) permettent d’apporter
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une partie de réponse a cette interrogation. Tout d’abord, bien que les deux modeles
proposés (ajustement induit et sélection conformationnelle), mettent en évidence le
role de la dynamique des protéines dans la fonction de ces dernieres, il est possible de
constater qu’ils ne s’opposent pas totalement a la représentation statique des
protéines. En effet, bien qu’une dynamique importante soit nécessaire pour passer d’un
état a I'autre dans le modeéle de sélection conformationnelle, ce dernier ne met pas
I'accent sur le passage de l'une a I'autre des conformations mais plutét sur les états
finaux échantillonnés. Aussi, les modeles proposés par Koshland et Monod-Wyman-
Changeux présentent plusieurs conformations d’'une méme protéine mais les
conformations présentes dans chaque modele peuvent correspondre a une vue statique
des protéines (Neal 2021). De plus, dans les années 1970, I'idée d’'une dynamique
conformationnelle des protéines provenait principalement des principes de la
thermodynamique. Or, le rOle exact des fluctuations conformationnelles sur les
fonctions des protéines n’était pas clairement défini. L'apparition du modéle de Cooper
et Dryden (Cooper and Dryden 1984), définissant comment la dynamique de la protéine
induite par la liaison d’un ligand/substrat pouvait entrainer des effets allostériques sur
des sites de fixation autres sans entrainer de changements conformationnels
macromoléculaires de la protéine d’intérét, a permis de dessiner le premier lien entre
dynamique et fonction de la protéine. Toutefois, comparé au précédent modele
décrivant |'effet allostérique par des changements structuraux (Monod et al. 1965), le
modele de Cooper et Dryden a eu peu d’impact au moment de sa publication et de fait
pendant les années qui ont suivi. En effet, le modeéle est parfois cité mais les
changements structuraux pour expliquer I'allostérie, plus visuels, dominent par rapport
aux changements dynamiques décrits par des équations de thermodynamique et
mathématiques. Par exemple, on notera la publication de Petter et al. (Petter et al.
1990) ou l'effet allostérique décrit est entierement basé sur des changements
structuraux pouvant correspondre a une vision statique des protéines. Petter et al., ne
prennent pas en compte les changements de dynamique potentiels de leurs composés.
Toutefois, dans une note de bas de page, ils reconnaissent que différents mécanismes
allostériques n’impliquant pas de changements structuraux existent également pour
expliquer 'allostérie et citent le travail de Cooper et Dryden.

Cependant, certains scientifiques tels que Akke, Braxton, Cooper ou Reinhart convaincus
de lI'importance de la dynamique des protéines ont poursuivi leurs travaux et dans les
années 2000, ces derniers, reportant un role clé de la dynamique des protéines, ont fait
changer la vision statique des protéines qui dominait depuis le début du 20°™¢ siécle en
une vision dynamique qui ne pouvait plus étre ignorée, ol les protéines sont en
perpétuel mouvement.
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Aussi, il est maintenant communément admis que la dynamique des protéines se révéle
cruciale pour que ces dernieres puissent effectuer de nombreux processus biologiques
complexes tels que la reconnaissance de partenaires physiologiques, la catalyse
enzymatique, le repliement des protéines et la liaison a des ligands.

1.1.2 Les protéines sont modulées par des changements structuraux d’amplitudes

spatiale et temporelle variées

Toutes les protéines sont dynamiques et cette propriété des protéines est encodée dans
leur structure qui elle-méme dépend de la séquence de ces derniéeres. La dynamique
d’une protéine est caractérisée par un changement dans les coordonnées atomiques de
la protéine en fonction du temps (Henzler-Wildman and Kern 2007). Lorsque la
dynamique entraine une large modification de la structure de la protéine on dit que
cette derniére est alors flexible. Ainsi, les protéines peuvent étre flexibles en
conséquence de leur dynamique mais le fait qu’elles soient dynamiques n’implique pas
forcément qu’elles soient flexibles (Teilum et al. 2009). En effet, toutes les protéines
sont dynamigques mais des mouvements d’amplitude spatiale variée en résultent.

Ainsi, I'amplitude des mouvements d’une protéine peut varier du centiéme d’angstréom
a la centaine d’angstrom mais I"échelle des temps caractéristiques des mouvements
conformationnels d’une protéine s’étend également sur une multitude d’ordres de
grandeur : de la femto seconde a plusieurs heures (Figure 1.2). Les mouvements d’une
protéine fluctuent donc spatialement et temporellement sur une large amplitude.
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Figure 1.2 : Echelle de temps proposés pour les différents réarrangements conformationnels
pouvant se produire dans une protéine. Figure adaptée de (Agarwal 2006; Henzler-Wildman and
Kern 2007; Teilum et al. 2009; Skjeerven et al. 2011).
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Les vibrations atomiques, couvrant généralement une distance inférieure a 0.5 A,
interviennent dans la gamme de temps de la dizaine/centaine de femto secondes (104
- 1013 s) et I’énergie de ces mouvements vibrationnels provient de I'énergie cinétique
inhérente a la protéine (Petsko and Ringe 1984; Skjaerven et al. 2011). En plus des
fluctuations, deux autres catégories de mouvement peuvent étre discernées. On note
d’un c6té les mouvements collectifs pouvant inclure des mouvements rapides mais peu
fréquents tels que la rotation de 180° d’une tyrosine ou des mouvements lents tels que
le mouvement d’une boucle ou d’'un domaine et d’un autre c6té les mouvements induits
par une sollicitation externe telle que la liaison d’un ligand a la protéine. Les
mouvements appartenant a la premiere catégorie peuvent échantillonner des distances
de quelques dixiemes a plusieurs dizaines d’angstréms (Petsko and Ringe 1984). Par
exemple, la rotation d’une chaine latérale pourra avoir une amplitude comprise entre
0.5 et 5 A, les mouvements de domaines, plus larges, auront une amplitude de I'ordre
de 5 & 10 A et le repliement d’une protéine pourra atteindre plusieurs dizaines
d’angstroms (Samish et al. 2009). Les mouvements appartenant a la seconde catégorie
peuvent également couvrir une large amplitude du dixieme d’angstrom pour la liaison
du ligand a quelques angstroms pour les changements conformationnels du site actif ou
les transitions allostériques. Toutefois il est a noter que ces mouvements sont protéines
dépendant et ainsi les distances échantillonnées peuvent étre plus disperses en
amplitudes que les valeurs citées précédemment (Samish et al. 2009).

La dynamique des protéines peut, comme mentionné précédemment, impliquer des
mouvements de diverses amplitudes. On notera par exemple le mouvement de large
amplitude de I’exotoxine pyrogénique streptococcique B (SpeB) pour atteindre sa forme
active. SpeB est une protéase a cystéine sécrétée et repliée sous la forme d’un
précurseur inactif. Ce dernier est transformé en protéase active par clivage autolytique
de 118 résidus du domaine N-terminal, région également appelé prodomaine (Kagawa
et al. 2000). Les structures de SpeB sous sa forme active et celle inactive ont été résolues,
respectivement par résonance magnétique nucléaire en solution (Wang et al. 2009) et
cristallographie aux rayons X (Kagawa et al. 2000). L’ablation du prodomaine entraine
un changement conformationnel important : la boucle constituée des résidus 226 a 244
se déplace et ce, de plus de 25 A (Figure 1.3). Le mouvement de cette boucle va
permettre de libérer une seconde boucle contenant I'histidine 195 catalytique. His-195
pourra ainsi adopter sa conformation active dans laquelle une interaction avec la
cystéine 47 est possible et SpeB sera fonctionnelle (Teilum et al. 2009).
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Figure 1.3 : A gauche structure de SpeB dans sa forme inactive (PDB : 1DKI), pour laquelle le
prodomaine a été enlevé sur la figure, a droite, structure de SpeB dans sa forme active (PDB :
2JTC). En rouge est représentée la boucle constituée des résidus 226 a 244 se déplacant de plus
de 25 A. En bleu clair est représentée la seconde boucle, contenant I’histidine 195, libérée par le
mouvement de la premiére boucle. En bleu foncé est représentée la cystéine 47. Les pointillés
rouges connectent la structure la ol la densité électronique n’a pas permis de résoudre la
structure. Figure inspirée de (Teilum et al. 2009).

De plus petits mouvements que le réarrangement structural effectué par SpeB, tel que
notamment la rotation de 180° des chaines latérales des acides aminés comportant un
cycle aromatique, ont également été observés dans les protéines depuis les années
1970. Toutefois, les détails structuraux concernant le réarrangement des acides aminés
localisés a proximité du cycle aromatique en rotation ainsi que les détails structuraux
sur la rotation de ce dernier demeuraient peu connus. Une récente étude par Mariiio
Pérez et al. (Marino Pérez et al. 2022) a analysé la dynamique du domaine replié SH3 de
la protéine JIP1. JIP1 est une protéine de 711 acides aminés contenant des régions
intrinsequement désordonnées mais également deux domaines repliés: SH3 (Src
Homology 3) et PID (Phosphotyrosine Interaction Domain). Dans le domaine SH3, la
chaine latérale d’une tyrosine enfouie dans le cceur hydrophobe du domaine est en
rotation et les réarrangements structuraux de la protéine se produisant a proximité de
la tyrosine ont été examinés. Cette étude révele, en utilisant la résonance magnétique
nucléaire (RMN) en solution, que SH3 est en échange entre deux conformations dans la
gamme de temps ps-ms (~ 2600 s?). La structure cristallographique de SH3 a dévoilé
une conformation éclipsée du cycle aromatique de la tyrosine dans I'état majoritaire (™~
97 %). Marifio Pérez et al. ont concgu, en se basant sur une analyse de séquences de SH3
et de structures cristallographiques, des mutants stabilisant la conformation minoritaire
peuplée par le domaine SH3. lls ont montré que le segment 517-522, intrinsequement
dynamique, se réarrangeait pour stabiliser le cycle aromatique dans une conformation
décalée. La RMN et la dynamique moléculaire ont permis de conclure que la rotation du
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cycle aromatique de 180° ne contribuait que trés peu au processus d’échange entre
I’état majoritaire et minoritaire, cette derniére étant rapide, de I'ordre de la dizaine de
nanosecondes. Ainsi, le domaine SH3 est en échange entre deux conformations, I'une
majoritaire avec le cycle aromatique de la tyrosine en position éclipsée et une seconde
minoritaire avec le cycle aromatique de la tyrosine en position décalée. Pendant la
transition entre I'une et I'autre des conformations se crée un volume de vide autour de
la tyrosine, permettant la rotation de 180° de la chaine latérale de cette derniere. Ce
volume vide, augmentant de plus de 65 A3 le volume de la poche, est principalement
créé par la réorientation de la chaine latérale du résidu 520, localisé au sein du segment
517-522 intrinsequement dynamique. Lorsque le cycle aromatique est stabilisé en
position décalée on observe un réarrangement structural associé a une diminution du
volume libre autour de la tyrosine, c’est un événement rare se produisant dans une
échelle de temps lente de I'ordre de la milliseconde (Figure 1.4). Ces résultats récents
montrent que la présence d’'un acide aminé spécifique peut étre a l'origine de
dynamique et aménent a une compréhension structurale des mouvements associés a la
rotation d’un cycle aromatique enfoui. Un changement subtil dans I'environnement
d’une protéine dans une conformation énergétiquement défavorable peut conduire a
des changements structuraux importants. Cette étude met en valeur I'importance de
I'’étude des phénomeénes dynamiques en parallele d’'une étude structurale afin
d’améliorer la compréhension du lien entre structures d’états parfois peu peuplés et
fonctions de la protéine d’intérét.
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Figure 1.4 : a) Représentation des surfaces du domaine SH3 de JIP1. (1) I’état majoritaire, (2) un
état intermédiaire et (3) I’état minoritaire. Le volume de la poche est coloré en rose, bleu et jaune
respectivement pour les trois états. b) Structures tridimensionnelles du domaine SH3 de JIP1
représentées en fonction de la trajectoire structurale entre I’état majoritaire (1) et I’état
minoritaire (3). Le cycle aromatique de la tyrosine 526 est stabilisé dans une conformation
éclipsée en (1) par des interactions CH-mt (avec les résidus 517, 520 et 541) et nt-it (avec le résidu
493). La rotation du cycle aromatique de la tyrosine 526 est permis par la création d’un volume

26



Dynamique des protéines

vide autour de ce dernier lors du passage de (1) a (2). La rotation est occasionnellement
interrompue lorsque le cycle est piégé en conformation décalée (3). Le cycle aromatique de la
tyrosine 526 est stabilisé dans une conformation décalée en (3) par des interactions CH-i avec le
résidu 519. c) Volume de la poche entourant la thréonine 526 en fonction de la trajectoire
structurale entre I’'état majoritaire (1), un état intermédiaire (2) et I’état minoritaire (3). Le
passage de (1) a (2) entraine une augmentation du volume de la poche et celui de (2) a (3) une
diminution du volume de la poche. Figure extraite de (Marifio Pérez et al. 2022).

1.1.3 Analyse quantitative de la dynamique des protéines

1.1.3.1 Paysage énergétique

L'étude de la dynamique des protéines consiste généralement a caractériser les
structures des différents états peuplés par une macromolécule ainsi qu’a déterminer
leurs populations respectives et obtenir des informations sur la cinétique d’échange
entre les différentes conformations peuplées. Ainsi, la description compléete d’une
protéine nécessite un paysage énergétique multidimensionnel pour prendre en compte
a la fois la variation spatiale et temporelle des mouvements (Henzler-Wildman and Kern
2007).

Pour étre complet le paysage énergétique doit comprendre tous les états échantillonnés
par le systéme protéine-solvant et il est a noter que les conditions telles que le solvant
utilisé, la pression ou la température du systéme sont des parametres importants a
définir lorsque I'on décrit un paysage énergétique. En effet, une variation de l'un ou
plusieurs de ces parameétres peut avoir une influence sur la population des états ou, par
exemple, la cinétique d’échange entre les différentes conformations. Plusieurs échelons
constituent un paysage énergétique (Figure 1.5) tel que décrit par Ansari et al. (Ansari
et al. 1985) en 1985 pour reporter les différents sous-états de la myoglobine.

On note I’échelon 1 constitué d’un faible nombre d’états séparés par une haute barriére
énergétique. Généralement dans cet échelon les transitions sont peu fréquentes et
reportent des mouvements collectifs, d’amplitude plus importante que ceux présents
dans les échelons 2 et 3, se produisant dans la gamme de temps pus-ms. Chaque état de
I’échelon 1 est lui-méme composé de sous-états constituant I'échelon 2. Dans cet
échelon, les transitions entre les sous-états sont plus fréquentes et se produisent dans
une gamme de temps plus rapide (nanosecondes). Les différents sous-états
échantillonnés sont proches structurellement et, de méme que I’échelon 1, les sous-
états de I'échelon 2 sont composés de sous-états composant I’échelon 3. Dans ce
dernier échelon, la dynamique d’échange entre les sous-états est encore plus rapide que
dans I’échelon 2 (picosecondes). La rotation d’une chaine latérale de surface peut
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intervenir dans la gamme de temps picosecondes tandis que, par exemple, un
mouvement de boucle peut se produire dans la gamme de temps nanosecondes
(Henzler-Wildman and Kern 2007). Des sous-états peuvent également étre présents
dans I’échelon 3 impliquant, par exemple, des vibrations atomiques.

Figure 1.5: Représentation
d’une coupe transversale une
dimension d’un paysage
énergétique représentant

I’échange entre deux états A
Echelon 1

et A* dans l'échelon 1. lLes
sous-états sont les minimums
de la surface d’énergie, les

Energie Libre (kJ.mol™?)

états de transition sont les

Echelon 2 maximums entre deux puits.

AG Figure inspirée de (Henzler-
Bchelon 3___ AN/ MW AS oo Wildman and Kern 2007)

Coordonnées conformationelles

La premiére notion de paysage énergétique est apparue en 1985 pour la myoglobine.
Ansari et al. (Ansari et al. 1985) ont observé que le comportement dynamique de la
myoglobine variait en fonction de la température. En étudiant la relaxation de la
carboxymyoglobine apreés dissociation entre 40 et 160 K ils ont pu définir I'existence de
guatre échelons de sous-états (Figure 1.6).

Depuis 1985, Ansari et al. et Frauenfelder et al. (Ansari et al. 1987; Frauenfelder et al.
1991) ont poursuivi les études sur la myoglobine et son paysage énergétique. lls ont
montré que MbCO comporte au moins 3 sous-états dans I’échelon 1 puisque le spectre
infrarouge de la protéine en complexe avec le monoxyde de carbone montre trois
bandes a des fréquences différentes. Chacun des sous-états a la méme séquence
primaire de protéine mais lie le CO avec une géométrie différente et également une
vitesse différente. Un second échelon de sous-états existe pour chaque sous-état de
I’échelon 1 puisque la liaison du CO a la myoglobine pour chaque sous-état a une
dépendance temporelle non exponentielle et que, de plus, la bande caractéristique de
chaque sous-état de I'échelon 1 est non homogenement élargie. Enfin, I'existence de
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sous-états dans les échelons 2 et 3 provient d’expériences optiques et de simulations
sur ordinateur.
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Depuis la premiére description du paysage énergétique de la myoglobine et I'adoption
de la vision dynamique des protéines dans les années 2000, de nombreuses études ont
reporté des informations sur le paysage énergétique et la dynamique de protéines
variées. On notera par exemple |'étude par Boehr et al. (Boehr et al. 2006) du paysage
énergétique dynamique lors de la catalyse par la réductase dihydrofolate. La réductase
dihydrofolate catalyse la réduction de 7,8-dihydrofolate (DHF) en 5,6,7,8-
tetrahydrofolate (THF) a I'aide du cofacteur nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate réduit (NADPH) selon un cycle a 5 étapes intermédiaires (Figure 1.7a). Les
structures adoptées par lI'enzyme aux différentes étapes ont été résolues par
cristallographie aux rayons-X. En utilisant la résonance magnétique nucléaire, Boehr et
al. ont pu montrer que chaque état intermédiaire du cycle était en échange entre un
état majoritaire (dont la structure était déterminée par cristallographie) et un état
minoritaire. Des informations sur la structure de I'état faiblement peuplé ont été
obtenues et Boehr et al. ont déterminé que I'état excité de chacun des états
intermédiaires avait une structure similaire a I’état majoritaire de I'état intermédiaire
du cycle le précédant et/ou le suivant (Figure 1.7b). Les constantes de vitesse d’échange
conformationnel entre I'état majoritaire et I'état minoritaire des étapes intermédiaires
ont été déterminées par les expériences de RMN. La vitesse du cycle a cing étapes est
déterminée par les constantes de vitesse entre les états majoritaires et minoritaires de
chaque étape.
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Figure 1.7 : a) Cycle des cing étapes intermédiaires lors de la catalyse par la réductase
dihydrofolate b) Paysage énergétique de la catalyse par la réductase dihydrofolate. Les états
majoritaires/de plus basse énergie de chaque étape du cycle sont représentés avec les structures
obtenues par cristallographie aux rayons-X et avec des couleurs correspondant a celle du a). Les
états minoritaires/de plus haute énergie sont représentés en plus petite taille également avec les
couleurs correspondant au a). La structure de I'état faiblement peuplé de chaque état
intermédiaire a une structure similaire a I’état majoritaire de I'état intermédiaire le précédant
et/ou le suivant. Les constantes de vitesse d’échange conformationnel déterminées par les
expériences de RMN sont illustrées par des fleches noires et grises. Les fléches rouges indiquent
les vitesses d’échange entre les complexes, mesurées par cinétique enzymatique dans des
condition de pré-équilibre. Figure adaptée de (Boehr et al. 2006).

1.1.3.2 Apports potentiels d’'une meilleure connaissance de la dynamigue des protéines

Mieux appréhender la dynamique de chaque systeme et notamment avoir des
connaissances sur son paysage énergétique apporte de multiples informations. En effet,
avec ces données il est possible de visualiser comment la protéine se comporte et bouge
d’un puit énergétique a un autre. Additionnellement, caractériser le chemin emprunté
et déterminer les structures des états intermédiaires est également faisable.
Potentiellement il est aussi possible d’obtenir des informations sur les contributions
enthalpiques et entropiques lors du passage de I'une a I'autre des conformations. De
plus, comprendre le lien entre structure et fonction protéique ne peut se faire avec une
image statique des protéines. Obtenir des informations sur I'amplitude spatiale et
temporelle des mouvements des protéines est donc d’un intérét crucial. Il pourrait étre
également envisagé grace a la caractérisation structurale et dynamique du systéme
d’étude de concevoir de nouveaux ligands ciblant des conformations minoritaires de
protéines.
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1.2 Exemples de techniques expérimentales pour étudier la dynamique
des protéines

De trés nombreuses techniques existent pour étudier la dynamique des protéines, j'ai
choisi de présenter dans cette partie une sélection de quatre techniques
expérimentales, trés utilisées en biologie structurale : la cryo-microscopie électronique,
la cristallographie aux rayons X résolue en temps, le transfert d’énergie par résonnance
de type Forster et la diffusion de rayons X aux petits angles. Cette derniere méthode
étant principalement utilisée pour I'étude de Ila dynamique des protéines
intrinsequement désordonnées. L'étude de la dynamique par résonance magnétique
nucléaire, technique principale utilisée au cours de ma these pour étudier la dynamique
de ma protéine cible sera détaillée dans la partie 1.3. Etudier la dynamique d’une
protéine peut consister a obtenir des informations sur I'ensemble des conformations
peuplées dans I’échantillon et a observer des variations structurales mais également a
obtenir des informations sur les vitesses de transitions entre les différents états. Selon
la technique employée, les informations qu’il sera possible d’obtenir vont différer.

1.2.1 Cryo-microscopie électronigue

1.2.1.1 Principe de la microscopie électronique

En microscopie électronique, I'échantillon est irradié par un faisceau d’électrons
accéléré a tres haute vitesse et les électrons diffusés sont refocalisés par les lentilles du
microscope pour obtenir une image de I’échantillon. La principale différence avec la
microscopie optique réside dans le pouvoir résolutif des deux méthodes, lui-méme lié a
la longueur d’onde de la source de radiation. Ainsi les photons émis par la lumiére auront
une longueur d’onde comprise entre 400 et 750 nm tandis qu’un faisceau d’électron
accéléré a 300 kV aura une longueur d’onde d’environ 0.002 nm permettant ainsi
d’observer des macromolécules biologiques (Milne et al. 2013). La détermination de la
structure de la bactériorhodopsine (petite protéine présente chez les archées
fonctionnant comme pompe a protons) avec une résolution proche de 7 A en 1975
(Henderson and Unwin 1975) a démontré I'utilité de la microscopie électronique en
biologie structurale et pavé la voie d’études résolvant a une résolution presque
atomique les cartes de densité de cette méme protéine ainsi que d’autres protéines
membranaires (Henderson et al. 1990; Gonen et al. 2006; Milne et al. 2013). Cependant,
on notera que les échantillons biologiques sont sensibles a I'irradiation par un faisceau
d’électrons et qu’avec cette technique des dommages tels que la rupture de certaines
liaisons chimiques et la création de radicaux libres peuvent se produire, ainsi limiter la
dose d’électrons appliquée sur les échantillons est primordiale. Un second désavantage
de la technique est son faible rapport signal sur bruit. En effet, les principaux
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composants des macromolécules biologiques sont le carbone I'azote et I'oxygéne, des
éléments avec un faible numéro atomique, qui diffusent plus difficilement les électrons
car ils posseédent moins d’électrons autour de leur noyau.

Une technique développée pour pallier ce probléme de rapport signal sur bruit pour
I'observation des macromolécules biologiques est la microscopie électronique a
coloration négative. Cette méthode permet d’obtenir des images basse résolution
d’échantillons biologiques en ajoutant a ces derniers des sels d’atomes lourds tels que
I'acide phosphotungstique, le molbydate d’ammonium ou l'acétate d’uranyl. Les
colorants ajoutés vont permettre d’augmenter le contraste en se liant
préférentiellement autour des particules biologiques, ainsi on obtiendra une empreinte
négative de la protéine d’intérét en se focalisant sur les zones de faible diffusion. En
régle générale, cette méthode de faible résolution (~20 A) (Ohi et al. 2004) est utilisée
pour évaluer les conditions employées et obtenir des informations sur I’homogénéité,
la taille, la forme et la dispersion de I’échantillon. Mais comment obtenir avec la
microscopie électronique a transmission des images a haute résolution d’un échantillon
biologique sans entrainer de dommages sur ce dernier ?

1.2.1.2 Cryo-microscopie électronique (cryo-EM)

Dans les années 1980, Dubochet et al. (Adrian et al. 1984; Dubochet et al. 1988) ont
introduit une nouvelle méthode de préparation d’échantillons pour la microscopie
électronique consistant a vitrifier les macromolécules biologiques. Dans ce procédé, les
protéines sont rapidement congelées dans I'éthane liquide dans le but d’obtenir une
glace amorphe autour de I'échantillon afin de le préserver dans son environnement
presque natif. Une maille de glace cristalline, cubique ou hexagonale, pourrait conduire
a une distorsion de la structure du spécimen d’étude. Afin de préserver le caractere
amorphe de la glace I'’échantillon doit étre conservé a une température inférieure a la
température de transition cristalline, le plus souvent dans de 'azote liquide. Il a été
reporté que les dommages entrainés par l'irradiation avec un faisceau d’électron était
diminué par 6 lorsque la prise d’'image s’effectuait a la température de I'azote liquide
plutdt qu’a température ambiante (Dubochet et al. 1988; Milne et al. 2013). Ainsi avec
la cryo-microscopie électronique, microscopie électronique effectuée a des
températures cryogéniques, il serait possible d’augmenter la dose d’électrons appliquée
pour parvenir a des dégats similaires imposés sur I’échantillon (De Rosier and Klug 1968;
Unwin and Henderson 1975; Milne et al. 2013). En pratique, en utilisant la cryo-
microscopie électronique la dose d’électrons recommandée pour limiter les dommages
sur les macromolécules biologiques est de 'ordre de 15 e/ A2 3 200 kV pour une
résolution quasi-atomique (Murata and Wolf 2018). Cependant, comme mentionné
précédemment un des désavantages de la technique est le faible rapport signal sur bruit
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obtenu, et ce également pour les échantillons vitrifiés. Pour résoudre ce probléme une
moyenne des images acquises avec une faible dose d’électron pour un grand nombre de
particules identiques peut étre effectué. Ainsi on peut obtenir des images haute
résolution d’un échantillon biologique en combinant vitrification de I’échantillon,
acquisition d’images a température cryogénique et en additionnant les images acquises
sur un grand nombre d’unités analogues (Milne 2013).

La principale technique utilisée pour obtenir des images 3D d’un échantillon biologique
en cryo-microscopie électronique est I'analyse de particule unique. Cette méthode
repose sur le principe que les particules de I’échantillon sont aléatoirement orientées
dans I'échantillon vitrifié. Ainsi, il va étre possible de reconstruire I'image 3D de
I’échantillon biologique en combinant un grand nombre de projections d’images 2D
acquises représentant les différentes orientations des particules identiques (Milne et al.
2013). L’analyse de particule unique permet lors de la collection d’images 2D de limiter
la dose d’électrons envoyée sur chaque particule puisque étant identiques et orientées
différemment il sera possible de collecter des informations sur I'ensemble rotationnel
de la particule sans avoir a utiliser une méme particule irradiée de nombreuses fois avec
a chaque fois une inclinaison différente. De plus cette technique augmente le rapport
signal sur bruit puisqu’un ensemble de données d’analyse de particule unique consiste
en milliers d’images et ainsi chaque orientation de la particule est elle-méme
représentée par plusieurs centaines d’'images qui sommées améliorent la sensibilité
(Murata and Wolf 2018).

Dans le processus d’analyse les images 2D sont tout d’abord regroupées en « classes »
puis utilisées pour construire, avec un algorithme, une carte de densité 3D. Cette
derniere est raffinée itérativement jusqu’a ce que sa résolution reste identique (Figure
1.8).

70 A

-.
Figure 1.8: Exemple d’analyse a particule unique de cryo-miscroscopie électronique du
riboswitch de SAM-IV dans sa forme Apo (~40 kDa). a) Micrographe de cryo-EM. La barre

d’échelle représente 100 A. b) Moyenne des classes 2D calculées avec le logiciel RELION. c)
Reconstruction finale en 3D de la protéine. Figure extraite de (Zhang et al. 2019).
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Ainsi les structures tridimensionnelles de I'adénovirus humain D26 (150 MDa), du
ribosome 70S (2.3 MDa), du dimére IDH1 (93 kDa) et de I’'hémoglobine (64 kDa) ont été
résolues par cryo-microscopie électronique avec des résolutions entre 3.4 A et 3.8 A
(Merk et al. 2016; Agirrezabala et al. 2017; Yu et al. 2017; Khoshouei et al. 2017). Les
récents progrées sur les caméras et notamment de celles a détection directe d’électrons
ont contribué a l'obtention de structures tridimensionnelles par cryo-microscopie
électronique a haute résolution (Murata and Wolf 2018).

Comme démontré par les exemples cités précédemment, la cryo-microscopie
électronique peut étre employée pour divers types d’échantillons de la protéine de
plusieurs dizaines de kDa aux cellules entieres. La taille maximum observable par cette
technique est en pratique seulement déterminée par I'épaisseur maximale qui peut étre
pénétrée par le faisceau d’électron, soit d’environ 0.5 um en utilisant un microscope
électronique a transmission opérant a 300 kV (Murata and Wolf 2018). La taille
minimum détectable est quant a elle actuellement située autour de 40 kDa (Zhang et al.
2019). Ainsi des protéines de petite taille (> 40 kDa, taille du record actuel, mais plus
généralement > 100 kDa), des particules de virus, de larges assemblages moléculaires,
des cellules ou méme des bactéries peuvent étre étudiées par cette technique.

1.2.1.3 Etude de la dynamigue par cryo-microscopie électronique

La cryo-microscopie électronique permet, en plus de I'accés a des structures a résolution
quasi atomique, de fournir des informations sur la dynamique des
protéines/échantillons étudiés. En effet que ce soit en employant la méthode de
I’analyse de particule unique ou celle de cryo-tomographie électronique (qui fonctionne
sur un principe similaire mais ou I’échantillon doit étre incliné a différents angles lors de
I'acquisition des images pour pallier le fait qu’il n"est pas possible d’observer les
différentes orientations de la particule dans I’échantillon) plusieurs conformations
hétérogenes de particules peuvent étre identifiées dans les échantillons grace a des
programmes récents de classification 2D et 3D tels que RELION (Scheres 2012; Murata
and Wolf 2018). Ces observations de petits changements conformationnels dans un
ensemble d’images augmentent avec le développement de nouvelles innovations sur les
détecteurs, les filtres d’énergie et les contrastes de phases qui permettent d’améliorer
la résolution des structure obtenues. Ainsi, Zhao et al. ont reporté trois structures
représentant trois états rotationnels différents de la V-ATPase de levure (Zhao et al.
2015) qui n’avaient jamais été observées auparavant. Les classifications 3D de tailles
d’images différentes ont permis d’obtenir des cartes de résolution variant entre 6.9 A
pour la classe comportant le plus d’images (47 %) et 8.3 A pour la classe comportant le
moins d’images (17 %).
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Dans une publication plus récente, Loveland et al. (Loveland et al. 2017) ont décrypté,
en utilisant la cryo-microscopie électronique a analyse de particule unique, le
mécanisme de décodage exact de la traduction génétique. lls ont pour cela élucidé des
structures haute résolution du ribosome procaryotique 70S lié a deux aminoacyl-ARN
de transfert (aminoacyl-ARNt). Ces derniers servant a empécher des erreurs de
traduction du code génétique en s’assurant de la correspondance entre I'information
portée par I’ARN messager et 'amino acide contenu dans la protéine. Dans cette étude
les aminoacyl-ARNt, délivrés en complexe ternaire au ribosome avec le facteur
d’élongation EF-Tu et la Guanosine TriPhosphate (GTP), différaient. L'un des aminoacyl-
ARNt était porteur du méme acide aminé que celui codé par ’ARN messager (ARNm)
tandis que le second aminoacyl-ARNt était porteur d’'un acide aminé différent de celui
codé par I’ARNm (e.g ARNt"> et ARNm codant pour une arginine).

Pour chacun des deux complexes ribosome-aminoacyl-ARNt, Loveland et al. ont
déterminé trois structures a résolution quasi atomique (entre 3.2 et 4.0 A) et ont ainsi
pu révéler des différences dans les étapes de pré-accommodation lorsque le ribosome
était lié a 'un ou a I'autre des aminoacyl-ARNt. lls ont pu ainsi observer que le complexe
ribosome avec I'aminoacyl-ARNt porteur du méme acide aminé que celui codé par I’ARN
messager présentait différents changements conformationnels entre la premiéere et la
troisieme structure. Notamment il a été observé que dans la premiére structure le
complexe ternaire (aminoacyl-ARNt + EF-Tu + GTP) se liait a la petite sous unité 30S du
ribosome 70S mais il n’est pas constaté d’appariement entre le codon de '’ARNm et
I’'anticodon de I'aminoacyl-ARNt de plus, le facteur d’élongation n’entre pas en contact
avec la grande sous unité 50S du ribosome. Dans la seconde structure, I'appariement
entre le codon et l'anticodon s’effectue et additionnellement, le résidu G530
appartenant au domaine de décodage adopte une conformation intermédiaire. Dans la
troisieme structure I'appariement reste en place, mais le résidu G530 change encore de
conformation, entrainant une fermeture du sous domaine 30S ainsi EF-Tu entre en
contact avec la sous unité 50S et est capable d’hydrolyser la GTP. A [linverse, le
complexe constitué du ribosome avec I'aminoacyl-ARNt porteur d’un acide aminé
différent que celui codé par 'ARN messager n’induit pas la fermeture du sous domaine
30S par le changement de conformation de G530 et ainsi le facteur d’élongation EF-Tu
reste inactif (Figure 1.9).
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Figure 1.9 : Représentation schématique du mécanisme de décodage de la traduction génétique.
Figure extraite de (Loveland et al. 2017).

La cryo-tomographie électronique a également été utilisée pour étudier la dynamique
de l'infection par un bactériophage. Le travail de Hu et al. (Hu et al. 2015) dévoile une
nouvelle vision du chemin mécanistique d’infection par un phage T4 en révélant des
structures intermédiaires clés. Ces données ont été acquises sur des échantillons a
différents temps t aprés infection par le phage. Ainsi, ils reportent qu’avant infection les
longues fibres de la queue du phage n’interagissent pas toutes avec la cellule a infecter,
la plupart sont repliées le long de la queue du phage. Cependant, au moins une doit étre
en interaction avec la cellule a infecter afin de promouvoir le réarrangement du socle.
Lorsque le socle change de conformation et se lie de facon irréversible a la cellule a
infecter, la contraction de la gaine entraine I'entrée de la queue du phage dans le
périplasme de la cellule et I’ADN du phage peut étre injecté dans la cellule (Figure 1.10).

Figure 1.10: Représentation de
différentes conformations du
bactériophage pendant Ila phase
d’infection. Tomogrammes 3D capturés
30s (A, F), 1 min (B, G), 3 min (C, H), 5
min (D, 1) et 10 min (E, J) apres
I'infection. Les panels F a J sont des
zooms de leurs panels respectifs A a E.

Les membranes internes et externes
sont en partie surlignées en vert. Figure
extraite de (Hu et al. 2015).
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Comme décrit par les études détaillées précédemment il est possible avec la cryo-
microscopie électronique d’accéder a différentes conformations peuplées par un
échantillon a un temps t. Cela peut se faire soit en piégeant différents états a différents
temps t comme montré par Hu et al. (Hu et al. 2015) sur le bactériophage T4 ou en
capturant de multiples conformations dans un méme échantillon comme décrit par Zhao
et al. et Loveland et al. respectivement sur la V-ATPase et le ribosome 70S (Zhao et al.
2015; Loveland et al. 2017).

Par ailleurs, il est également possible avec la cryo-microscopie électronique et
I"utilisation de méthodes mathématiques avancées telle que par exemple le « manifold
embedding » (Dashti et al. 2014) de suivre un continuum d’état structuraux. Ainsi, il
serait possible d’observer le cycle entier d’une machine moléculaire et de représenter
son paysage énergétique, si un nombre suffisant d’état conformationnel est présent
dans I'échantillon hétérogene. Dashti et al. et Frank et al. ont démontré cela sur le
ribosome de levure (Dashti et al. 2014; Frank and Ourmazd 2016). lls ont utilisé la
relation de Boltzmann pour déterminer la valeur de I'énergie libre (AG) entre deux
conformations en se basant sur le nombre d’apparition de chacune de ces derniéres et
ont ainsi pu construire le paysage énergétique du ribosome (Figure 1.11).

Figure 1.11 : Paysage énergétique du ribosome de
levure obtenu par cryo-microscopie électronique. De
bleu a marron I'énergie augmente et cette derniére
a été tronquée a 2 kcal.mol™. La trajectoire de plus
basse énergie (en bleu) est divisée en 50 états et les
fléches indiquent les changements structuraux
entre 7 d’entre eux, numérotés. Figure extraite de
(Dashti et al. 2014).

Cette méthode également employée sur le récepteur de la ryanodine de type 1 a permis
d’obtenir un film nous informant sur les mouvements fonctionnels de la protéine de 565
kDa (Dashti et al. 2020). Toutefois, il n’est pas possible d’obtenir des informations sur
les vitesses de transition avec de telles expériences. Ainsi le chemin réactionnel suivi par
le ribosome et présenté Figure 1.11 est basé sur une compilation de films montrant les
changements conformationnels et reste putatif (Frank 2016, Miller 2021). La cryo-
microscopie électronique ne permet pas I'acces a des données cinétiques caractérisant
I’échange conformationnel.
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Ainsi, la cryo-microscopie électronique permet d’obtenir des informations sur
I'ensemble des conformations peuplées dans un échantillon et d’observer a haute
résolution les différences structurales des différentes conformations, cependant, elle ne
permet pas d’obtenir des informations sur la cinétique de I'’échange conformationnel.
Toutefois, la cinétique d’une réaction/d’un événement (comme par exemple I'infection
par le bactériophage) peut étre suivie temporellement de facon indirecte en capturant
a différents temps t la/les conformation(s) peuplée(s) par I’échantillon.

1.2.2 Cristallographie aux rayons X résolue en temps

1.2.2.1 Principe de la cristallographie aux rayons X

En cristallographie aux rayons X, un cristal de protéine purifiée est irradié par un faisceau
de rayons X donnant lieu a des motifs de diffraction (Figure 1.12). Ces derniers vont
ensuite étre analysés afin d’accéder a de nombreuses informations sur le cristal tels que
la taille de ses unités de répétition, le systéme cristallin, et permettre ensuite de calculer
une carte de densité électronique qui, utilisée en méme temps que la séquence de la
protéine va conduire a la structure de la macromolécule cristallisée.

Figure 1.12 : Schéma de principe

Source de L. de la cristallographie aux rayons-
rayons-X _ - .. e s

_______ R X. Le crystal de protéine purifiée

- I - (bleu) est irradié par un faisceau

focalisé de rayons-X donnant lieu

a un motif de diffraction.

L’étape cruciale de la cristallographie aux rayons X réside dans I'obtention d’un cristal
de I'échantillon souhaité. En effet, non seulement la protéine doit étre soluble et
homogene, mais elle doit pouvoir également étre hautement concentrée sans
précipiter, ni agréger, afin d’induire la nucléation de cristaux. Une quantité considérable
de variables joue un réle important dans cette phase de cristallisation tels que le tampon
dans lequel se trouve la protéine, son pH, la nature des précipitants utilisés ainsi que
leurs concentrations, la température et la technique de cristallisation employée. Cette
phase de nucléation puis de croissance des cristaux est a I'heure actuelle I'étape
limitante de la plupart des projets de cristallographie et est souvent la moins bien
comprise (Smyth and Martin 2000).

Les rayons X irradiant le cristal peuvent étre issus, entre autres, d’électrons accélérés
provenant d’anneaux de stockage d’un synchrotron et doivent étre focalisés et
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collimatés pour générer un faisceau d’électrons paralléles. Plusieurs parameétres doivent
étre optimisés avant d’obtenir un motif de diffraction de qualité tels que par exemple la
distance entre le cristal et le détecteur et, dans les cas idéaux, les motifs de diffractions
obtenus sont acquis sur un seul et méme cristal. En pratique, 'irradiation du cristal par
le faisceau de rayons X entraine des dommages irréversibles et plusieurs cristaux sont
généralement nécessaires. Exposer les cristaux aux rayons X en descendant la
température a des températures cryogéniques diminue les dommages et permet a la
fois d’améliorer la qualité des données et de diminuer le nombre de cristaux nécessaires
pour I'acquisition d’un jeu complet de données (Hope 1990).

L'analyse des motifs de diffraction est mathématiquement complexe mais dans ces
derniers est encodée la structure de la protéine. Tout d’abord les dimensions de la maille
élémentaire tridimensionnelle (plus petite unité de répétition dans le cristal) peuvent
étre déterminées a partir de I'espace entre deux taches dans le motif de diffraction. I
est a noter que plus I'espace entre deux points sera grand plus la dimension de la maille
sera petite. La forme de cette maille cristalline permet ensuite d’obtenir des
informations sur le systeme cristallin. Sept systémes cristallins existent : triclinique,
monoclinique, orthorhombique, tétragonal, rhomboédrique, hexagonal et cubique.
L'intensité des taches dans le motif de diffraction apporte quant a elle des informations
sur la localisation des atomes dans la maille cristalline (Wlodawer et al. 2008). Chaque
tache diffractée est caractérisée par une phase et une amplitude et tandis que
I"'amplitude peut étre déduite de I'intensité de la tache, obtenir des informations sur la
phase se révele plus difficile. Différentes méthodes ont été mises en place telles que le
remplacement isomorphe et le remplacement moléculaire (Smyth 2000) pour
caractériser la phase. La carte de densité électronique peut ensuite étre construite
(Figure 1.13) et apreés introduction de la séquence protéique et plusieurs étapes de
raffinement une structure tridimensionnelle de la protéine cristallisée peut étre
obtenue.

Figure 1.13 : lllustrations de cartes de densité
electronique représentées avec une résolution
de a) 3 A et b) 2 A. Figure extraite de
(Wlodawer et al. 2008)

Depuis la premiere structure tridimensionnelle de myoglobine publiée en 1958
(Kendrew et al. 1958) avec une résolution de 6 A et la premiére structure haute
résolution (2 A) du lysozyme par Blake et al. en 1965 (Blake et al. 1965), le domaine a
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grandement évolué. Le but ultime des biologistes structuraux est d’observer non plus
une structure statique a haute résolution mais une macromolécule en action et ce,
toujours a résolution atomique. C'est ainsi que s’est développé la cristallographie aux
rayons X résolue en temps.

1.2.2.2 Cristallographie aux rayons X résolue en temps

Les réactions impliquant des macromolécules biologiques induisent fréquemment des
changements conformationnels. L’objectif de la cristallographie aux rayons X résolue en
temps (TRX) et effectuée a température ambiante est de déterminer le mécanisme
cinétique de réactions impliqguant des macromolécules tout en déterminant
simultanément les structures tridimensionnelles des états intermédiaires peuplés par
les macromolécules. Avec cette méthode il est possible d’observer une macromolécule
en action et d’obtenir des informations cinétiques sur la réaction et structurales sur les
minimums locaux (états intermédiaires) peuplés, contrairement aux méthodes de
« capture » chimique et cryogénique qui permettent de stabiliser un état intermédiaire
en prolongeant sa durée de vie mais qui ne permettent pas d’avoir acces aux
informations cinétiques de la réaction. Par TRX on distingue plusieurs structures
intermédiaires indépendantes dans le temps mais dont la concentration est, elle,
variable. L’accumulation des états intermédiaires a une concentration supérieure au
seuil de détection est nécessaire pour la caractérisation de leur structure et cette
augmentation de concentration sera dépendante des différentes constantes de vitesse
du mécanisme cinétique de la réaction (Figure 1.14) (Srajer and Schmidt 2017).

Figure 1.14 : a) Hypothétique réaction réversible
photo-initiée. Trois intermédiaires (I, I, et I3) sont
présents, lo est I’état initial et un mécanisme de
cinétique chimique ramifié est décrit avec
différentes vitesses d’échange kj;. b) Diagramme de
distribution des différents intermédiaires avec lo +

I1 + 1, + 13 =1 déterminé a partir des constantes de
vitesses  kj.  Plusieurs intermédiaires  sont
généralement présents a un temps t. Toutefois,
pour qu’un  intermédiaire  soit  observé

Concentration fractionnelle

expérimentalement, ses vitesses de formation et

disparition doivent étre telles qu’il ait le temps de

s’accumuler a un niveau détectable. Adaptée de
(Srajer and Schmidt 2017)

Afin d’étre capable de suivre par TRX une réaction, cette derniere doit non seulement
étre déclenchée rapidement mais I'exposition aux rayons X pour sonder la réaction doit
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également étre de courte durée afin, dans les deux cas d’étre plus bref que la durée de
vie des états intermédiaires. De plus, il est primordial que le déclenchement de la
réaction (initiation) se fasse de fagon synchrone dans le plus grand nombre de molécules
du cristal. Les changements structuraux de la macromolécule (ne devant pas briser le
cristal) peuvent ainsi étre suivis en enregistrant des motifs de diffractions acquis avec
différents délais entre le déclenchement de la réaction et I'irradiation par les rayons X.

A l'origine la principale source de rayons X pour exécuter de la TRX était un synchrotron
et la technique s’employait sur un cristal macroscopique. Cependant cette méthode
présente plusieurs inconvénients. Tout d’abord, la résolution temporelle de I'expérience
est limitée de par la durée de I'impulsion de rayon X (~100 ps), la taille des cristaux
utilisés impose I'étude de réactions réversibles uniquement et a I’heure actuelle seules
des réactions photoinduites sont généralement faisables. Bien que toutefois, la
pénétration de la lumiére ne soit que superficielle dans le cristal soulevant le probleme
de I'homogénéité de l'initiation de la réaction (Martin-Garcia 2021).

Le domaine a évolué et dans les années 2000 les lasers de rayons X a électrons libres
(XFEL : X-ray Free Electron Laser) sont apparus produisant des rayons X tres puissants et
tres courts (~ femtoseconde). Ces lasers permettent d’obtenir une brillance d’un ordre
de grandeur 9 fois plus important que le plus puissant des synchrotrons actuels (Srajer
and Schmidt 2017). Lutilisation de cristaux macroscopiques avec une source XFEL se
révele compliquée, en effet, la tres forte intensité des rayons X délivrée par cette source
cause des dommages non réversibles aux cristaux. Cette observation combinée a la large
cohérence transversale des XFELs, permettant de focaliser le faisceau de rayon X sans
perte de photons pour illuminer des cristaux de petite taille (nm), a pavé la voie de la
« cristallographie femtoseconde en série » (SFX). Un flux de petits cristaux (um-nm), a
température ambiante, avec des orientations aléatoires est irradié par la source XFEL et
un motif de diffraction est enregistré avant la destruction de chaque cristal (Figure 1.15).
La SFX peut donc étre employée pour la cristallographie « statique » mais également a
la cristallographie résolue en temps (TR-SFX). La premiéere expérience de TR-SFX avec
une résolution quasi atomique date de 2014 (Tenboer et al. 2014).

Injecteur
’ Figure 1.15 : Schéma de principe
~ Zone de la cristallographie aux rayons-
diinteraction X en série. Un flux de petits
Source de cristaux de protéine purifiée
rayons-X p p

- === (bleu) est irradié par un faisceau
- MemT T

focalisé de rayons-X donnant lieu
a un motif de diffraction.
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La TR-SFX est une technique qui présente de nombreux avantages. Tout d’abord, sa
résolution temporelle (de I'ordre de la femtoseconde) est bien supérieure a celle que
I'on peut obtenir en utilisant un synchrotron comme source de rayons X, de plus, les
dommages infligés par les rayons X aux cristaux n’interviennent plus puisque I'on
dépend, avec les micro-nano cristaux, du principe de diffraction avant destruction et
enfin les cristaux sont, comme mentionné précédemment, de petite taille, ainsi ils ne
diffractent qu’une seule fois et sont remplacés rapidement (Tenboer et al. 2014). Dans
ce dernier point sont rassemblés plusieurs aspects positifs : le remplacement rapide des
cristaux va permettre I'étude de réactions irréversibles par TR-SFX, la petite taille des
cristaux va favoriser une illumination plus uniforme de ces derniers lors de réactions
photoinduites et ainsi résoudre le probléme d’homogénéité de I'initiation de la réaction,
de plus une réaction pourra également étre déclenchée par diffusion de petites
molécules telles que des substrats ou des cofacteurs car le phénoméne se produira plus
vite dans un petit cristal (temps de diffusion plus petits) permettant de rester plus bref
que la durée de vie des intermédiaires (Kupitz et al. 2017). Enfin, les petits cristaux
peuvent accommoder de plus larges réarrangements structuraux ainsi que des
changements importants dans la maille élémentaire sans détruire le cristal comparé aux
cristaux macroscopiques (Kupitz et al. 2014).

Avec le TR-SFX I'étape cruciale ne sera plus d’obtenir un cristal macroscopique (de
minimum 0.1 mm dans la dimension la plus longue) mais de faire croitre un large
nombre de micro/nano cristaux et de les conduire rapidement dans la zone d’intérét ou
se situent les rayons X. Plusieurs méthodes qui difféerent en termes de vitesse et de
consommation de protéine ont été reportées. Ainsi, environ 200 mg de protéine seront
nécessaire pour acquérir un jeu de données complet si I'on utilise un jet liquide, a
I'inverse seulement 1 mg seront nécessaire avec un jet visqueux (Srajer and Schmidt
2017).

De par la forte demande pour l'utilisation de sources XFEL, la faible disponibilité de ces
dernieres et les développements continus sur les synchrotrons, la cristallographie en
série sur les synchrotrons est apparue (SSX « serial synchrotron cristallography »). De
méme que pour les sources XFEL, la TR-SSX s’est développée. Actuellement, presque
tous les synchrotrons les plus puissants possedent une ligne qui permet d’effectuer des
expériences de SSX, toutefois la résolution temporelle de TR-SSX, comme mentionnée
précédemment est limitée a ~100 ps.
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1.2.2.3 Etude de la dynamique de la bactériorhodopsine par cristallographie aux rayons
X résolue en temps

La bactériorhodopsine, protéine membranaire de 27 kDa présente chez les archées, est
une pompe a protons se servant de I'énergie lumineuse pour transporter les protons a
travers la membrane cellulaire (Figure 1.16a). Depuis les années 2000, des efforts
considérables ont été mis en ceuvre pour expliquer le mécanisme de cette pompe a
protons, toutefois, des incohérences ont été reportées dans ces travaux (non corrélation
des états intermédiaires « capturés » a température cryogénique ou par mutation avec
les changements structuraux observés au cours du temps pour la protéine sauvage et la
potentielle interprétation erronée des structures des intermédiaires « piégés » due aux
dommages causés par le faisceau de rayon X sur les cristaux) (Nango et al. 2016). Depuis,
plusieurs études employant la cristallographie aux rayons X en série et résolue en temps,
s’affranchissant ainsi du probleme des dommages dus aux radiations, ont cherché a
élucider ce mécanisme qui restait incompris.

Nango et al. (Nango et al. 2016) ont utilisé la TR-SFX pour étudier les changements
conformationnels adoptés par la bactériorhodopsine aprés photo-activation par un laser
sur une gamme de temps allant de la nanoseconde a la milliseconde. Avec ces
expériences, ils ont mis en lumiéere certaines étapes régulant le transport de protons du
cytoplasme vers l|'extérieur de la cellule. Ainsi, ils ont pu observer que la
bactériorhodopsine, protéine membranaire constituée de sept hélices (numérotées de
A a G), posséde un chromophore rétinal lié de facon covalente par une base de Schiff
protonée a la lysine 216 de I'hélice G et que ce dernier s’isomérise aprés la photo-
activation. Le chromophore rétinal situé au milieu des sept hélices change d’une
configuration « trans » pour toutes ses doubles liaisons a une configuration « cis » pour
le carbone 13 a I'absorption du photon de lumiére visible par son systéme de double
liaisons conjuguées (Figure 1.16b). Cette isomérisation, réorientant la base de Schiff vers
le cytoplasme entraine la rupture de la liaison hydrogéne de cette derniere avec la
molécule d’eau 402 (Figure 1.16c). Le mouvement du chromophore induit également le
mouvement de deux résidus vers le cytoplasme (tryptophane 182 et leucine 93)
permettant a une molécule d’eau (n° 452) de s’insérer entre la leucine 93 et la thréonine
89. La liaison hydrogene entre la base de Schiff et la molécule d’eau 452 (elle-méme
possédant une liaison hydrogéne avec la thréonine 89) ou directement avec la thréonine
89 crée un chemin pour le transfert du proton de la base de Schiff vers I'aspartate 85.
Différents réarrangements structuraux, notamment de I’hélice C vers la G, permettent
d’augmenter le pKa de I'aspartate 85 qui accepte ainsi spontanément le proton de la
base de Schiff. Une fois le proton accepté, la liaison hydrogéne entre la thréonine 89 et
I'aspartate 85 se rompt, la base de Schiff n’est ainsi plus connectée a |'aspartate 85
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expliqguant que le mécanisme de transfert de protons ne s’opere que dans un sens et ne
soit pas réversible (Figure 1.16d).
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Figure 1.16 : a) Structure tridimensionnelle de la bactériorhodopsine. Les fleches représentent les
étapes d’échange de proton effectuées par la pompe a protons. b) Schéma représentant le
chromophore rétinal lié de facon covalente par une base de Schiff protonée a la lysine 216 en
configuration « trans » ou « 13-cis ». c) Représentation de la densité électronique du site actif de
la bactériorhodopsine au repos montrant la localisation de la molécule d’eau n°402. d) Modéle
cristallographique montrant 'ensemble des liaisons hydrogénes potentiellement impliquées
dans le transfert du proton de la base de Schiff vers I'aspartate 85. Adapté de (Nango et al. 2016).

La TR-SFX a également été utilisée par Nogly et al. (Nogly et al. 2018) pour étudier la
bactériorhodopsine sur une gamme de temps plus rapide que Nango et al., allant de la
femtoseconde a une dizaine de picosecondes aprés photo activation. L’objectif étant
d’élucider les différentes conformations échantillonnées par le chromophore lors de son
passage de sa configuration « trans » pour toutes les doubles liaisons a sa configuration
« cis » pour le carbone numéro 13. Avec des structures cristallographiques ayant une
résolution de 1.5 A, ils montrent, étonnamment, que la base de Schiff et la molécule
d’eau 402 s’éloignent I'une de I'autre de 0.6 A aprés photo-activation et ce, avant méme
que lI'isomérisation du chromophore se produise. Cette distance entre la molécule d’eau
et la base de Schiff va a nouveau augmenter et passer de 3.25 A 3 3.65 A en raison de la
redistribution des charges trés rapide sur le chromophore aprés absorption des photons,
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phénomeéne qui est la force motrice de ce mouvement. De par cette polarisation,
éloignant encore plus les deux molécules, la liaison hydrogene entre la base de Schiff et
la molécule d’eau 402 est rompue. La barriére d’énergie pour passer de la configuration
« trans » a « cis » est alors diminuée et I'isomérisation se produit. Cette étude complete
celle de Nango et al., puisque ces deux études se focalisent sur des gammes de temps
différentes, et permet d’apporter de nouvelles informations sur le début du mécanisme
de la pompe a protons. Ainsi, Nango et al décrivaient une isomérisation du chromophore
qui conduisait a la rupture de la liaison hydrogene avec la molécule d’eau 402 et au
mouvement de deux résidus, finalement, c’est la rupture de la liaison hydrogene qui
conduit a I'isomérisation qui elle-méme va conduire au mouvement des deux résidus
qui entrainera les étapes suivantes du mécanisme de la pompe a protons (Figure 1.17).
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Figure 1.17 : Schéma décrivant les étapes de I'isomérisation du chromophore rétinal. Adapté de
(Nogly et al. 2018).

Maintenant que les étapes du transfert de protons par la bactériorhodopsine du
cytoplasme vers I'extérieur de la cellule sont connues, la question de la re-protonation
de la base de Schiff avec un proton provenant du c6té du cytoplasme afin d’initier un
nouveau cycle se pose. Obtenir la réponse a cette question permettrait de compléter le
cycle du fonctionnement de la pompe a protons qu’est la bactériorhodopsine. Weinert
et al. (Weinert et al. 2019) ont étudié ce phénoméne en employant la TR-SSX avec une
résolution temporelle de I'ordre de la milliseconde. De la méme maniére que dans les
deux études précédentes, la pompe a protons est photo-activée par un laser opérant a
une longueur d’onde d’environ 530 nm. La structure de I'état fermé observée de 0 a 5
ms est consistante avec les structures résolues par TR-SFX (Nango et al. 2016; Nogly et
al. 2018). Pour les données collectées entre 10 et 15 ms, un état ouvert est caractérisé
pour lequel un large réarrangement structural survient du cété cytoplasmique de la
bactériorhodopsine comparé a la structure fermée (Figure 1.18a/b). La terminaison des
hélices E, F et G est principalement affectée avec un réarrangement structural maximum
de 9 A observé pour le résidu glutamate 166 de I’hélice F. Ces changements ouvrent la
voie pour une chaine de trois molécules d’eau connectant la base de Schiff avec
I'aspartate 96 (coté cytoplasmique), donneur de proton intracellulaire. La présence de
ces molécules d’eau déstabilise le réseau d’interactions hydrophobiques permettant
ainsile transfert du proton de I'aspartate 96 a la base de Schiff entrainant le replacement
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de cette derniere au centre de la bactériorhodopsine. De petits changements induits par
I'isomérisation du carbone 13 « cis » en configuration « trans » par relaxation sont

observés. L'aspartate 96 ayant donné son proton est accessible pour une nouvelle

protonation (Figure 1.18c/d).

Figure 1.18 : Réarrangement des hélices E,
F et G entre I’état fermé (a) et I’état ouvert
(b). c) Structure cristallographique de la
bactériorhodopsine zoomée sur la zone
montrant la chaine de trois molécules d’eau
la base de Schiff avec
96,
intracellulaire se formant dans [I'état

connectant

I'aspartate donneur de proton
ouvert. d) Comme c) mais montrant une vue
plus large de la bactériorhodopsine. Les
résidus chargés sont représentés sous
formes de tiges. Les pointillés montrent le
chemin d’accessibilité pour un nouveau
proton. Figure adaptée de (Weinert et al.

2019).
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Ainsi la cristallographie en série résolue en temps a permis de caractériser en détail le

cycle du transfert de protons de la bactériorhodopsine et ce sur une large gamme de

temps de la femtosecondes a plusieurs centaines de millisecondes (Figure 1.19). Ces

études montrent qu’effectuée a partir d’'une source XFEL ou d’un synchrotron ces

expériences sont de grande qualité et complémentaires.
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Figure 1.19 : Cycle du pompage
de protons de la
bactériorhodopsine avec les
différents échelles de temps
reportées pour les différentes
étapes. La complémentarité
entre TR-SSX et TR-SFX est
également illustrée. Adapté de

(Weinert et al. 2019).
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Ainsi, la cristallographie résolue en temps donne accés a des informations sur
I’ensemble des conformations peuplées dans un échantillon si ces derniéres atteignent
une population supérieure au seuil de détection. Des structures tridimensionnelles a
haute résolution des différents intermédiaires peuvent étre obtenues. La cinétique
d’une réaction peut étre suivie de la femtoseconde a la milliseconde, suivant la source
de rayons-X employée, lorsqu’une synchronisation précise entre l'initiation de la
réaction et l'irradiation par le faisceau de rayons-X est effectuée.

1.2.3 Transfert d’énergie par résonnance de type Forster

1.2.3.1 Principe

Le transfert d’énergie par résonnance de type Forster (FRET) est une méthode qui
permet de caractériser la distance entre des sondes fluorescentes placées sur une
macromolécule. Afin d’étudier une macromolécule avec cette méthode, il est primordial
gue cette derniere possede deux chromophores : un donneur et un accepteur. Un laser
ayant une longueur d’onde spécifique excite le fluorophore donneur qui revient a son
état fondamental soit en émettant un photon soit en transférant de fagon non radiative
son énergie au chromophore accepteur, s’ils sont suffisamment proches (en général <
10 nm). Ce dernier émettra alors également un photon pour retourner a son état initial
(Figure 1.20). En comptant le nombre de photons émis par le donneur et par I'accepteur
il est possible de remonter a |'efficacité du transfert d’énergie par résonance de type
Forster et ainsi de mesurer la distance entre les deux sondes fluorescentes (Schuler
2013).

£ Figure 1.20: Molécule marquée avec un
223 fluorophore donneur (vert) et un fluorophore
~ 3 accepteur (rouge). Le fluorophore donneur est

excité spécifiquement et soit émet un photon pour
retourner a son état fondamental soit transfére
< son energie d’excitation au fluorophore accepteur
qui émettra alors un photon pour revenir a son

Kk (I’) DA* état fondamental. Figure extraite de (Schuler
k [k 2013).
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Différentes propriétés caractérisent un fluorophore idéal pour une étude par FRET. Tout
d’abord il doit posséder un haut rendement quantique (> 0.1) ainsi qu’un haut
coefficient d’extinction, étre photo stable et soluble en solution aqueuse (Roy et al.
2008). Parmi les fluorophores les plus employés on notera les colorants organiques
fluorescents tels que, par exemple, les fluorophores des séries Alexa fluor ou cyanine,
toutefois [I'utilisation des nanocristaux semiconducteur luminescents ou points
guantiques est en croissance. Les protéines fluorescentes quant a elle, bien que tres
utiles pour l'imagerie par FRET de cellules vivantes, sont généralement de tailles
importantes limitant leur utilisation. En effet, un potentiel changement de fonction
biologique de la protéine d’intérét lorsque liée a ces derniéres pourrait subvenir. Enfin,
les acides aminés naturels ne disposent pas, a I’exception du tryptophane, d’un
rendement quantique suffisant mais ce dernier n’est pas photo stable. Concernant la
paire de sondes fluorescentes donneur/accepteur il est souhaité que les deux sondes
disposent d’'un rendement quantique similaire mais surtout il est essentiel que les
spectres d’absorptions des chromophores donneur et accepteur soient spectralement
séparés (la longueur d’onde excitant le donneur ne doit pas exciter en méme temps
I"accepteur), que le spectre d’émission du fluorophore donneur recouvre en partie celui
d’absorption du fluorophore accepteur (afin de permettre le transfert d’énergie) et que
le spectre d’émission de I'accepteur ne recouvre pas celui du donneur (pour différencier
I’émission par I'une ou l'autre des sources).

Al'origine, les expériences de FRET étaient réalisées sur un ensemble de molécules mais
depuis les années 1990 il est possible d’étudier une molécule unique et a I’heure actuelle
les expériences de FRET sur molécule unique sont les plus courantes. Deux types
d’instrumentation existent : la fluorescence a réflexion interne totale employée pour les
molécules immobilisées et les systemes confocaux qui peuvent s’utiliser a la fois pour
les molécules immobilisées et celles diffusant librement (Dimura et al. 2016). Dans les
paragraphes suivant je m’attarderai sur ces derniers, plus exploités.

Pour effectuer une expérience de FRET sur particule unique, le signal émis par la
molécule unique doit étre supérieur a celui du fond contenant beaucoup de molécules
de solvant. Une solution pour s’assurer de ce dernier point pour une molécule diffusant
librement est de réduire drastiquement le volume de détection, par exemple en
focalisant un faisceau laser trées étroit sur la zone de détection, la probabilité de trouver
deux molécules dans le volume de détection devenant négligeable. En pratique, apres
excitation de la molécule d’intérét par le faisceau laser focalisé, un miroir dichroique
sélectionne les photons émis par cette derniere. Des filtres éliminent ensuite la lumiére
diffusée par les molécules du solvant et un sténopé (petit trou) placé en aval des filtres
bloque les flux parasites. Dans un instrument a quatre voies d’acquisition, les photons
sont tout d’abord séparés en deux selon leur polarisation (pour obtenir des informations
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sur la mobilité rotationnelle des fluorophores) puis selon leur longueur d’onde (pour
distinguer les photons émis par le fluorophore donneur de ceux émis par le fluorophore
accepteur). Enfin, la lumiére est focalisée sur des détecteurs tres sensibles. Lorsqu’un
photon arrive sur le détecteur il déclenche un signal électronique qui est enregistré
(Figure 1.21).
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L'analyse de données permet de tracer un graphique du nombre de photons donneurs
et accepteurs arrivés dans un intervalle de temps t et d’en déduire I'efficacité du
transfert d’énergie par résonance de type Forster (E = na / (na + np)) en fonction du
nombre de photons accepteur (na) et donneur (np) détectés dans l'intervalle de temps.
En ayant acces a 'efficacité de transfert E il est possible de remonter a la distance entre
les deux fluorophores en utilisant I’équation suivante : E = Re® / (Ro® + r®) avec r la
distance entre les deux chromophores et Ro le rayon de Forster (Equation 1.1), rayon
définissant la distance donneur-accepteur donnant une efficacité de transfert de 50 %
(Schuler 2013).

Ro = (9000 x In(10) x k> x Qp xJ) / (128 x > X n* x Na) (Equation 1.1)
Avec k une constante dépendant de l'orientation des fluorophores appartenant a
I'intervalle [0-4], Qp le rendement quantique du fluorophore donneur, J I'intégrale du

recouvrement des spectre d’émission du donneur et d’absorption de I'accepteur, Na la
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constante d’Avogadro et n I'indice de réfraction du milieu dans lequel la macromolécule
d’intérét est en suspension.

1.2.3.2 FRET et dynamique des protéines

La méthode FRET sur particule unique (sm-FRET) est employée majoritairement pour
deux applications. La premiere pour étudier la structure d’une protéine en solution en
multipliant le nombre d’expériences avec des paires de fluorophores
donneur/accepteur différentes pour obtenir des contraintes de distance. La seconde,
qui nous intéresse particulierement dans cette section, a pour but d’étudier la
dynamique de la protéine d’intérét en utilisant un nombre de paires de fluorophores
donneur/accepteur restreint. Des interactions protéine-protéine, des clivages
enzymatiques, le repliement d’une protéine ou des changements conformationnels
peuvent étre observés. En effet, en utilisant la technique de FRET a particule unique, les
particules arrivent individuellement les unes aprées les autres dans la zone d’illumination
du laser, ainsi des sous-états d’une protéine peuvent étre détectés. Si I'expérience avait
été effectuée sur un ensemble de particules, les sous-états auraient été moyennés et
donc potentiellement non détectés. Additionnellement, une fois les sous-états
identifiés, il est possible de suivre la cinétique de chaque état individuellement. Il est
toutefois a noter qu’une des principales limitations de la technique employant le FRET
pour mesurer la dynamique est I'unique mesure (triple mesure) de distance déterminée,
due a I'emploi de deux (ou trois) chromophores. Cependant, lorsque des informations
de structure a haute résolution sur la macromolécule d’intérét sont disponibles, ce qui
est trés fréquemment le cas, il est possible d’interpréter la(es) distance(s) mesurée(s)
par des changements conformationnels. (Henzler-Wildman and Kern 2007).

Avec les nombreuses configurations existantes d’appareils de sm-FRET il est possible de
suivre la dynamique d’une protéine sur une vaste échelle de temps allant de la
picoseconde a quelques secondes. Ces méthodes peuvent étre séparées en deux
catégories principalement en fonction de la vitesse de la cinétique qu’il leur est possible
de couvrir. On notera d’'un c6té les méthodes qui sont basées sur des particules
immobilisées sur une surface pouvant suivre une cinétique allant de la dizaine de
millisecondes a la seconde. Ces configurations sont limitées en temps uniquement en
raison de la perte de fluorescence des sondes fluorescentes au-dela de quelques
secondes. Cependant, la vaste majorité des protéines exercent des mouvements
caractérisés par une dynamique beaucoup plus rapide que la gamme de temps
milliseconde-seconde. Les méthodes de sm-FRET sur les molécules diffusant librement
en solution sont les principales utilisées pour suivre les changements conformationnels
rapides allant de la picoseconde a la milliseconde (Mazal and Haran 2019).
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1.2.3.3 Exemple d’étude de dynamique par sm-FRET

Diez et al (Diez et al. 2004) ont employé le sm-FRET pour étudier la rotation des sous
unités de la FO-F1 ATP-synthase pendant la synthése et I’hydrolyse de I'ATP. La FO-F1
ATP-synthase est une enzyme qui catalyse la formation d’ATP, chez les bactéries, les
mitochondries et les chloroplastes, a partir d’ADP et de phosphate inorganique en
convertissant I'énergie électrochimique d’un gradient de protons transmembranaire
(Henzler-Wildman and Kern 2007). C’'est également une enzyme qui fonctionne dans le
sens inverse et peut hydrolyser I’ATP en ADP et phosphate inorganique dans le cas ol le
potentiel électrochimique est insuffisant (Okuno et al. 2011). La FO-F1 ATP-synthase est
une protéine de haut poids moléculaire (~ 500 kDa) trés étudiée et constituée de deux
sous parties FO et F1. F1 est composée chez E.coli en sous unités : azPsyde. La synthese
de I'ATP s’effectue dans la sous partie F1 et plus particulierement au niveau des trois
sous unités B qui peuvent adopter différentes conformations et qui constituent avec les
sous unités a et & le stator de cette machine moléculaire. La sous unité y constitue le
rotor de cette sous partie F1 et est liée a la sous partie FO grace a la sous unité €. FO
posseéde également des sous unités ayant un role de rotor et est intégrée dans la
membrane (Figure 1.22).

Figure 1.22 : Modéle de la FO-F1 ATP-synthase
d’E.coli. Le fluorophore donneur (sphere verte) est
liee a la sous unité y de la sous partie F1. Le
fluorophore accepteur (sphére rouge) est attaché a
une sous unité (b) de la sous partie FO. Les sous
unités de type rotor et stator sont représentées
respectivement en bleu et en orange. Figure extraite

Lipid de (Diez et al. 2004).

bilayer

Il a été exposé qu’une rotation de la sous unité y s’effectuait lors de I’hydrolyse de I’ATP
(Noji et al. 1997), cependant la rotation de cette méme sous unité lors de la synthese
d’ATP a seulement pu étre démontré de facon indirecte (Zhou et al. 1997). Ainsi, de
nombreuses questions restaient non élucidées. En utilisant le sm-FRET sur la FO-F1 ATP-
synthase incorporée a un liposome et en attachant un chromophore donneur a la sous
unité y de la sous partie F1 et un chromophore accepteur a une sous unité de type stator
de la sous partie FO, Diez et al. (Diez 2004) ont pu suivre en temps réel la rotation
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progressive de la sous unité y entrainée par le gradient de proton. Les photons émis par
un liposome unique diffusant librement et traversant le volume confocal ont été
enregistrés. Diez et al. ont tout d’abord montré que I'enzyme incorporée au liposome
était fonctionnelle puis ils ont étudié la rotation de la sous unité y. Lors de I'hydrolyse
de I'ATP, le rapport de l'intensité du fluorophore donneur sur celle du fluorophore
accepteur a permis de détecter la présence de trois états décrivant trois distances
différentes entre les fluorophores donneurs et accepteurs. La rotation de la sous unité
y s’effectue en trois étapes de facon anti-horaire lorsque I'on regarde I'enzyme depuis
la sous partie FO (Figure 1.23a/c). A l'inverse, lors de la synthése de I’ATP, une rotation
en trois étapes a également été observée mais cette derniere s’effectuait dans le sens
horaire lorsque la FO-F1 ATP-synthase était vue depuis la sous partie FO (Figure 1.23b/c).

a) Level 1 Level 3 Level 2 Level 1 b) Level 3 Level1  Level2 Level3
10. TMR/CySbis 10. TMR/Cy5bis

120

F, . F, (kHz)
o 8 8

e=—=""_ ATP hydrolysis
g ATP synthesis

Figure 1.23 : Photons détectés pour un liposome contenant la FO-F1 ATP-synthase lors de (a)
I’hydrolyse de I'ATP et (b) la synthése de I’ATP. En vert sont reportées l'intensité des traces de
fluorescence du donneur (FD) et en rouge celle de I'accepteur (FA). En jaune sont reportés les
rapports d’intensité FD/FA. Trois niveaux distincts de FRET sont attribués (1, 2, 3), représentant
trois conformations différentes. L’ordre de rotation des conformations est (1,3,2,1) dans le cas
de I’hydrolyse de I’ATP et (3,1,2,3) dans le cas de la synthese d’ATP. c) Coupe transversale au
niveau du fluorophore donneur par la sous partie FO de la FO-F1 ATP-synthase présentée Figure
1.22. Le fluorophore donneur (sphére verte) est en position la plus éloignée du fluorophore
accepteur (sphére rouge) dans la conformation 1. La rotation est des conformations s’effectue
dans le sens antihoraire pendant I’hydrolyse et dans le sens horaire pendant la synthése d’ATP.
Figure adaptée de (Diez et al. 2004).

Une expérience indépendante impliquant ’AMPPNP a également été effectuée et, en
présence de cet analogue non hydrolysable de I’ATP, Diez et al. ont pu montrer que les
trois conformations de la rotation étaient piégées individuellement et visibles par sm-
FRET (Figure 1.24).
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a) Lovol 1
10
oy
w 0.1] TMR/Cysbis
¥ 100
3 \
: 50 LM '[L\JJW w\’\ﬁ\kw\\ﬁkww_w Figure 1.24 : Photons détectés pour trois
oa&mw&mm&&w liposomes diffusant librement
0 50 100 150
Time (ms) individuellement et contenant la FO-F1
b) [T pevei2 ATP-synthase en présence de 1mM
aE d’AMPPNP (a,b,c). En vert est reportée
P 'intensité des traces de fluorescence du

donneur (FD) et en rouge celle de
1:: MM I'accepteur (FA). En jaune est reporté le

MN rapport d’intensité FD/FA montrant un
; 80 100 180 niveau stable et rapportant qu’en
présence d’AMPPNP ['enzyme peut étre
piégée dans chacune des trois

conformations de la rotation (a,b,c).
Figure extraite de (Diez et al. 2004).
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Ainsi, le sm-FRET permet de détecter la présence de sous-états d’une protéine et
également d’obtenir des informations cinétiques sur I’échange entre différentes
conformations mais cette technique ne permet pas d’avoir accés a I'ensemble des
conformations peuplées ni a des informations structurales a haute résolution. Lorsque
les structures a haute résolution des molécules d’intérét sont connues, il est possible
d’interpréter la(es) distance(s) mesurée(s) par sm-FRET par des changements
conformationnels.

1.2.4 Diffusion de rayons X aux petits angles (SAXS)

1.2.4.1 Principe

La diffusion de rayons X aux petits angles est une méthode permettant d’obtenir des
informations globales a la fois sur la forme et |a taille des protéines ou complexes étudiés
mais il est également possible avec cette technique de caractériser quantitativement
des systemes flexibles tels que les protéines intrinsequement désordonnées ou les
protéines partiellement désordonnées (Kikhney and Svergun 2015).
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Un faisceau de rayons X collimaté illumine ['échantillon homogene constitué
généralement d’'une protéine ou macromolécule en solution. Les intensités des rayons X
diffusés aux petits angles par I'échantillon et également par le solvent seul sont
enregistrées par un détecteur (Figure 1.25). Ainsi, en effectuant la différence il est
possible d’obtenir uniquement le signal des protéines/macromolécules d’intérét.

~  Detector
1 ~ &
1 S
Monochromatic : W,
~
X-ray beam : 3
ko =27t/) " I
2=0.1-0.15 nm 1 I =
e . I ! =
> 1 . :
Ko ® i ko1 Integration 5
1 <
. | — ®
Sample Scattered beam; K " 3
k, =2n/) 1 1 g
~ 1 2
\\ 1 o1 o2 o? 04 0S5
~ S 1 s (A
~ ~ 1
~ ~ 1
S
~

Figure 1.25 : Schéma de principe du SAXS. Figure adaptée de (Bernadd and Svergun 2012).

Le motif de diffusion de la protéine d’intérét est décrit par I'intensité | en fonction de
I’amplitude du vecteur de diffusion s avec s = 4msin(6)/A. Avec A la longueur d’onde de
la radiation incidente et 0 la moitié de I'angle entre la radiation incidente et celle
diffusée (Jacques and Trewhella 2010). L'intensité diffusée par une particule peut étre
décrite par I'Equation 1.2 :

1(s) = ([ |(p(®) — ps)e’sT dF|?) (Equation 1.2)

Avec ¢> la moyenne sphérique, p(F) la densité électronique de la particule et pg la

densité électronique du solvent.

Connaissant I(s), il est possible d’obtenir des informations sur la taille globale de
I’ensemble des particules en solution en calculant le rayon de gyration Rg. Ce dernier
sera plus petit pour un échantillon constitué d’une protéine compacte par rapport a un
échantillon composé d’une protéine étendue (les protéines des deux échantillons étant
composées du méme nombre d’acide aminés). En pratique, on obtient Rg avec
I"approximation de Guinier, selon laquelle pour les petits angles l'intensité diffusée
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dépend uniquement de deux paramétres (Equation 1.3) (Kikhney and Svergun 2015).
Dans le cas de protéine intrinsequement désordonnées le rayon de gyration correspond
au rayon de gyration moyen des différentes conformations échantillonnées.

—-s2R2

I(s) =1(0)e 3 (Equation 1.3)

De I(s), il est également possible de connaitre la fonction de distribution des distances
P(r) (Equation 1.4) qui est I'histogramme des distances entre toutes les paires d’atomes
au sein d’une particule (Kikhney and Svergun 2015).

2 .00 s2%I(s)si .
P(r) = # fo w ds (Equation 1.4)

La fonction de distribution des distances, toujours positive, débute a r = 0 pour P(0). La
plus grande distance r (nm) pour laquelle la fonction de distribution des distances
s’annule est I'extension maximale (Dmax) de la particule diffusant les rayons X. Pour r
supérieur a Dmax, P(r) est égal a 0 (Figure 1.26). P(r), symétrique pour les protéines
compacte, est généralement asymétrique pour les protéines intrinsequement
désordonnées. Il est a noter que pour les protéines intrinséquement désordonnées, la
valeur Dmax obtenue n’est pas une moyenne pour les différentes conformations
échantillonnées mais correspond a I'extension maximale de la conformation la plus
étendue (Chan-yao-chong 2019).

Les données obtenues avec la technique de SAXS permettent aussi d’avoir des
informations sur la flexibilité du systéme notamment en utilisant la représentation de
Kratky sans dimension. Pour cela, il est nécessaire de tracer (sRg)?l(s)/1(0) en fonction de
sRg. Il est ainsi possible de comparer I’état de repliement de différentes protéines tout
en s’affranchissant de leur taille. Ainsi une protéine globulaire sera représentée par une
courbe de forme gaussienne avec un maximum atteint a la valeur de sRg = /3. Une
protéine désordonnée sera représentée par une courbe augmentant au-dela de la
valeur sRg = V3. Avec la représentation de Kratky il est possible de distinguer une
protéine intrinsequement désordonnée d’une protéine partiellement désordonnée
constituée en partie de régions ordonnées (Figure 1.27).
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Figure  1.26:  Schéma
p(r) représentant la fonction de
distribution des distances
P(r) pour respectivement en
bleu, bleu ciel et gris, une
protéine globulaire, une
protéine partiellement
dépliée et une protéine non
structurée. Figure extraite
de (Kikhney and Svergun
2015).

r,nm

(SR,)?I(s)/1(0)

Natively unfolded

Globular T——

Figure 1.27 : Représentation de Kratky sans dimension pour respectivement en bleu, bleu ciel et
gris, une protéine globulaire, une protéine partiellement dépliée et une protéine non structurée.
Figure extraite de (Kikhney and Svergun 2015).

1.2.4.2 SAXS et dynamique

Lorsque I"’échantillon en solution contient différents types de particules comme c’est le
cas pour un échantillon d’une protéine intrinsequement désordonnée, il peut étre plus
difficile d’analyser les résultats de SAXS. En effet, le SAXS ne permettra pas d’obtenir
une conformation pour chacune des différentes conformations échantillonnées,
cependant il pourra étre utilisé pour la construction d’'un modéle d’ensemble de
structures décrivant la protéine intrinséquement désordonnée étudiée.
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Les protéines intrinsequement désordonnées ou celles composées de multiples
domaines liés entre eux par des parties flexibles peuvent étre décrites comme des
mélanges ou chaque conformation de particule contribue au motif de diffusion observé
par SAXS, avec l'intensité I(s) définie d’aprés I'Equation 1.5 comme la somme linéaire de
I'intensité de chaque particule () multipliée par sa fraction volumique (vy), avec k
variant de 1 a K, K étant le nombre de conformations échantillonnées.

1(s) = XX _ vili(s) (Equation 1.5)

Plusieurs approches ont été développées pour caractériser la dynamique des protéines.
On notera par exemple EOM en 2007 (Bernadé et al. 2007), rapidement suivi par MES
(Pelikan et al. 2009), BSS-SAXS (Yang et al. 2010a) et EROS (Rdzycki et al. 2011). Ces
méthodes sont basées sur une stratégie commune composée de 2 étapes (Kikhney and
Svergun 2015). La premiere consiste en la génération de milliers de conformeres
statiques différents de la protéine désordonnée et la seconde cherche a trouver un
ensemble réduit parmi les conforméres générés permettant de décrire les données
expérimentales en employant I'Equation 1.5. La qualité des différents modeles
construits est évaluée selon leur capacité a reproduire les données expérimentales
obtenues avec I"échantillon de protéine désordonnée et ainsi il est possible d’obtenir
des informations sur les différentes conformations échantillonnées par la protéine
intrinsequement désordonnée ou celle partiellement ordonnée.

1.2.4.3 Exemple d’étude de dynamique par SAXS

La protéine kinase R (PKR), kinase jouant un role clé dans le processus de défense
immunitaire contre les infections virales, a été étudiée avec la technique de diffusion de
rayons X (et neutrons) aux petits angles. Il apparait que PKR est une protéine flexible
avec des régions intrinsequement non structurées qui peut peupler a la fois des
conformations compactes comme des conformations étendues.

VanOudenhove et al. (VanOudenhove et al. 2009) ont acquis des expériences de SAXS
sur PKR, une protéine constituée de trois domaines repliés, séparés par deux longs
domaines flexibles. La fonction de distribution des distances obtenue a partir des rayons
X diffusés, hautement asymétrique, avec un maximum atteint autour de 30 A et un Dmax
proche de 150 A, indique que PRK échantillonne des conformations trés étendues mais
également des conformations plus compactes (Figure 1.28).
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Figure 1.28 : Analyse des expériences de diffusion de rayons X aux petits angles de PKR
respectivement & une concentration de 1 mg.ml? en bleu, 2 mg.ml* en rouge et 4 mg.ml* en
noir. A) Motifs de diffusions B) Graphiques de Guinier C) Fonctions de distribution des distances.
Figure adaptée de (VanOudenhove et al. 2009).

En employant I'approche EOM (Ensemble Optimized Method) (Bernadé et al. 2007) ou
les domaines repliés ont été considérés comme rigides et ou les longs domaines flexibles
échantillonnent différentes conformations, VanOudenhove et al. ont obtenu un modéle
a 20 conforméres qui reproduit presque a I'identique le motif de diffusion de la protéine
mesurée expérimentalement par SAXS (x* = 0.414) (Figure 1.29A). La réduction du
nombre de conformeéres dans le modele entraine une dégradation de la qualité de
I'ajustement. Ainsi, le modele montre que les domaines flexibles de PKR échantillonnent
des conformations a la fois compactes et étendues (Figure 1.29B).

I(s) (a.u)

s (A1)

Figure 1.29 : A) Evaluation de la qualité du modele obtenu avec I'approche EOM. En rouge les
points expérimentaux et en noir I’'ajustement obtenu avec les 20 conforméres. B) Superposition
des 20 conforméres du modéle, alignés sur le domaine kinase de PKR représenté en beige. Les
atomes Ca des domaines non structurés sont représentés par des sphéres. Chaque conformation
est représentée par une couleur différente. On note des conformations étendues comme montré
par la fleche pour le conformeére en magenta et des conformations compactes comme montré
par la fleche pour le conformére rouge. Figure adaptée de (VanOudenhove et al. 2009).
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Comme pour la cryo-microscopie électronique, la diffusion de rayons X aux petits angles
ne permet pas d’obtenir des informations sur la cinétique de transition entre les
différentes conformations peuplées. Le SAXS ne permettra pas non plus d’obtenir de
structures hautement résolues pour |'ensemble des conformations peuplées par
I’échantillon. C'est une technique qui, comme la résonance magnétique nucléaire
apporte des informations moyennées. La diffusion de rayons X aux petits angles pourra
étre utilisée pour la construction d’'un modele d’ensemble de structures décrivant une
protéine intrinsequement désordonnée.

1.3 Résonance Magnétique Nucléaire en solution (RMN)

La RMN est une technique qui, contrairement a la cristallographie aux rayons X ou la
cryo-microscopie électronique ne mesure pas la disposition des atomes directement
dans I'espace mais, mesure la fréquence de précession des noyaux magnétiquement
actifs (H, 13C, N, 3'P). Une irradiation a la fréquence de précession des noyaux (de
I’ordre du MHz) induit des transitions entre les différents états d’énergie du systeme de
spins, créant ainsi de I'aimantation dans le plan qui peut étre enregistrée sous la forme
d’un signal électrique. Le signal obtenu en fonction du temps peut ensuite étre traité
par transformée de Fourier pour obtenir un signal en fonction de la fréquence, un
spectre RMN ou les fréquences des noyaux actifs apparaissent sous forme de pics. Tous
les noyaux appartenant au méme élément chimique n’ont pas exactement le méme
environnement chimique et cela induit des résonances a différentes fréquences sur le
spectre. On obtient donc des spectres avec des résonances a différentes fréquences
caractérisant chacune le déplacement chimique d’un noyau d’intérét. Grace au transfert
de I'aimantation a travers les liaisons (via le couplage scalaire) ou a travers I'espace (via
I’effet NOE) en employant des séquences d’impulsions spécifiques, il est possible de
connecter les atomes d’une molécule entre eux, de caractériser un méme site par
plusieurs résonances (par exemple avec un spectre 2D HSQC ou 3D HNCO) et d’obtenir
des informations sur leur disposition dans I'espace. Ainsi, en utilisant la RMN, des
informations sur la structure dans l'espace des molécules/protéines peuvent étre
obtenues. Un aspect également trés important de la RMN est la possibilité d’étudier la
dynamique des protéines sur une large gamme de temps en suivant la décroissance du
signal mesuré. Avec cette technique il est possible d’obtenir des informations sur la
dynamique locale, les vitesses de transition entre différents états peuplés mais
également des informations structurales, a résolution atomique, sur I'ensemble des
conformations peuplées.
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J’ai choisi de présenter dans cette section les notions nécessaires a la compréhension de
I’étude des phénomenes dynamiques par RMN et d’introduire différentes méthodes
généralement employées pour caractériser la dynamique par RMN. Pour la
compréhension des principes de base de la RMN, non détaillés dans cette partie,
joriente le lecteur vers les livres de Prof. M. Levitt et de Dr. J. Keeler (Levitt 2001; Keeler
2002).

1.3.1 RMN et relaxation

Le processus de relaxation (retour a I’équilibre sur z du vecteur d’aimantation globale,

M, prenant en compte la contribution individuelle de chacun des spins), est décrit par
deux termes appelés relaxation transversale et relaxation longitudinale. La premiére
composante (Rz (s!)) correspond a la vitesse a laquelle les spins perdent leur cohérence
apres l'arrét de I'impulsion de radiofréquence B1, autrement dit a la vitesse a laquelle la

—_—
composante M,,, de I'aimantation sera revenue a 0 (Equation 1.6). Le second terme, la
relaxation longitudinale, correspond a la vitesse du retour des spins a I'équilibre de

Boltzmann (R1 (s)), soit la vitesse a laquelle la composante de I"aimantation Esera
revenue a son maximum (Equation 1.7) (Figure 1.30).

Moy (t) = My, (0). e”tRe (Equation 1.6)

M,(t) = M,(0).(1— e tR) (Equation 1.7)
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Figure 1.30: Représentation du retour a I’équilibre sur z de I'aimantation globale M. a)

®

Aimantation M & I’équilibre. b) Application de I'impulsion de radiofréquence B; selon x (impulsion
90°). En conséquence I’'aimantation M alignée selon z tourne autour de I'axe x et s’oriente dans
le plan xy. La composante M—xy) de I'aimantation est alors maximale et la composante E est
nulle. c),d) Lorsque I'impulsion de radiofréquence s’arréte, I’'aimantation qui se trouvait dans le
plan xy retourne a I’équilibre en tournant autour de I’axe z. La composante M—xy) de I'aimantation

—_—
diminue et celle M, augmente progressivement.
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Pour une petite molécule R1 sera approximativement égal a Ry, a l'inverse, pour une
protéine de haut poids moléculaire (tc > 10 ns) R, sera trés largement supérieur a R et
la relaxation transversale dominera.

Le phénomene de relaxation est causé non pas par les impulsions de radiofréquence qui
généralement affectent les spins de la méme maniére mais par les interactions et les
modulations aléatoires des champs magnétiques locaux. Chaque spin posséde un
moment magnétique qui agit tel un petit aimant générant son propre champ
magnétique. Ce dernier aura une orientation et une magnitude qui sera variable dans le
temps en fonction de I'agitation thermique. Toutefois, il sera toujours bien moins
intense que le champ magnétique appliqué B; et décroitra rapidement avec la distance,
affectant possiblement uniquement les autres spins a proximité. Si la composante
transverse d’un champ magnétique local oscille a, ou proche de, la fréquence de Larmor
d’un spin a proximité, ce dernier sera affecté (i.e tourné) et la magnitude et I'orientation

du vecteur d’aimantation globale, Wf, seront affectées. Ainsi la modulation stochastique
des champs magnétiques locaux, due aux mouvements de la protéine, est a |'origine de
la relaxation longitudinale (impliquant un transfert d’énergie entre les spins et
I’environnement autour qui est a I'équilibre). De plus, cette modulation aléatoire des
champs magnétiques locaux est également a I'origine de la relaxation transversale avec
une contribution non séculaire provenant des composantes transverses des champs
locaux oscillant a la fréquence de Larmor d’un spin a proximité et une contribution
séculaire due a la distribution des composantes z des champs locaux (Keeler 2002).

Pour un noyau de spin %, deux sources principales sont responsables de la génération
des champs magnétiques locaux : I'interaction dipolaire et I'anisotropie de déplacement
chimique. La premiéere, également appelée mécanisme dipble-dipole, se produit a
travers I'espace et implique deux spins : I'un exercant le champ magnétique local, le
second I'expérimentant. Le champ magnétique local créé par cette interaction dépend
a la fois de la distance entre les deux spins, des moments gyromagnétiques des spins et
de l'orientation du vecteur liant les deux spins par rapport a celle du champ magnétique
Bo.

L’anisotropie de déplacement chimique s’explique quant a elle par le fait qu’en présence
d’'un champ magnétique Bo, les électrons autour des noyaux générent un champ
magnétique appelé champ induit. Un noyau donné expérimentera donc un champ qui
correspond a la somme du champ Bo et de celui induit, ce dernier variant aléatoirement
atout instant t en fonction des mouvements de la protéine. Ainsi un noyau i donné d’une
protéine aura un déplacement chimique anisotropique puisque les protéines
constituant I'échantillon auront a un temps t une orientation différente. En pratique en
RMN du liguide, la rotation de la molécule est rapide et donc le déplacement chimique
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observé sur les spectres pour le noyau i correspond au déplacement chimique moyen
(Keeler 2002).

Les mouvements de la protéine, tels que la rotation de cette derniere et les mouvements
locaux, modulent aléatoirement les champs locaux, provenant, pour un noyau de spin
%, de l'interaction dipolaire et de I'anisotropie de déplacement chimique, ainsi les
mouvements de la protéine sont source de relaxation.

1.3.2 Méthodes pour quantifier la dynamique des protéines par RMN

La RMN est une technique clé pour étudier la dynamique puisqu’elle permet de
quantifier cette derniere en utilisant de nombreuses sondes (les noyaux
magnétiquement actifs) a résolution atomique, dans des conditions d’équilibre et sur
une large gamme de temps allant de la picoseconde a plusieurs dizaines d’heures. Pour
cela différents types d’expériences RMN sont utilisés pour suivre la cinétique de
décroissance du signal en fonction de la gamme de temps dans laquelle la protéine est
dynamique. Qu’il s’agisse de vibrations de liaisons, de mouvements de boucles, de
réorientations de chaines latérales, isomérisations cis-trans, mouvements de domaines
ou repliements de protéines: tous les processus dynamiques peuvent affecter trois
observables : w, le déplacement chimique de la résonance, | et A, respectivement
I'intensité et la largeur de raie de cette derniére.

Si le phénomeéne dynamique expose la sonde RMN a, au minimum, deux
environnements chimiques/états différents, on parle alors d’échange chimique pouvant
donner lieu a différents spectres RMN en fonction de la vitesse d’échange entre les
états. En effet, si I'on considére un échange entre deux états A et B pour un noyau
donné, I'apparence du spectre RMN sera affectée par différents parameétres : Pa et Pg,
respectivement les populations des deux états, la constante de vitesse d’échange
conformationnel entre les deux états, kex = ka + kg, et la différence de déplacement
chimique entre les deux états |Aw|= |wa - wg|. Trois principales gammes de régimes
d’échange sont dénotées: le régime d’échange rapide oU kex >> |Aw], celui
intermédiaire ou kex = |Aw| et celui lent ol kex << |Aw | (Kleckner and Foster 2011).
Dans le régime d’échange lent, les signaux des deux états sont observés (Figure 1.31).
Ainsi pour un résidu en échange lent entre deux états A et B, on observera deux pics I'un
a la fréquence wa et le second a la fréquence ws. L'intensité | de chacun des deux pics
sera proportionnelle a la population de chaque état et la largeur de raie A, définie par
deux fois la valeur de la relaxation transversale observée (R,¢f), de chaque pic sera
influencée par la vitesse de départ de cet état (ka) (Equation 1.8).
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Aa=2 Rzeff(A)= 2 (R + ka) (Equation 1.8)

Avec Aa la largeur de raie de la raie au déplacement chimique wa, R¥7 la vitesse de
relaxation transversale observée, R° la vitesse de relaxation transversale dans le cas ol
il n’y a pas d’échange chimique (i.e influencée uniquement par l'interaction dipolaire et
I"anisotropie de déplacement chimique) et ka la constante de vitesse de I’état A.

lent intermédiaire rapide
ke << |Aw| ke, = |Aw | key >> |Aw |
M ___A.___
Wy Wg

Figure 1.31 : Impact de I'échange chimique sur les raies observées par RMN en présence d’un
échange entre deux états : A et B, avec dans cet exemple P, = Ps. Dans le régime d’échange lent,
a gauche, deux signaux sont observés aux fréquences des deux états wa et ws. Dans le régime
intermédiaire, un unique pic est observé a un déplacement chimique entre wa et ws mais
principalement la largeur de raie est grandement affectée par I’échange entre les deux états.
Dans le cas du régime d’échange rapide, un seul signal est observé dont le déplacement chimique
est proportionnel a la population et au déplacement chimique de chaque état.

Dans le cas du régime d’échange rapide, un seul signal est observé dont le déplacement
chimique est proportionnel a la population et au déplacement chimique de chaque état
d’aprés I'Equation 1.9 (Figure 1.31). La vitesse de relaxation transversale est définie par
I’Equation 1.10.

W = WaPa + wsPs (Equation 1.9)

Ro* = PaRa + PgRas (Equation 1.10)

Avec R la vitesse de relaxation transversale observée et R et Ras les vitesses de relaxation
transversales de A et B respectivement.

Dans le cas du régime intermédiaire, un unique pic est observé a un déplacement
chimigue entre wa et wsmais, principalement, la largeur de raie est grandement affectée
par I'échange entre les deux états (Equation 1.11)) (Figure 1.31).
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R = R% + Rex (Equation 1.11)

Avec R la vitesse de relaxation transversale observée, R.° la vitesse de relaxation
transversale dans le cas ou il n’y a pas d’échange chimique (i.e influencée uniquement
par linteraction dipolaire et I’anisotropie de déplacement chimique) et Rex la
contribution de I’échange a la relaxation transversale.

Différentes méthodes de RMN peuvent ici étre introduites pour obtenir des
informations directes sur les phénoménes dynamiques se produisant dans les
différentes gammes de temps. Les six méthodes détaillées ci-dessous couvrent
quasiment toute I'échelle des temps allant de la picoseconde a plusieurs dizaines
d’heures (Figure 1.32) et sont ordonnées en commencant par la méthode permettant
d’accéder aux phénomenes les plus lents jusqu’a celle donnant accés a des informations
sur les phénomeénes les plus rapides. Pour chaque méthode un exemple d’utilisation,
décrit dans la littérature, est reporté. Les couplages résiduels dipolaires ne permettant
pas d’obtenir des informations sur le temps caractéristique du mouvement mais
uniquement des informations sur le parametre d’ordre ne seront pas détaillés dans la
partie ci-dessous.

I I I I I I I I I I I I I | I I | >
1072 10 10°® 1073 10° 10° Secondes
Relaxation de | Rip | [ cEST ] RMN en
spin nucléaire temps réel

Figure 1.32: Représentation graphique des méthodes de RMN permettant d’obtenir des
informations directes sur les phénoménes dynamiques a différentes échelles de temps.

1.3.2.1 RMN en temps réel (tex > 15/ kex < 15s1)

La RMN en temps réel est employée pour des systemes dont la constante de vitesse
d’échange conformationnel est inférieure a 1 s™*. Il s’agit d’une approche dont I'objectif
est de suivre I’évolution de l'intensité des signaux RMN en fonction du temps dans une
gamme de temps pouvant aller de la seconde a plusieurs dizaines d’heures. En pratique,
le processus que I'on souhaite suivre est déclenché, par exemple par changement de
tampon (pH, sels, ajout de cofacteur), saut de pression, induction lumineuse ou saut de
température, puis des spectres RMN sont acquis rapidement pour suivre le processus.
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Al'origine la RMN en temps réel était limitée a des expériences 1D et/ou a des processus
dont la cinétique était relativement lente, de I'ordre de plusieurs minutes, puisqu’un
spectre devait étre acquis pour chaque point temporel (Kleckner and Foster 2011).
Cependant, le développement de séquences d’impulsions telles que la SOFAST (band-
Selective Optimized Flip Angle Short Transient) et la BEST (Band-selective Excitation
Short-Transient) (Schanda and Brutscher 2005; Schanda et al. 2005; Amero et al. 2009),
I'introduction de marquages isotopiques adaptés et 'amélioration matérielle telle que
de développement de sondes cryogéniques et des aimants a haut champ ont permis de
réduire drastiquement le temps d’acquisition des spectres 2D. Ainsi la RMN en temps
réel peut, de nos jours, étre suivie avec des expériences 2D qui permettent d’avoir acces
a une bien meilleure résolution que les expériences 1D. Généralement les signaux d’une
espéce présente a l'initiation de la réaction vont peu a peu disparaitre et de nouvelles
résonances caractéristiques d’une nouvelle espéce apparaissent au cours du temps. Il
est possible de quantifier le changement de population et, en ajustant ces données, si
I’on dispose de plusieurs sondes percevant cet échange, de voir si elles pergoivent toutes
le méme processus d’échange.

Exemple

Macek et al. (Macek et al. 2017) ont étudié par RMN en temps réel le processus
d’oligomérisation de TET2 de Pyrococcus horikoshii. TET2 est un homo-dodécamere de
0.5 MDa, constitué de 12 sous-unités, qui participe au maintien de I’équilibre cellulaire
en hydrolysant de courts peptides en acides aminés. En combinant haute température,
marquage isotopique sélectif sur les groupements méthyles des alanines, dont le
déplacement chimique fourni des informations sur la structure secondaire, et
expériences de RMN optimisées afin d’acquérir en série des spectres RMN 2D, Macek et
al. ont suivi en temps réel I'autoassemblage de TET2 avec une résolution temporelle de
15 secondes. TET2 a tout d’abord été stabilisé sous forme monomérique repliée a pH
acide puis I'autoassemblage a été initié par un rapide saut de pH (de pH 4 a pH 8). Le
premier spectre apres initiation du processus d’assemblage a montré une résonance
majoritaire tres large, localisée au centre du spectre, caractéristique d’une protéine non
structurée. L'intensité de la résonance au cours du temps est représentative d’'un état
intermédiaire, équivalente a zéro avant le saut de pH, maximum lors de I'acquisition du
premier spectre apres le saut de pH, puis diminuant au cours du temps. Un ensemble de
résonances supplémentaires, en partie superposées avec le premier intermédiaire, est
apparu dans la série de spectres RMN. Les résonances étaient cette fois-ci bien
dispersées et localisées proches des signaux caractéristiqgues du dodécamére, indiquant
la présence d’une (ou plusieurs) sous espece(s) repliée(s) en solution. Le suivi par RMN
de 'intensité de ces résonnances a montré une augmentation (jusqu’a 120 s) puis une
diminution de leur intensité et a décelé la présence de plusieurs intermédiaires. Ces
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derniers ont été observés par microscopie électronique a coloration négative et les
clichés ont révélé des particules structurées mais avec une hétérogénéité en termes de
taille et de forme de particules. Macek et al. ont ensuite montré que les oligoméres
s’assemblaient pour former le dodécamere (Figure 1.33).
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Figure 1.33 : Représentation schématique de la réaction d’autoassemblage de TET2 suivie par
RMN en temps réel. Le spectre orange correspond au spectre des groupements méthyles des
alanines du monomere replié de TET2 a pH acide. Le spectre rouge correspond au large et intense
pic du monomeére flexible obtenu pour TET2 juste apres le saut de pH. Le spectre vert correspond
au spectre des groupements méthyles des alanines des états intermédiaires de TET2 : les
dimeres/oligoméres. On note toujours la présence mais moins intense du pic correspondant au
monomere flexible. Le spectre bleu correspond au spectre des groupements méthyles des
alanines de TET2 autoassemblé (acquis 55 minutes apreés initiation de I'oligomérisation). Figure
adaptée de (Macek et al. 2017).

Des données cinétiques sur les différents intermédiaires éphémeres ainsi que sur la
formation de la particule native finale ont été obtenues par RMN en temps réel. L'étape
limitante de I'autoassemblage semble étre le passage du monomére non replié a un
monomere replié, correspondant a la décroissance de I'intensité du signal du monomére
déplié. Les monomeres repliés a pH neutre exposent un grand nombre de résidus
chargés au niveau de l'interface de dimérisation amenant a la formation de diméres.
Tres rapidement les dimeres s’associent de facon stochastique par les interfaces de
trimérisation et forment des oligoméres de taille et forme variables, jusqu’a ce qu’il n’y
ait plus d’interfaces disponibles. Ainsi, de multiples chemins d’assemblages conduisent
a la formation de TET2 dodécamérique (Figure 1.34).
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Figure 1.34 : A gauche, modéle cinétique de I'autoassemblage de TET2 initié par un saut de pH.
Le saut de pH de 4 a 8 entraine la conversion du monomére de TET2 replié en monomere flexible,
non structuré. Le monomeére replié a pH neutre est un intermédiaire nécessaire avant I'obtention
d’oligomeres éphémeéres de forme et de taille variables. Finalement, le dodécamere est formé. A
droite, ajustement des courbes correspondant a I'intensité des pics mesurés et caractéristiques
de chaque conformation. En rouge on retrouve les informations correspondant au monomeére
non replié, en vert, courbe caractéristique des différents oligoméres et en bleu celle du
dodécameére. Figure extraite de (Macek et al. 2017).

1.3.2.2 EXSY (Exchange Spectroscopy) (Tex ~ 10-5000 ms / kex ~ 0.2-100 s°1)

L'EXSY est une méthode appropriée pour étudier un processus dynamique se produisant
dans le régime d’échange lent avec des résonances observables pour les deux états :
celui majoritaire (A) et celui minoritaire (B). Pour employer cette technique, la constante
de vitesse d’échange conformationnel entre les deux états doit étre comprise entre 0.2
et 100 s*. L’EXSY 2D repose sur une séquence d’impulsions semblable a celle de
I'expérience NOESY 2D. Ainsi, un spectre 2D sans temps de mélange est acquis,
montrant deux pics (I'un correspondant a I’état majoritaire AA et le second a I'état
minoritaire BB) puis différents spectres 2D sont acquis avec différents temps de
mélange. Dans chacune des expériences avec temps de mélange, a la fin de la période
de préparation chaque sonde de la molécule peut étre « étiquetée » avec son
déplacement chimique pour identifier son état (AA ou BB). Lors de la période d’évolution
I"'aimantation est stockée sur z pendant le délai T (temps de mélange EXSY) au cours
duquel I'interconversion entre les états A et B continue. Ainsi des sondes initialement
dans I’état A pourront étre passées, a la fin de la période d’évolution, dans I'état B et
vice-versa. Apreés la période de détection et la transformation de Fourier il est possible
d’observer cette interconversion entre les états sur le spectre 2D. En effet, si un échange
s’est produit entre les deux états, on observera non plus deux pics correspondant aux
états AA et BB en absence de temps de mélange mais quatre pics. 2 seront localisés aux
mémes endroits que AA et BB et correspondront aux sondes qui initialement étaient
dans un état et sont restées dans cet état a la fin de la période d’évolution. Les deux
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autres pics (AB et BA) correspondront aux sondes qui ont interchangé d’état pendant la
période d’évolution (Figure 1.35). Pour éviter la détection des pics de corrélation NOE,
I’aimantation de I'hétéroatome (dans la figure suivante : °N) est a stocker sur z plutot
que l'aimantation du proton.

3 15N ppm Délai (T) o "H ppm Figure 1.35 : a) Représentation schématique
® .®

WAL \[\/\/vvw de la séquence d’impulsions RMN EXSY. b)
Spectre EXSY simulé pour une paire de spin

® 2 e —
5 ‘b/\/\/\/\ N IH/®*N en échange chimique entre deux
états, a gauche pour T = 0 : on observe les

b) A B A B
' ‘ pics des états AA et BB, a droite pour T> 0 :
£ 5 @B on observe les pics des états AA et BB mais
o= également deux pics supplémentaires
* | @ @ oA correspondant aux sondes qui ont
1=0 >0 interchangé d’état pendant la période
'H ppm H ppm d’évolution. Figure adaptée de (Mittermaier

and Kay 2009).

En mesurant l'intensité des quatre différents pics aux différents temps de mélange puis
en ajustant ces intensités il est possible d’extraire des informations sur les constantes
d’échange ka et kg et donc sur la constante de vitesse d’échange conformationnel entre
les deux états (Mittermaier and Kay 2009; Kleckner and Foster 2011; Charlier et al.
2016). Initialement, l'intensité des pics diagonaux augmente lorsque le temps de
mélange augmente puis a partir d’'un certain temps T, en raison de la relaxation des
spins, l'intensité des pics diagonaux (AB et BA) diminue. Pour cette méthode il est
important de respecter une période de récupération longue entre la détection et la
période de préparation suivant la détection. En effet, I'EXSY quantifie I'intensité des pics
pour en extraire la population il est donc fondamental que I'aimantation soit revenue a
I’équilibre entre deux scans (Figure 1.36). Parmi les limitations possibles a la méthode
EXSY on note: lintroduction de pics additionnels dans le spectre augmentant
I’encombrement spectral et/ou la faible sensibilité due a I'apparition de pics parfois trés
peu intenses (Kleckner and Foster 2011).

‘@ Figure 1.36 : Evolution de I'intensité des pics AA,
@ oy BB, AB et BA en fonction du temps de mélange
E BB EXSY (T). Figure extraite de (Mittermaier and Kay
- 2009).
AB & BA
Délai (T)
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Lorsque I'élargissement des raies est tel qu’il empéche I'observation de I'un des deux
états en échange chimique, I'EXSY ne peut plus étre employé et différentes méthodes
ont été développées pour obtenir des informations sur cet état invisible et notamment
le CEST et la CPMG-RD, développées dans les parties suivantes.

Exemple

Sprangers et al. (Sprangers et al. 2005) ont étudié ClpP, une protéase oligomérique de
300 kDa composée de deux heptameres superposés I'un au-dessus de l'autre. Il est
reconnu que I'enzyme protéolytique ClpP s’associe avec ClpA et ClpX qui lui délivrent les
substrats a dégrader aux travers de ses pores axiaux, toutefois le mécanisme de
relargage des produits dégradés restait hypothétique. Grace a une étude de dynamique
par RMN, Sprangers et al. ont proposé un chemin possible de sortie des produits apres
dégradation. En combinant perdeutération et marquage sélectif 3C'Hz sur les
isoleucines 63, ils ont pu obtenir des spectres RMN de qualité pour ClpP et ce, méme a
0.5 °C. En attribuant les résonances des isoleucines 61 par mutagéneése, il est apparu que
deux signaux correspondaient a l'isoleucine 151 et deux autres a l'isoleucine 149 avec
dans les deux cas, une résonance large et une fine (Figure 1.37).

124 1149V \(\:‘%:\;? 12.4 1151L e 12.4 _WT ?’/}/;T(/?
Q R G
£129 ; ; 129} S\ 12.9 Mt
\8_'/ Fonsiadt @‘5/ 3 @
& 1149 1151
134 134¢ 13.4
: I (@ . . .
0.9 0.8 0.7 0.9 0.8 0.7 0.9
1H (ppm) H (ppm)

Figure 1.37 : Spectres 2D méthyle HMQC de ClpP marquée U-[**N,?H], lle-5:-[**C*H] ¢ 0.5 °C pour
les mutants 1149V, 1151L et la protéine sauvage zoomés sur la région du spectre montrant les
résonances des isoleucines 149 et 151. Deux raies, une large et une fine, correspondent a
'isoleucine 151 et deux a I'isoleucine 149. Figure extraite de (Sprangers et al. 2005).

Avec une expérience EXSY ils ont pu montrer que les résonances dédoublées étaient en
échange conformationnel et ils ont pu quantifier la vitesse de cet échange (kex ~ 61 s%)
en effectuant un ajustement global apreés avoir montré que les deux isoleucines
appartenaient au méme processus d’échange. Des expériences de CPMG relaxation-
dispersion (voir partie 1.3.2.4) ont également été employée et confirment les données
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mesurées avec les expériences EXSY (kex ~ 68 s2). Les isoleucines 151 et 149, présentes
dans chacun des monomeéres, sont localisées a la surface des régions équatoriales, a
I'interface entre les deux heptameres (Figure 1.38). Aussi, la dynamique dans cette
région pourrait étre a I'origine de la sortie des substrats dégradés.
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Figure 1.38 : A gauche, profils de décroissance des pics diagonaux et d’accumulation des pics de
corrélation, en fonction du délai T, obtenus avec des expériences EXSY pour les isoleucines 149 et
151. Au centre, profils de relaxation-dispersion obtenus pour l'isoleucine 149 et l'isoleucine 151
avec des données acquises a deux champs magnétiques : 600 MHz et 800 MHz et a 0.5 °C. A
droite, surface tridimensionnelle de ClpP, les deux heptaméres sont colorés respectivement en
blanc et bleu ciel. La structure secondaire de deux monomeres est représentée en bleu et en
jaune. Les points verts et rouges représentent respectivement la localisation des isoleucines 149
et 151. Figure adaptée de (Sprangers et al. 2005).

Pour vérifier cette hypothese, Sprangers et al. ont étudié I'activité protéolytique de
plusieurs mutants et notamment du 1151L et du A153C. Le mutant 1151L ne montre
aucune activité protéolytique bien que les déplacements chimiques des autres
isoleucines restent identiques a ceux observés pour la protéine sauvage. Une orientation
stricte des hélices semble donc importante pour I'activité protéolytique de ClpP. Le
mutant A153C quant a lui, pouvant former des ponts disulfures a été étudié en
conditions réduites et oxydées. Si la forme réduite permet d’observer les 4 pics des deux
isoleucines 149 et 151, la forme oxydée ne permet pas I'observation de résonances pour
ces deux isoleucines a basse température qui aurait pu permettre de montrer que
I’échange était aboli lorsque les ponts disulfures étaient formés. Des expériences
biochimiques employant la fluorescence ont été mises en place et ont montré que sous
sa forme réduite le mutant A153C avait une activité protéolytique méme si cette
derniere était réduite par rapport a la protéine sauvage. A l'inverse, la protéine oxydée
n’a pas montré d’activité protéolytique et le peptide est retenu plus de 10 h par ClpP.
Ces résultats suggerent fortement que la dynamique de la protéine au niveau des
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isoleucines localisées a la surface des régions équatoriales est liée a la libération des
substrats dégradés (Figure 1.39) (Sprangers et al. 2005; Mittermaier and Kay 2009).

Entrée du substrat

Figure 1.39: Chemin possible pour la sortie du

substrat dégradé. Le substrat est délivré a ClpP
par ClpX, représentée en gris sur le schéma. Les
hélices dynamiques de ClpP sont colorées en

Pores latéraux flexibles orange. La possible sortie des produits aprés

, pour la sortie des produits

R AN ) dégradation est représentée par une fléche.
20 G Figure adaptée de (Sprangers et al. 2005).

1.3.2.3 CEST (Chemical Exchange Saturation Transfert) (tex ™~ 2 - 50 ms / kex ~ 20-500 s1)

Le CEST est une technique qui permet de « visualiser » les résonances d’un état invisible
en se servant des résonances de I'état peuplé majoritairement avec lequel il est en
échange. Pour pouvoir employer cette méthode I'échange entre |'état majoritaire et
minoritaire doit étre compris entre 20 et 500 s'. En pratique, un faible champ
magnétique By est appliqué selon x (ou y) a une fréquence w; pendant un temps Tex avant
I'acquisition du signal et cette étape est répétée pas a pas sur 'ensemble du spectre.
Lobjectif est de quantifier I'intensité du pic majoritaire visible en fonction de l'offset du
champ magnétique B1 par rapport a la position du pic majoritaire pour en déduire la
position du pic de I'état invisible. Ainsi, si le champ magnétique B1 est appliqué a la
fréquence de résonance de I'état majoritaire alors ce dernier sera rapidement saturé et
son aimantation sera nulle. Si By est appliqué a une fréquence loin de la fréquence de
résonance des états majoritaire et minoritaire cela n’aura pas d’influence sur l'intensité
du pic majoritaire. Enfin, si By est appliqué a la fréquence du pic minoritaire alors la
saturation de ce dernier sera échangée avec I'état avec lequel il est en échange
conformationnel et ainsi I'intensité du pic majoritaire sera plus faible (Figure 1.40). On
pourra donc connaitre la valeur du déplacement chimique entre I'état majoritaire et
I’état minoritaire. Le CEST permet ainsi de retrouver des informations pour « voir » un
état préalablement invisible (Vallurupalli et al. 2012, 2017; Charlier et al. 2016).
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Figure 1.40 : a) Spectre d’un spin isolé en échange
entre deux états G et E ayant des déplacements
chimiques w et wg et avec G I'état majoritaire.
L’état minoritaire E observé a la fréquence wg
Aw n’est en réalité pas observable sur le spectre en

raison de I’élargissement des raies trop important
et est présenté ici pour illustrer le propos. b)

06 Graphique représentant le profil d’intensité I/lo

du pic majoritaire en fonction de la position du
champ magnétique Bi. Avec lp l'intensité mesurée

m,

0.3 P . ey s ,
en absence de délai Tex et | l'intensité mesurée

apres irradiation du champ Bi. Le rapport

o ' o ('ppm) : e d’intensité I/lo diminue quand B; est en résonance
avec l'état majoritaire ou minoritaire. Figure
adaptée de (Vallurupalli et al. 2012).

Exemple

La superoxyde dismutase SOD1 est une métalloenzyme dont la mutation du gene sod1
I’encodant est reporté dans 20 % des cas de sclérose en plaque latérale amyotrophique
familiales (SLAf). Malgré le lien entre SLAf et mutation du gene sod1 et de nombreuses
études, les événements moléculaires amenant a la maladie restent incompris. Dans sa
forme mature, SOD1 est un homodimére dont chacun des monomeéres, constitué de 153
acides aminés, lie un atome de zinc et un atome de cuivre et comporte un pont disulfure.
Dans sa forme la plus immature, SOD1 ne lie plus les ions métalliques et ne comporte
plus de ponts disulfures. Comparé a la protéine mature, SOD1 immature a une plus
grande probabilité d’étre mal repliée et/ou d’agréger conduisant, potentiellement au
développement de la SLAf. Sekhar et al. (Sekhar et al. 2015) ont étudié SOD1 immature
et plus précisément sa dynamique par RMN en solution. En employant des expériences
de CEST et de CPMG (voir partie 1.3.2.4) ils ont montré que SOD1 immature, sous forme
monomérique dans les conditions RMN employées, était en échange entre sa forme
fondamentale et au moins quatre états faiblement peuplés. Ces résultats apportent des
informations précieuses pour comprendre au niveau atomique les potentiels
mécanismes d’agrégation de SOD1 immature. Avec les expériences de CEST Sekhar et
al. ont pu identifier deux des états excités de SOD1. Un premier processus d’échange a
été observé ou les expériences de CEST ont permis de visualiser les fréquences de
résonance de |'état excité. Dans ce premier processus, la taille du pic de l'état
minoritaire est proportionnelle a la concentration de la protéine, justifiant que I'état
excité observé s’oligomérise ou s’associe. Les expériences de CEST sur les atomes °N,
1B3Ca et 13C’ du squelette localisent I’échange dans la région de dimérisation du dimeére
natif mature de SOD1. De plus, les déplacements chimiques observés par CEST pour
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I’état excité correlent avec les déplacement chimiques reportés dans la littérature pour
I’'homodimére de SOD1 mature (Figure 1.41). Aussi, 'état excité numéro 1 de SOD1
immature serait similaire a ’'homodimére de SOD1 mature. Ce dernier aurait une demi
vie de 3 ms et représenterait 3 % de la population (pour une concentration de SOD1
immature de 1.3 mM).

a) b) c)
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Figure 1.41 : a) Représentation schématique du processus d’échange | observé par CEST. b)
Graphique représentant le profil d’intensité I/l du pic majoritaire en fonction de la position du
champ magnétique B; pour la glycine 61. Les courbes rouge et verte montrent I'influence de la
concentration de SOD1 immature sur la taille du pic de I'état excité. En bleu : courbe pour le
mutant G85R. c) Corrélation entre les déplacements chimiques de I’état excité observés par CEST
et ceux reportés dans la littérature pour I’lhomodimére de SOD1 mature.

Un second processus d’échange a été observé et les expériences de CEST ont permis de
visualiser les fréquences de résonance du deuxieme état excité. Dans ce second
processus, la taille du pic de I’état minoritaire n’est pas influencée par la concentration
de la protéine. Les expériences de CEST sur les atomes °N, 3Ca et 3C’ du squelette
localisent I’échange au niveau d’une région désordonnée de SOD1 immature formant
une hélice dans le cas de SOD1 mature. Les déplacements chimiques observés par CEST
pour |'état excité du processus numéro 2 corrélent avec les déplacements chimiques
reportés dans la littérature pour I'hélice de SOD1 mature (Figure 1.42). Aussi, il apparait
que le second état excité de SOD1 immature correspond comme I'état fondamental a
un monomere mais une hélice se forme de fagon transitoire dans la région des résidus
130 a 140. Cet état excité aurait une demi vie de 13 ms et représenterait 2 % de la
population.
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Figure 1.42 : a) Représentation schématique du processus d’échange Il observé par CEST. b)
Graphique représentant le profil d’intensité I/, du pic majoritaire en fonction de la position du
champ magnétique B; pour la thréonine 135. Les courbes rouge et verte montrent la non
influence de la concentration de SOD1 immature sur la taille du pic de I'état excité. En bleu :
courbe pour le mutant G85R. c) Corrélation entre les déplacements chimiques de I’état excité
observés par CEST et ceux reportés dans la littérature pour ’lhomodimére de SOD1 mature.

Un des point clé pour l'identification de ces deux états excités a été la séparation des
résidus appartenant aux différents processus d’échange. Les deux processus d’échange
observés par CEST sont indépendants. En effet, la mutation G85R élimine le processus
numéro 2 mais n’a que peu d’influence sur le processus numéro 1 (Figure 1.41b et Figure
1.42b). Les expériences de CPMG, sondant une dynamique plus rapide que le CEST, ont
également apporté des informations sur deux autres états excités. Les modeles
structuraux des quatre états excités identifiés et particulierement ceux non-natifs,
pourraient permettre |I'éventuelle conception d’agents thérapeutiques permettant de
prévenir I'agrégation de SOD1 immature conduisant potentiellement a la SLAf.

1.3.2.4 CPMG-RD (Carr Purcell Meiboom Gill Relaxation — Dispersion) (tex ~ 0.15-10 ms /
kex ~ 100-6000 s1)

La CPMG-RD est une des techniques principales pour quantifier I’échange chimique des
macromolécules. Pour pouvoir employer cette méthode I'échange entre [I'état
majoritaire et minoritaire doit étre compris entre 100 et 6000 s (Kleckner and Foster
2011; Vallurupalli et al. 2011). Il faut également que les signaux observés montrent un
élargissement des raies, soit une relaxation accrue R, = R, + Rex (avec R2° la relaxation
transverse intrinseque et Rex la contribution de I'échange a la relaxation). L'objectif de
la CPMG-RD est de refocaliser I'élargissement des raies di a I’échange (i.e de minimiser
la contribution de I'’échange a la relaxation transversale) en appliquant des impulsions
180° en série pendant un délai T (Vallurupalli et al. 2017). En pratique, on cherche a
suivre I'évolution de la relaxation transversale (R:*f) en fonction de la fréquence a
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laquelle sont appliquées les impulsions 180°. Avec cette technique on enregistre des
spectres RMN 2D, acquis avec un nombre variable d’'impulsions 180° séparées par des
délais o pendant un délai T constant (Tcpmg). Si le délai o entre deux impulsions est long,
le déphasage d( a I’échange entre les deux conformations se produira lors de chaque
délai 0. Ainsi R ne sera que trés peu affecté par I'application des impulsions 180°
(Figure 1.43).

Evolution de
I'aimantation

Evolution de
I'aimantation

Figure 1.43 : Evolution de I'aimantation transverse en présence d’échange chimique entre deux
états A et B. A gauche les fréquences de précessions échangent entre les fréquences de I'état A
et de I’état B dii a I'’échange chimique et ne sont pas refocalisées pendant le délai T. A droite,
trois impulsions de 180° pendant le délai T refocalisent seulement en partie I’élargissement des
raies di a I’échange chimique. Le délai o avant et aprés chaque impulsion est long, le déphasage
dii a I’échange entre les deux conformations se produit. Figure adaptée de (Mittermaier and Kay
2009; Charlier et al. 2016).

A l'inverse, si le délai o entre deux impulsions est court, le déphasage di a I'échange
entre les deux conformations n’aura pas le temps de se produire entre chaque délai o.
Ainsi R>*ff sera fortement affecté par I'application des impulsions 180° puisque la
contribution Rex a la relaxation transverse aura en grande partie, voire totalement, été
supprimée (Figure 1.44) (Charlier et al. 2016).
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Figure 1.44 : Evolution de I'aimantation transverse en présence d’échange chimique entre deux
états A et B. A gauche les fréquences de précessions échangent entre les fréquences de I'état A
et de I'état B di a I'échange chimique et ne sont pas refocalisées pendant le délai T. A droite, 31
impulsions de 180° pendant le délai T refocalisent presque totalement I’élargissement des raies
di a I’échange chimique. Le délai o avant et aprés chaque impulsion est court, le déphasage di
a I’échange entre les deux conformations est en grande partie supprimé. Figure adaptée de
(Mittermaier and Kay 2009; Charlier et al. 2016).

En effectuant un ajustement des courbes pour les différentes valeurs de R, obtenues
aux différentes fréquences d’impulsions appliquées (vcema) (Figure 1.45) il est possible
d’obtenir des informations sur la cinétique (kex) et la thermodynamique (P, P*) de
I’échange ainsi que sur la valeur de la différence de déplacement chimique entre I'état
fondamental (majoritaire) et celui excité (minoritaire). Toutefois, il est a noter que la
différence de déplacement chimique entre I'état fondamental et celui excité est
obtenue en tant que valeur absolue, empéchant leur emploi pour, par exemple, calculer
la structure de I'état excité (Bouvignies et al. 2011). La comparaison des déplacements
chimiques dans la dimension indirecte pour une paire d’expériences HSQC acquises a
différents champs magnétiques ou entre un spectre HSQC et un spectre HMQC acquis a
champ magnétique identique permet de retrouver l'information sur le signe du
déplacement chimique (Skrynnikov et al. 2002; Kovermann et al. 2016).

Figure 1.45 : Courbe montrant R*#
coO0000 Z

en fonction de la fréquence vcemc. Les
intensités des pics en vert et bleu

R2*#(Vepma) = f (Kew P*, 1Aw]) s
" Verma) = F ke correspondent qualitativement aux

intensités obtenues figures 1.43 et
1.44 respectivement avec trois
impulsions et 31 impulsions de 180°.
Figure adaptée de (Mittermaier and
Kay 2009).

Rzeff (5-1)

0 Vepma (H2) 1000

Exemple

De par sa tres faible constante d’affinité et la nature dynamique de l'interaction entre
I’éthanol et ses protéines cibles, peu de connaissances sont disponibles sur les
mécanismes moléculaires gouvernant l'action de [I’éthanol. Pourtant, de telles
informations pourraient étre clés pour faciliter le développement de composés
pharmaceutiques agissant sur le systéme nerveux puisqu’il a été reporté qu’éthanol et
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anesthésiants avaient des effets similaires en se liant a des sites de fixations se
recouvrant. Toyama et al. (Toyama et al. 2018) ont étudié GIRK, canal potassique a
rectification entrante associé a la protéine G, et notamment ses changements
structuraux et dynamiques lors de I'interaction avec I’éthanol. GIRK fonctionne comme
un tétramere et est constitué d’'une région cytoplasmique et d’une région
transmembranaire avec un chemin pour le potassium au centre du tétramere. En se
focalisant sur la partie cytoplasmique de GIRK, supposée lier I’éthanol, et en combinant
marquage isotopique spécifique sur les groupements méthyles et acquisition
d’expériences avec une relaxation transverse optimisée (expériences TROSY), Toyama
et al. ont pallié I'absence de certaines résonances observée sur les groupements amides
proches du site de fixation de I’éthanol et ont pu localiser ce dernier. Bien que des
déplacements chimiques soient observés lors de la liaison de I’éthanol ces derniers
étaient inférieurs a 0.1 ppm pour la majorité des groupements méthyles, suggérant que
la structure du tétramere n’est pas substantiellement modifiée par la liaison d’éthanol.
Toutefois, la dynamique de GIRK dans la gamme de temps ps-ms est impactée par la
présence d’éthanol comme démontré par les expériences de CPMG-RD. GIRK dans son
état Apo est en échange conformationnel. En effet, certains groupements méthyles
montrent une contribution a I’échange supérieure a 20 s, En faisant I’"hypothése d’un
modele a deux états la constante de vitesse d’échange conformationnel, la population
de I'état excité ainsi que les différences de déplacement chimiques |Awc| et |Awn| ont
été ajustées. Une constante de vitesse d’échange conformationnel de 3300 + 30 s et
une population d’état excité de 11 + 0.4 % ont été obtenues. Les groupements méthyles
reportant de I’échange ont été cartographiés sur la structure de la partie cytoplasmique
de GIRK. De cette cartographie, I'hypothese a été faite que GIRK était en échange entre
une conformation avec le G-loop ouvert (état fondamental) et une conformation avec
le G-loop fermé (état excité). Le G-loop étant la porte de passage du potassium du coté
transmembranaire de la région cytoplasmique de GIRK. Cette hypothése a également
été supportée par le mutant E304A stabilisant la forme fermée du G-loop. En présence
d’éthanol a diverses concentrations, la dynamique de GIRK dans la gamme de temps us-
ms a également été étudiée. Il apparait que la présence d’éthanol modifie le paysage
énergétique et stabilise la conformation ouverte du G-loop. Plus la concentration
d’éthanol augmente plus la conformation ouverte de GIRK est peuplée (Figure 1.46). En
conclusion, la présence d’éthanol active GIRK et ainsi K* pourrait passer au travers de
GIRK. Les auteurs suggérent que ce mécanisme d’activation observé pour GIRK
représente un mécanisme général de l'action de I'éthanol sur les protéines de
signalisation du systéme nerveux.
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Figure 1.46 : a) Courbes de relaxation dispersion de la partie cytoplasmique de GIRK en I'absence
(noir) et présence d’éthanol a 0.5 M (orange) ou 2M (rouge). b) Superposition des spectres 2D
1H-13C zoomés sur l'isoleucine 270 et Iisoleucine 298 en absence (noir) et présence d’éthanol &
0.5 M (orange) et 2.0 M (rouge). c) Représentation schématique de Iinfluence de la
concentration d’éthanol sur la conformation de la partie cytoplasmique de GIRK. Figure adaptée
de (Toyama et al. 2018).

1.3.2.5 Relaxation dispersion dans le référentiel tournant (tex ~ 20-100 us / kex ~ 10000-
50000 s1)

La relaxation dispersion dans le référentiel tournant est une méthode adaptée pour
étudier les phénomeénes se produisant dans la gamme de temps 10000 - 50000 s*. Cette
méthode fonctionne sur un principe similaire a la CPMG-RD. L’objectif est de réduire la
relaxation de I'aimantation alignée parallélement au champ effectif dans le référentiel
tournant (Rip) en appliquant des impulsions appelées « spin-lock » a différentes
fréquences, en général comprises entre 1 et 50 kHz (Kleckner and Foster 2011). En
pratique, on cherche a suivre I’évolution de Ri, en fonction du champ effectif appliqué
pour en déduire des informations sur I’échange se produisant. L’orientation du champ
effectif dépend a la fois de I'amplitude de I'impulsion « spin lock » appliquée et de
I'offset entre la fréquence a laquelle est appliquée I'impulsion et la résonance du pic de
I’état majoritaire. Dans le référentiel tournant, la relaxation de I'aimantation alignée
parallélement au champ effectif (R1p) est exprimée par : Rip = R1cos?(8) + Rasin?(0) avec
Rz et R1 respectivement la relaxation transversale, et longitudinale et 8 I'angle entre le
champ effectif et I'axe z. Il est donc possible d’obtenir des informations sur Rz en
mesurant Ri, et R1. Dans le cas d’un échange chimique, la contribution de I’échange a la
relaxation Rex, dépendant du champ effectif, peut étre déterminée en représentant R;
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en fonction du champ effectif appliqué (R2 = R2? + Rex) (Massi et al. 2005). Avec cette
technique on enregistre des spectres RMN, acquis avec un champ effectif d’amplitude
variable. En présence d’échange chimique Rip est augmenté puisque le noyau sera en
échange entre deux conformations avec chacune un environnement chimique différent.
Ainsi, si 'aimantation est initialement alignée avec un faible champ effectif lorsque
I’échange se produit le noyau en échange passera une partie de la durée de I'impulsion
« spin-lock » dans un environnement chimique différent, amenant a de larges variations
de I'axe de rotation et a une trajectoire divergente de I'aimantation. L’aimantation
alignée avec le champ effectif de I'état majoritaire décroitra rapidement. Plus le champ
effectif appliqué sera fort, plus la décroissance de I'aimantation alignée avec le champ
effectif deviendra négligeable (Figure 1.47) (Charlier et al. 2016).

-0
Q
= o] M Figure 1.47: a) Plus le champ effectif
g Ts.  Time appliqué est fort plus la relaxation Ry, est
b) Rip=—In{l{g) L 1o}/ T réduite, I’échange est refocalisé. b) Signal

observé sur les spectres RMN permettant

d’en déduire : Ri, en mesurant l'intensité

des résonances. Avec lo, l'intensité de la

raie en absence de délai de relaxation. c)
Courbe montrant I’évolution de : Ry, (en

noir) et R, (en rouge) en fonction de la
fréquence du champ effectif (weg). Figure
extraite de (Kleckner and Foster 2011).
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En effectuant un ajustement des courbes pour les différentes valeurs de R, obtenues
aux différentes valeurs d’amplitude du champ effectif il est possible d’obtenir des
informations sur le processus d’échange. Toutefois il est a noter que la majorité des
phénomeénes se produiront dans le régime rapide (kex >> |Aw|) aussi les populations des

états et les valeurs de déplacements chimiques seront rassemblées en un unique
parameétre ¢ex = PaPs|Aw|?, limitant l'interprétation des valeurs de populations et de
déplacements chimiques.
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Exemple

L'ubiquitine, protéine de 76 acides aminés treés conservée, est une protéine clé du
systéme ubiquitine-protéasome de dégradation de protéines. De fagon trés succincte,
I"'ubiquitine est activée par I'adénylation de la glycine C-terminale puis liée de fagon
covalente a E1, une enzyme activatrice. L'ubiquitine est ensuite transférée de E1 a E2,
une enzyme de conjugaison. Finalement l'ubiquitine est liée de fagon covalente au
groupement € d’un résidu lysine de la protéine cible a dégrader. Les protéines sur
lesquelles plusieurs ubiquitines sont liées sont ensuite ciblées par le 26S protéasome
pour dégradation (Massi et al. 2005; Kumar and Wiener 2019). Plusieurs acides aminés
de l'ubiquitine ont été identifiés par mutagénese et RMN comme ayant un role crucial
dans les interactions de I'ubiquitine avec les enzymes E1 et E2. Notamment, un nombre
important de résidus impliqués pour les interactions avec E1 est commun avec ceux
impliqués pour les interactions avec E2. Massi et al (Massi et al. 2005) ont employé la
méthode de relaxation dispersion dans le référentiel tournant sur les atomes *°N pour
quantifier les processus d’échanges affectant différents résidus de |'ubiquitine, la
dynamique conformationnelle des surfaces d’interaction des protéines pouvant étre
une possible explication de la reconnaissance de plus d’un partenaire de liaison (James
et al. 2003). A 280 K, quatre résidus : lle23, Asn25, Thr55 et Val70 montrent une
contribution de I'échange a la relaxation transversale significative. Les courbes de
dispersion de chacun des quatre acides aminés en fonction du champ effectif (Figure
1.48a) ont été ajustées individuellement et une constante de vitesse d’échange
conformationnel de I'ordre de 25000 s a été obtenue pour chacun des quatre résidus
suggérant qu’ils détectent tous le méme phénomene d’échange (Figure 1.48b). Comme
mentionné précédemment, dans le cas du régime d’échange rapide les populations ne
peuvent pas étre décorrélées de la différence de déplacement chimique. Aussi, un terme
bex, avec dex = PaPs (Awn)?, a été obtenu pour chacun des quatre ajustements (Figure
1.48b). En faisant I'hypothése que les quatre résidus voient le méme phénomene
d’échange avec des populations similaires alors la différence dans les valeurs de ¢ex
dépend principalement de la valeur de |Awn|. Asn25 et Thr55 sont les résidus montrant
respectivement la plus grande et la plus petite valeur de ¢ex. Avec ces informations,
Massi et al. ont pu estimer, en considérant que les changements se produisant dans les
liaisons hydrogenes et les angles diedres contribuaient majoritairement a la dynamique
conformationnelle (d’apres des résultats provenant d’expériences supplémentaires)
gue la population de I'état excité était de I'ordre de 2 %.
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Figure 1.48 : a) Profils de relaxation dispersion en fonction du champ effectif obtenus pour les
quatre résidus lle23, Asn25, Thr55 et Val70 a T = 280 K. Les ronds et les carrés représentent
respectivement les données collectées avec un champ magnétique statique de 11.7 et 14.1
Teslas. b) Parametres obtenus sur I’échange chimique pour les résidus lle23, Asn25, Thr55 et
Val70 de l'ubiquitine. c¢) Zoom de la structure tridimensionnelle de I'ubiquitine montrant la
connexion entre les résidus lle23, Arg54 et Thr55. Les liaisons hydrogénes sont représentées en
pointillées. Figure adaptée de (Massi et al. 2005).

Parmi les résidus de 'ubiquitine impliqués dans la liaison avec E1 on note, entre autres,
Arg54, lle44, Val70 et Arg72. Concernant les résidus impliqués dans I'interaction avec E2
on note les segments de résidus 40-49 et 70-76. Les résidus montrant de I'échange lle23,
Asn25, Thr55 et Val70 sont donc localisés dans les zones, ou proches des zones,
interagissant avec les enzymes E1 et E2. Notamment, 1le23 et Arg55 sont tous les deux
connectés a I’Arg54, soit de facon covalente ou par liaison hydrogene (Figure 1.48c) et
Val70 est directement impliqué dans la région interagissant avec a la fois E1 et E2. La
dynamique conformationnelle de I'ubiquitine autour de 40 ps joue potentiellement un
role important dans la reconnaissance des différents partenaires physiologiques.

1.3.2.6 Relaxation de spin nucléaire (tex ~ ps - 10 ns)

Une technique privilégiée pour mesurer la dynamique des protéines dans la gamme de
temps ps-ns est la relaxation de spins nucléaires. Les spins reviennent a I'équilibre aprés
avoir été excités par I'impulsion de radiofréquence B1 et cela est d( a la présence de
champs magnétiques locaux oscillant a des fréquences de I'ordre du MHz. Ces derniers
résultent principalement de deux phénomeénes pour les spins % : l'anisotropie de
déplacement chimique et 'interaction dipolaire, induits par la rotation moléculaire par
rapport au champ magnétique fixe Bo (ns) et par les mouvements internes de la protéine
(ps) (Kleckner and Foster 2011).
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Des informations sur la dynamique dans la gamme de temps ps-ns (jusqu’a maximum la
valeur du tc de la protéine) peuvent étre obtenues en acquérant des expériences RMN
mesurant les vitesses Ri et Ry de retour a I'équilibre du systéme ainsi que des NOE
hétéronucléaires (hetNOE).

Différents modeles peuvent étre employés pour interpréter les vitesses de relaxation
nucléaire et les NOE hétéronucléaires et essayer de comprendre la fonction protéique
en étudiant la dynamique dans la gamme de temps ps-ns. On notera une premiere
approche ou les valeurs de R1, Rz et hetNOE sont reportées en fonction de la séquence
de la protéine pour identifier les régions avec une dynamique différente. Si la protéine
n’a pas de dynamique interne et est en rotation isotropique alors les valeurs de Ry, Rz et
hetNOE seront les mémes tout au long de la séquence. Des variations dans les valeurs
de ces trois observables indiquent des zones ou une dynamique interne est présente. La
mobilité interne peut également étre caractérisée par la cartographie de la densité
spectrale réduite en fonction de la séquence de la protéine. Avec les expériences
mesurant des hetNOE et les vitesses Ry et R de retour a I’équilibre du systéme acquises
a un seul champ magnétique il est possible, pour une paire N-H, d’en déduire la densité
spectrale a différentes fréquences : J(0.87wn), J(0) et J(wn) en fonction de la séquence
de la protéine (en faisant I’hypothése que la fonction de densité spectrale peut s’écrire
J(w) = a/w? + b, avec a et b des constantes) (Farrow et al. 1995). J(0.87wx) est un
indicateur clé de la dynamique dans la gamme de temps inférieure a la nanoseconde et
des mouvements rapides dans la gamme de temps picoseconde entrainent une
augmentation de la valeur de J(0.87wn) (Ebert et al. 2008; Kleckner and Foster 2011).
Enfin, I'approche la plus utilisée est I'analyse « model-free ». Dans cette troisieme
approche les mouvements internes sont considérés indépendants et beaucoup plus
rapides que la rotation de la molécule. La densité spectrale J(w) pour une paire isolée H-
N peut s’écrire avec I'Equation 1.12 (Lipari and Szabo 1982) :

752 (1-5?)7,
1+ w272 1+ w272

J(w) = % ( (Equation 1.12)

Avec trois constantes S?, Tc et te. Avec S? le paramétre d’ordre, mesurant la restriction
du mouvement, dont la valeur, comprise entre 0 et 1 est souvent tracée en fonction de
la séquence de la protéine pour identifier les régions de rigidité (S? proche de 1) ou de
flexibilité (S* proche de 0) dans la gamme de temps ps-ns. Avec t. le temps de
corrélation, caractéristique de la protéine et te le temps de corrélation interne
renseignant sur la vitesse du mouvement (Figure 1.49).

82



Dynamique des protéines

Figure 1.49: A gauche représentation
schématique de t. le temps de corrélation
interne renseignant sur la vitesse du
mouvement. A droite, représentation
schématique de S Plus S? est proche de 1 plus
I'angle © sera petit. A l'inverse, plus I'angle ©
sera grand plus S? sera proche de 0. Figure

inspirée de (Mittermaier and Kay 2009).

Exemple

La relaxation de spin nucléaire a été employée pour étudier la dynamique d’un complexe
formé par I'association de deux domaines de protéines désordonnées : ACTR et CBP
(Ebert et al. 2008). ACTR et CBP sont deux coactivateurs de transcription dont le premier
joue un role important dans la progression du cancer du sein et dont I'inhibition de la
fonction pourrait amener a un traitement efficace. La structure du complexe formé
entre le domaine de liaison de CBP et celui d’activation de ACTR a été déterminée par
RMN. Si dans leurs formes libres les domaines de liaison de CBP et d’activation de ACTR
sont, respectivement, partiellement déstructuré et non structuré, le complexe formé
par I'association de ces deux domaines est, lui, structuré.

ACTR et CBP montrent une dispersion de déplacements chimiques limitée et si CBP
montre deux segments ayant une structure secondaire en hélice définie, ACTR reporte
une absence de structure secondaire dans son état libre. Dans leur état lié, les deux
domaines comportent chacun trois segments montrant une structure secondaire en
hélice.

Les données de relaxation de spin nucléaire montrant R1, R, et hetNOE en fonction de
la séquence protéine pour chacun des deux domaines dans leurs états libres ou liés
corroborent ces résultats (Figure 1.50). Toutes les valeurs de R; de ACTR dans sa forme
libre sont situées en dessous de 5 s et les valeurs de hetNOE [*H]-°N sont toutes
négatives. Les différences de R, et hetNOE ['H]-'°N pour les formes libre et liée de ACTR
sont majeures.

Les différences entre les formes libres et liées du domaine de liaison de CBP pour R; et
hetNOE ['H]-*>N sont moindres. En effet, CBP libre a été reporté comme molten globule
et est donc moins désordonné que ACTR. On remarque toutefois, que certains résidus a
I'extrémité de I’hélice 3 montrent une augmentation des valeurs de hetNOE ['H]-'°N.
Ces observations sont consistantes avec la formation d’une hélice supplémentaire pour
le domaine de liaison de CBP lorsque le complexe avec ACTR est formé.
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Figure 1.50: N R, et [*H]-®*N NOE des groupements amides du squelette du domaine
d’activation d’ACTR et du domaine de liaison de CBP dans leurs formes libres a deux champs
magnétiques (jaune et bleu) et dans leur forme liée a deux champs magnétiques (rouge et noir).
Figure extraite de (Ebert et al. 2008).

La mobilité interne de ACTR et CBP a été étudiée avec la fonction de densité spectrale
réduite. J(0) et J(0.87ww) sont des indicateurs importants de la dynamique dans la
gamme de temps inférieure a la nanoseconde. Des mouvements internes rapides dans
I’échelle de temps de la picoseconde diminuent J(0) et a I'inverse font augmenter la
valeur de J(0.87wn). Comme pour I'analyse avec R; et hetNOE [*H]-°N, les différences
entre J(0) et J(0.87wH) sont moindre entre la forme libre et celle liée du domaine de
liaison de CBP (Figure 1.51). De faibles valeurs de J(0) sont observées pour les résidus
terminaux de CBP montrant une plus grande dynamique interne rapide de cette région
(déja observée avec les valeurs décroissantes de hetNOE [H]-°N) et cela est cohérent
avec I'augmentation des valeurs de J(0.87wH) observée pour les mémes résidus.

ACTR montre des valeurs de J(0) et J(0.87wn) différentes dans sa forme libre ou liée. De
hautes valeurs de J(0) et de basses valeurs de J(0.87ww) dans la forme libre de ACTR
mettent en évidence une dynamique interne rapide. En complexe, ACTR montre des
valeurs de J(0) identique a CBP confirmant la formation d’une structure globulaire ou les
mouvements du squelette sont limités.
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Figure 1.51 : Densité spectrales réduites J(0) et J(0.87wy) des groupements amides du squelette
du domaine d’activation d’ACTR et du domaine de liaison de CBP dans leurs formes libres a deux
champs magnétiques (jaune et bleu) et dans leur forme liée a deux champs magnétiques (rouge
et noir). Figure extraite de (Ebert et al. 2008).

L’analyse « model-free » a permis d’obtenir des informations sur les parametres d’ordre
(S?) et les temps de corrélation interne (te) pour le complexe (Figure 1.52). Il apparait
qgue la quasi-totalité des résidus ont un parametre d’ordre entre 0.8 et 0.9, valeur
typique d’une région structurée de protéine globulaire (Ebert et al. 2008) et les temps
de corrélation interne sont en moyenne de 1 ns. Le temps de corrélation de la protéine
(tc) a été estimé a 6.7 ns.

Ainsi, structure et dynamique de ACTR et CBP sont tres distinctes dans leurs formes
libres ou en complexe et un processus de repliement mutuel est observé.
Habituellement la formation d’un complexe est favorisée entropiquement, les
molécules de solvant sur les surfaces hydrophobes des domaines libres étant relachées
lors de la formation du complexe. Ici, la formation du complexe est tres largement
défavorisée entropiquement (TAS =-89.0 kJ.mol?) et cela est probablement d{l a la perte
de degré de liberté de ACTR et CBP et a leur repliement. Le co(t entropique n’est pas
compensé par une forte mobilité des atomes du squelette lorsque le complexe est formé
comme 'ont montré les différentes valeurs élevées du parametre d’ordre.
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Figure 1.52 : Paramétres d’ordre et temps de corrélation interne en fonction de la séquence de
la protéine pour le domaine d’activation d’ATCR et le domaine de liaison de CBP lorsque les deux
protéines sont en complexe. Figure extraite de (Ebert et al. 2008).
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Chapitre 2

Développements méthodologiques pour
I’attribution du domaine N-terminal de

HSP90a humaine

2.1 Heat Shock Protein 90

HSP90 est une chaperonne moléculaire hautement conservée présente a la fois dans les
bactéries et chez les eucaryotes (Farrelly and Finkelstein 1984; Bardwell and Craig 1987;
Sorger and Pelham 1987; Song et al. 1995). Plusieurs homologues d’"HSP90 existent dans
les eucaryotes supérieurs avec des localisations différentes. On note TRAP1 présent
dans les mitochondries, GRP94 dans le réticulum endoplasmique et HSP90 se trouvant
dans le cytosol. HSP90, indispensable a la viabilité des eucaryotes (Borkovich et al. 1989),
est la protéine la plus abondante du cytoplasme des cellules et peut représenter jusqu’a
2 % des protéines cytosoliques dans des conditions normales (Csermely et al. 1998).
HSP90 se trouve sous deux isoformes majoritaires hautement homologues ayant 85 %
de leur séquence identique : HSP90a induit dans des conditions de stress et HSP90B
exprimé constitutivement (Millson et al. 2007; Johnson 2012).

HSP90 cytosolique est un homodimeére d’environ 170 kDa dont chague monomere est
organisé en trois domaines distincts. Le domaine N-terminal (NTD), d’environ 25 kDa,
posséde le site de fixation de I’ATP (Prodromou and Roe 1997). Le domaine central (MD),
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de 40 kDa, lié au domaine N-terminal par une longue chaine d’acide aminés flexible,
module I'hydrolyse de I’ATP en interagissant avec le y-phosphate de ce dernier (Meyer

et al. 2003). Enfin, le domaine C-terminal (CTD), d’environ 13 kDa, est indispensable a la
dimérisation d’"HSP90 (Nemoto et al. 1995; Meng et al. 1996; Hoter et al. 2018) (Figure
2.1).

Figure 2.1 : Structure
cristallographique d’HSP90
entiere (PDB: 210Q). En
bleu, gris et bleu ciel sont
colorés respectivement le
domaine N-terminal (NTD),
le domaine central (MD) et
le domaine C-terminal (CTD)
de HSP90.

HSP90 est une chaperonne moléculaire particulierement étudiée et notamment son
domaine N-terminal, site de fixation de I’ATP. Durant ma thése je me suis focalisée sur
HSP90a humaine et principalement sur son domaine N-terminal. Afin de pouvoir étudier
par RMN la dynamigue du domaine N-terminal d‘HSP90 I'attribution de ses signaux est
fondamentale. Les différentes méthodologies mises en place pour parvenir a une
caractérisation des résonances de HSP90-NTD sont détaillées dans la suite de ce
chapitre.

2.2 Données préalables sur I'attribution du squelette de HSP90a-NTD

Le squelette du domaine N-terminal d’"HSP90a humaine Apo (sans ligand) a déja été
partiellement attribué par RMN (Jacobs et al. 2006; Park et al. 2011) a l'aide
d’expériences de triple résonances classiques (HNCO/HNCACO, HNCOCA/HNCA et
HNCOCACB/HNCACB). Deux attributions ont été déposées : BMRB 19560 et 7003 (Figure
2.2). Cependant, le squelette du segment L107-K116 a proximité du site de fixation de
I’ATP n’est pas observé par RMN en raison d’une dynamique défavorable dans la gamme
de temps ps-ms (Figure 2.2). En effet, cette dynamique intermédiaire cause un
élargissement important des signaux RMN des groupements amides les rendant
invisibles/indistinguables du bruit du spectre (voir chapitre 1 partie 1.3.2).
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Figure 2.2 : Ci-dessus : séquence de HSP90a-NTD. Les
résidus pour lesquels les déplacements chimiques *°N et
Hy ont été attribués sont représentés par un trait vert
pour chacune des deux attributions reportées (7003 et
19560). Ceux non attribués sont représentés par un
o segment rouge. A gauche : structure cristallographique
de HSP90-NTD (PDB: 1YES). Le segment rouge
correspond aux signaux du squelette invisibles par RMN

en raison de la dynamique dans la gamme de temps ps-

ms et appartenant au segment [L107-K116], localisé a
proximité du site de fixation de I’ATP.

2.3 Intérét des groupements méthyles

Du fait de la dynamique dans le régime intermédiaire la totalité des résidus amides du
segment [L107-K116] est invisible. Les groupements méthyles ont, quant a eux, des
propriétés de relaxation transversale et longitudinale favorables dues a leur rotation
rapide autour de I'axe C-C et a leur flexibilité (Plevin and Boisbouvier 2012; Wiesner and
Sprangers 2015). Cette dernieére étant principalement observée lorsque les
groupements méthyles sont situés au bout des chaines latérales de long acides aminés.
De plus, les groupements méthyles permettent d’obtenir des spectres sensibles grace a
leurs trois protons équivalents non échangeables. En comparant une expérience BEST-
TROSY (*>NH), acquise a 20 °C sur un spectrométre opérant a une fréquence 'H de 700
MHz avec un échantillon de HSP90O-NTD a 0.5 mM marqué U-[?H, °N, 3C] dont les
protons amides ont été reprotonés, avec une HMQC-SOFAST (*3CHs) acquise a 20 °C sur
un spectrométre opérant a une fréquence H de 700 MHz et avec un échantillon
d’HSP90-NTD de concentration similaire marqué U-[2H, *N, 2C], Ala-[*3C'Hs]?, Met-
[13C'Hs]¢, Leu/Val-[13CtH3]P™S, lle-[*3CtH3]%L, Thr-[3C1Ha)Y, il a pu étre constaté que
I’expérience acquise sur les groupement méthyles était en moyenne 7 fois plus sensible
que I'expérience BEST-TROSY (*°*NH) (Figure 2.3). Il est a noter que chaque expérience a
été acquise avec des conditions optimales et le méme temps expérimental. Ainsi, les
groupements méthyles se révelent étre des sondes idéales pour pallier le probleme de
dynamique dans la gamme de temps ps-ms et étudier HSP90-NTD.
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spectromeétre opérant a une fréquence *H de 700 MHz pendant une heure chacun en utilisant des
échantillons de HSP90-NTD a 0.5 mM.

Les groupements méthyles sont également des sondes importantes qui apportent de
nombreuses informations sur la protéine d’étude. En effet, lorsque utilisés dans une
protéine perdeutérée, ils permettent de détecter des NOEs convertibles en contraintes
de distance allant jusque 12 A (Sounier et al. 2007; Ayala et al. 2020). Ainsi, en
combinaison avec d’autres techniques de biologie structurale telles que la cryo-
microscopie électronique (Gauto et al. 2019) ou la diffusion de rayons-X/neutrons aux
petits angles (SAXS/SANS) (Lapinaite et al. 2013) il est possible d’obtenir des structures
de complexes de plusieurs centaines de kDa. Mais grace a ces sondes il est également
possible d’obtenir a la fois des informations fonctionnelles (Rosenzweig et al. 2013; Mas
et al. 2018) et des renseignements sur la dynamique moléculaire d’assemblages allant
jusqu’a 1 MDa (Sprangers and Kay 2007; Mas et al. 2018).

Les protéines sont composées de six acides aminés comportant un (ou plusieurs)
groupement(s) méthyle(s) : Alanine, Thréonine, Valine, Isoleucine, Méthionine et
Leucine. Ces derniers représentent environ 40% des résidus de la protéine et sont
localisés dans les cceurs hydrophobes et a la surface des sites d’interaction
protéine/protéine (a I'exception des thréonines, possédant un groupement -OH
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hydrophile, pouvant également se trouver accessibles au solvant et au niveau des sites
d’interaction chargés) (Miller et al. 1987; Lo Conte et al. 1999). Dans le cas de HSP90-
NTD, ces acides aminés méthylés font exactement 87/223 résidus soit 39% de la
protéine et cing d’entre eux (L107, T109, 1110, A111, T115) se trouvent dans la boucle a
proximité du site de fixation de I’ATP, pour laquelle les signaux des groupements amides
du squelette sont invisibles par RMN.

2.4 Marquage combinatoire des groupements méthyles de HSP90-NTD

Afin de maximiser le nombre de sondes RMN disponibles pour étudier HSP90-NTD, un
marquage combinatoire de différents types de méthyles a été mis en place. Cependant,
il faut noter que les groupements méthyles résonnent dans une fenétre spectrale étroite
de I'ordre de 2 ppm en proton et 20 ppm en carbone sur un spectre 2D-['H, 3C]-HMQC
(Figure 2.4).

Figure 2.4: Fenétre spectrale définissant
les déplacements chimiques spécifiques de
chaque type de groupement méthyle dans
un spectre 2D [*H-13C]. Les diamétres des
ellipses colorées et semi-transparentes

3C (ppm)

représentent respectivement les

- The-y, déviations  standard  premiéres et

secondes. Figure adaptée de (Plevin and
Boisbouvier 2012).

2.0 1.0 0.0
'H (ppm)

Pour limiter le recouvrement des signaux RMN et obtenir des spectres bien résolus tout
en gardant un nombre de sondes maximal, un choix de marquage a été effectué
notamment pour les résidus comportant deux groupements méthyles (isoleucine, valine
et leucine). Ainsi, un marquage stéréospécifique pro-S (Gans et al. 2010) a été mis en
place pour les valines et leucines (également appelé respectivement y, et &, pour les
valines et leucines) et un marquage régio-spécifique a été choisi pour les isoleucines (81).
Finalement la protéine étudiée est marquée : U-[2H,*°N, 12C], 13CHs3 — (lle-81, Leu-6,, Val-
V2, Ala-B, Met-g, Thr-y;) en se basant sur le protocole décrit par Kerfah et al. (Kerfah et
al. 2015c).
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86 signaux sont observables sur un spectre 2D-[*H-3C]-HMQC de la protéine Apo,
suggérant que seulement deux des groupements méthyles du domaine N-terminal
d’HSP90, comportant 87 résidus portant un groupement méthyle marqué, sont
potentiellement superposés (Figure 2.5a). On peut donc, grace aux sondes méthyles,
obtenir des informations sur la boucle préalablement invisible située a proximité du site
de fixation de I’ATP. Afin d’identifier a quel type de groupement méthyle (Ala, lle, Leu,
Val, Met ou Thr) appartient chaque signal observé sur le spectre, HSP90-NTD a été
produite avec différents marquages marquant spécifiquement un seul type de méthyle
a la fois, sauf pour les leucines et valines : lle-61, Ala-B, Met-g, Thr-y,, [Leu/Val]P™> et
ValPro-> (Figure 2.5b/c/d/e/f/g). Ces informations seront par la suite précieuses pour

I'attribution des différents méthyles.
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Figure 2.5 : a) Spectre 2D *H-3C-HMQC du domaine N-terminal d’HSP90. b-g) Spectres 2D *H-13C
de HSP90-NTD marquée spécifiquement sur un(deux) type(s) de groupement(s) méthyle(s)
respectivement les valines pro-S, les leucines et les valines pro-S simultanément, les alanines-6,
les thréonines-y;, les isoleucines-6; et les méthionines-e. Ceci permet d’identifier a quel type de
résidu appartient chaque signal. Les pics annotés avec le symbole * sont des pics appartenant au
tag poly histidine N-terminal non clivé pour les échantillons marqués spécifiquement sur un
unique type de groupement méthyle (Henot et al. 2021).
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2.5 Stratégies d’attribution des groupements méthyles d’une protéine

Comme évoqué précédemment, les groupements méthyles sont des sondes qui se
révelent cruciales pour des études a la fois structurales et dynamiques mais qui ne sont
utiles que lorsqu’elles sont attribuées. Plusieurs méthodes ont été proposées dans la
littérature pour résoudre cet obstacle majeur qu’est I'attribution des groupements
méthyles. Différentes stratégies d’attribution peuvent étre envisagées et les principales
sont décrites ci-dessous.

2.5.1 Transfert d’attribution du squelette aux groupements méthyles

2.5.1.1 Contexte

A l'origine, des expériences RMN basées sur le couplage Ju-n telles que les expériences
COSY (COrrelation SpectroscopY), COSY relayées et TOCSY (TOtal Correlation
SpectroscopY) étaient utilisées pour attribuer les protons des chaines latérales des
protéines. Avec le développement du marquage isotopique et I'accés aux protéines
marquées 13C, les expériences RMN ont évoluées et les expériences H-H
TOCSY/COSY/COSY-relayées ont été remplacées par des expériences 13C-13C
TOCSY/COSY/COSY-relayées ou I'aimantation était transférée des chaines latérales aux
atomes déja attribués du squelette. Les expériences 13C-3C TOCSY/COSY/COSY-relayées
présentent I'avantage d’un transfert d’aimantation plus efficace d( a une constante de
couplage (Jc.c ~ 35 Hz) significativement plus grande que dans le cas des expériences *H-
H et qui, de plus, ne dépend pas de la conformation amenant donc a des fonctions de
transfert de cohérences bien caractérisées (Eaton et al. 1990; Kerfah et al. 2015a). Ainsi,
avec des expériences telles que la 3D-HCCH-TOCSY des chaines latérales entiéres
pouvaient étre décrites, comme démontré par Bax et al. pour l'interleukin-1f (17 kDa)
(Bax et al. 1990). Toutefois, pour les protéines de poids moléculaire plus élevé
(typiquement > 40 kDa), la sensibilité et la résolution deviennent des parametres
critiques.

Stratégies de marguage

Pour pallier ce probleme de sensibilité et résolution, de nouveaux précurseurs
protonant spécifiquement les groupements méthyles dans une protéine entiérement
deutérée ont été proposés. Les premiers précurseurs introduits pour marquer les
isoleucines (U-[2H, N, 13C]-lle-[*3C'H3]%!) ou les leucines et valines (U-[?H, N, 13C]-
Leu/Val-[13C H3]31/[*3C1H3]%%) étaient deux keto-acides, respectivement: [I'a-
ketobutyrate (Gardner et al. 1997) et I'a-ketoisovalérate (Goto et al. 1999; Hajduk et al.
2000; Gross et al. 2003). Cependant, les chaines latérales ramifiées marquées 3C des
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résidus valine, isoleucine et leucine compromettent, méme avec ces nouveaux
précurseurs, I'efficacité des approches TOCSY et COSY par la présence de deux chemins
de cohérence.

Une solution présentée par Tugarinov et Kay (Tugarinov and Kay 2003a) a été de
linéariser les acides aminés leucine et valine en employant un a-ketoisovalérate non-
stéréospécifique (13C'Hs/*2C2Hs) (Figure 2.6). Ainsi, le transfert d’aimantation dans les
expériences TOCSY/COSY est plus efficace. Par contre, 50 % des groupements méthyls
sont marqués pro-S ([13C'H3]5%/[12C2H3]%1) et I'autre moitié pro-R ([*3C'H3]%1/[*2C2H;]%?).
La présence des groupements méthyles marqués pro-S et pro-R entraine une forte
augmentation de la probabilité de recouvrement des signaux et donc une baisse de la
résolution de I'expérience. De plus, la sensibilité du signal est divisée par deux.

a) b) 1HZ‘I 12¢
.13C
Cs1 . o
"Hy Cs2
. e N Pid

Figure 2.6 : Représentation schématique de la linéarisation de la leucine par un marquage
utilisant I'a-ketoisovalérate non - stéréospécifique. 50 % des résidus leucine sont marqués U -
[?H,N,*3C] — Leu - [F3C H3]%? / [*2C?H3]%! et les 50 % restants sont marqués U - [?H,*°N,*3C] - Leu -
[BCMH3]%1 / [C?H3]%%. Les spheéres rouges, grises et bleues représentent respectivement des
atomes 13C, 12C et °N. Les atomes ?H ne sont pas représentés.

Pour les isoleucines, le marquage linéaire des lle-61 (i.e. sans marquer les lle-y2) n’est
alors pas décrit (en 2003). En effet, le marquage linéaire des lle-61 implique un marquage
13C de tous les carbones du Ca au C8 de la chaine or, le CB, contrairement aux trois
autres atomes de carbone de la chaine linéaire ne peut pas étre marqué en utilisant le
précurseur de l'isoleucine (I'a-ketobutyrate *3C). Cela s’explique par le fait que les
atomes CB et Cy. proviennent du pyruvate lui-méme découlant de la glycolyse. Ainsi
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pour marquer I'atome CB, I'addition de glucose [?H, 3C] est nécessaire et cela résulte
par le marquage simultané de I'atome Cy: (Figure 2.7).

0] o}
Glycolyse
o]}
H, Hy OH
- 1
OH H, OH
EC 2.2.1.6
) s
AY
Pyruvate (S)-2-hydroxy-2-ethyl \
! 3-ketobutanoic acid
1
L
= '
N 0
Cycle de v 'H,
Oxaloacetate Krebbs a-ketoglutarate NH,
s . TH, OH

' L-Isoleucine

B s
Succinate a-ketobutyrate

Figure 2.7 : Schéma représentant le chemin biosynthétique simplifié de I'isoleucine. Les sphéres
rouges et vertes représentent des atomes 3C. Les carbones en vert proviennent directement du
pyruvate et ceux en rouge de I'a-ketobutyrate. Les fléches en pointillés représentent des
réactions en multi-étapes. Adapté de (Kerfah et al. 2015b).

Développement de séguences d'impulsions

Avec la disponibilité des marquages précédemment décrits, les avancées significatives
dans l'attribution du squelette des assemblages moléculaires et, dans le but d’obtenir
une attribution compléte des groupements méthyles pour les protéines de haut poids
moléculaires y compris celle des acides aminés leucine, valine et isoleucine, deux
nouvelles séquences d’impulsions ont été développées par Tugarinov et Kay (Tugarinov
and Kay 2003a). Pour employer ces méthodes afin d’attribuer les groupements méthyles
de protéines ou d’assemblages de haut poids moléculaires, les résonances des signaux
du squelette déja attribuées sont utilisées. Pour cela, comme pour les expériences *3C-
13C TOCSY ou COSY, les groupements méthyles doivent impérativement étre connectés
aux atomes du squelette via une chaine d’atomes de carbone *3C.

La premiére séquence repose sur un transfert d’aimantation unidirectionnel des
groupements méthyles aux groupements amides du squelette ol I'aimantation sera
détectée (HM)CM(CGCBCA)NH (Figure 2.8a). Le transfert débute par les groupements
méthyles car, grace a leurs trois protons équivalents, I'aimantation de Boltzmann est
plus importante. Cette méthode possede I'avantage de disposer d’une excellente
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dispersion des déplacements chimiques dans les dimensions Hy et °N. Toutefois, il est
a noter qu’une faible sensibilité de la corrélation entre les groupements méthyles et les
NHs peut étre observée dans le cas de protéines de haut poids moléculaire. La seconde
méthode appelée « out and back - HCC-COSY » consiste a transférer I'aimantation
depuis les groupements méthyles de la chaine latérale jusqu’aux carbones du squelette
et a revenir détecter I'aimantation sur les protons des groupements méthyles (Figure
2.8b).

Avec ces méthodes, en possédant une attribution du squelette de la protéine d’intérét
ainsi que d’un marquage spécifique permettant de connecter par une chaine d’atomes
13C les groupement méthyles au squelette, une attribution quasi compléte des 276
groupements lle-61, Val-y* et Leu-6* a pu étre effectuée pour la Malate Synthase G
(MSG) une protéine de 82 kDa (Tugarinov and Kay 2003a; Ayala et al. 2009). Il est a noter
que dans le cas des isoleucines la non linéarité du systeme de spin compromet
I'efficacité du transfert d’aimantation. Une impulsion sélective est alors employée dans
la séquence d’impulsions afin d’empécher I'aimantation d’évoluer vers I'atome de
carbone lle-y2 et de gagner en sensibilité en exploitant la dispersion des résonances
carbone dans la chaine de I'isoleucine (Tugarinov and Kay 2003b). Cependant malgré ces
nouvelles séquences d’impulsions les spectres sont toujours tres encombrés en raison
du marquage utilisant I’a-ketoisovalérate non-stéréospécifique (*3C*Hs/*2C?Hs) pour le
marquage des leucines et des valines.

Pour la suite de ma these, les expériences « out and back — HCC COSY » seront appelées
« out and back — HCC » si elles permettent d’accéder au Ci+1) en partant du Hg, « out
and back —HC(C)C » si elles permettent d’accéder au Ci+2) en partant du H) et « out and
back —HC(CC)C » si elles permettent d’accéder au Cii+3) en partant du H). « Out and back
— HC(C)C » et « out and back — HC(CC)C » sont des expériences COSY relayées. Les
expériences « out and back » pouvant également étre appliquées aux expériences *3C-
13C-TOCSY jemploierai la notation « out and back » quand il pourra s’agir aussi bien de
« out and back — HCC COSY » que de « out and back — *3C-13C TOCSY ».

12¢
. 3¢
. 15

a ) Ca1
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Figure 2.8 : Schémas représentant les différentes étapes du transfert d’aimantation intra-résidu,
illustré pour une leucine marquée U-[?H,>N,*3C]-Leu-[**C*H3]%*/[**C?H;]°! représentant 50 % des
leucines de I’échantillon. a) pour la séquence d’impulsions (HM)CM(CGCBCA)NH. b) pour la
séquence d’impulsions « out and back HCC-COSY ». Figure adaptée de (Tugarinov and Kay
2003a). Les sphéres rouges, grises et bleues représentent respectivement des atomes 13C, 12C et
I5N. Les atomes 2H ne sont pas représentés.

2.5.1.2 Développement des stratégies de marquage depuis les années 2010

Leucines et Valines pro-R

Afin de limiter la superposition dans les spectres et faciliter I’étude des assemblages de
haut poids moléculaire, un acétolactate marqué méthyle a été développé comme
précurseur alternatif des leucines et valines (Gans et al. 2010). Ce dernier permet de
marquer stéréo-spécifiquement les groupements méthyles 3C*Hs-pro-S (i.e. 62, y2) des
leucines et valines (Figure 2.9). Un tel marquage divise par deux le nombre de pics
observés dans le spectre tout en améliorant d’un facteur deux la sensibilité du spectre
et en augmentant d’un facteur 4 I'intensité des pics de corrélation NOE observés lors de
I"acquisition d’une expérience NOESY.
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Figure 2.9 : Schéma réactionnel du protocole pour la production d’échantillons marqués U-
[?H,**N]-Leu/Val-[**CH;)’"> adapté de (Gans et al. 2010). Les sphéres grises et rouges
représentent respectivement les atomes de carbone 2C et 3C. L’enzyme responsable de la
catalyse de chaque réaction est indiquée par son numéro EC. EC 1.1.1.86: ketol-acid-
reductoisomerase, EC 4.2.1.9 : dihydroxy-acid dehydratase, EC 2.3.3.13 : 2-isopropylmalate
synthase, EC 4.2.1.33 3-isopropylmalate dehydratase, EC 1.1.1.85: 3-isopropylmalate
dehydrogenase et EC 2.6.1.42 : branched-chain amino acid aminotransferase.
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S’inspirant de ce nouveau précurseur un marquage linéaire '3C reliant les groupements
pro-R (i.e. 81, y1) des leucines et valines au squelette a été mis en place (Figure 2.10) en
marquant *3C les atomes de carbone de I'acétoacétate (Mas et al. 2013).

pro-R

Valine
pro-R
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Figure 2.10 : Schéma réactionnel du protocole pour la production d’échantillons marqués U-[?H,
BBC, ’NJ-Leu/Val-[[BCHs] PR /[12C2H3]P™°%]. Les sphéres grises et rouges représentent
respectivement les atomes de carbone *2C et 13C. L’enzyme responsable de la catalyse de chaque
réaction est indiquée par son numéro EC. Un milieu de culture en M9-D,0 est supposé.

Isoleucines vy, et 61

On notera également le développement d’'une méthode pour le marquage des
isoleucines, marquées 13C sur le squelette ainsi que [*3C'H3] sur le groupement méthyle
y2 mais [*2C%H;] et [*>C2Hs] respectivement sur les groupements méthyléne y; et méthyle
81 (Figure 2.11). Ce marquage nécessite I'incorporation du précurseur 2-hydroxy-2-[?Hs]-
ethyl-[1,2,3,4-13C4]-3-oxobutanoate dans les cultures obtenu par synthése chimique
(Ayala et al. 2012).

Une méthode pour le marquage des isoleucines marquées 13C sur le squelette ainsi que
[*3C'Hs] sur le groupement méthyle &1 mais ['?C?Hs] sur le groupement méthyle y,
résolvant ainsi le probleme de linéarité du systéme de spin soulevé précédemment, a
également été développée (Figure 2.12). Ce marquage nécessite l'introduction du
précurseur:  2-hydroxy-2-(1’,1’-[?H3],1’,2’-[*3C;])-ethyl-1,2,3-[*3C3],4,4,4-[*H3]-3-0x0-
butanoate dans les cultures, ce dernier étant obtenu par synthese enzymatique, par
condensation du 3,3-[?H3],1,2,3,4-[*3C4]-2-ketobutyrate avec le 2-[*3C]-3,3,3-[?H3]-
pyruvate en utilisant I'aceto-hydroxy-acid synthase Il (AHAS II) (Kerfah et al. 2015b).
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Figure 2.11 : Schéma réactionnel du protocole pour la production d’échantillons marqués U-[?H,
BN], [C, Ca, CB, Cy2— 3C4], [v2 - Hs]-Isoleucine. Les sphéres grises et rouges représentent
respectivement les atomes de carbone *2C et 13C. L’enzyme responsable de la catalyse de chaque
réaction est indiquée par son numéro EC. Un milieu de culture en M9-D,0 est supposé.
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Figure 2.12 : Schéma réactionnel du protocole pour la production d’échantillons marqués U-[?H,
BN], [C, Ca, CB, Cyi, C51— 13C5], [61- 1Hs]-Isoleucine. Les sphéres grises et rouges représentent
respectivement les atomes de carbone 12C et 3C. L’enzyme responsable de la catalyse de chaque
réaction est indiquée par son numéro EC. Un milieu de culture en M9-D,0 est supposé.

Ainsi, un marquage linéaire 13C liant les groupements méthyles aux atomes du squelette
est maintenant disponible a la fois pour les leucines et valines pro-R et les isoleucines
(y2 et 61). Additionnellement, ce marquage est stéréospécifique pour les leucines et
valines connectant par des atomes 3C les groupements méthyles pro-R au squelette et
régiosélectif pour les isoleucines. Cela permet dans le cas des leucines et valines
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d’obtenir des spectres plus sensibles et moins encombrés. Pour les isoleucines, il est
maintenant possible d’attribuer les groupements méthyles 61 sans I'impulsion sélective
employée précédemment pour empécher I'aimantation d’évoluer vers I'atome de
carbone lle-yz.

Ainsi, grace a un marquage 100 % stéréospécifique ou 100 % régiosélectif avec une
chaine linéaire d’atomes 3C liant les groupements méthyles au squelette, différentes
stratégies ont été proposées et appliquées sur MSG (82 kDa) et TET2 (468 kDa) pour
attribuer les groupements méthyles des isoleucines 61 et les groupements méthyles pro-
R des leucines et valines (Mas et al. 2013; Kerfah et al. 2015a). On note qu’avec le
marquage stéréospécifique des groupements méthyles des leucines et valines il est
possible d’étendre I’attribution a des protéines de 500 kDa (Mas et al. 2013).

2.5.1.3 Leucines et Valine pro-S : problématique

Toutefois, le marquage des groupements méthyles pro-S des leucines et valines, a la fois
moins cher et amenant a des résonances mieux dispersées (London et al. 2008), est
souvent choisi a la place du marquage méthyle pro-R pour un échantillon marqué
uniquement sur les groupements méthyles. Nous avons donc cherché a transférer
I"attribution du squelette aux groupements méthyles pro-S des leucines et valines.

Avec les marquages disponibles, il est déja possible d’attribuer les groupements
méthyles pro-S des leucines et valines d’une protéine. Cependant, il faut utiliser deux
marquages différents. Pour cela il est nécessaire soit d’utiliser deux échantillons : le
premier avec un premier type de marquage afin de lier le méthyle pro-R linéairement
aux atomes 3C de la chaine du squelette et le second avec un autre type de marquage
pour lier le méthyle pro-S au méthyle pro-R soit a travers |'espace en utilisant une
expérience NOESY (Sprangers and Kay 2007) ou au travers de liaisons covalentes en
utilisant les expériences « out and back » (Mas et al. 2013) (Figure 2.13a). Autrement, il
est possible d’utiliser un unique échantillon combinant les deux marquages a 50 % et
d’employer une séquence d’impulsions « out and back » (Kerfah et al. 2015a) (Figure
2.13b). Le choix de I'emploi de l'une ou l'autre des techniques (avec un ou deux
échantillons) s’effectue généralement suivant la protéine, I’emploi de la méthode avec
un unique échantillon divisant par deux le rapport signal sur bruit.
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Figure 2.13 : Techniques de transfert d’attribution du squelette aux groupements méthyles pro-
S (62). Exemples schématiques pour une leucine a) 1) Sur le premier échantillon, un transfert
employant une expérience « out-and-back HC(C)C » permet de lier le groupement méthyle pro-R
au Cs du squelette déja attribué et un transfert avec une expérience « out-and-back HC(CC)C »
permet de lier le groupement pro-R au C, du squelette également attribué. Sur le second
échantillon, le groupement méthyle pro-R, attribué grdce aux expériences acquises avec le
premier échantillon, va étre lié au groupement pro-S avec une expérience « out and back
HC(C)C » et permettre ainsi I'attribution de ce dernier. b) Un seul échantillon est nécessaire. Le
transfert s’effectue avec une expérience « out-and-back HC(C)C » et une expérience « out-and-
back HC(CC)C ». Ainsi il est possible de corréler le groupement pro-R (6:) de la leucine au
squelette déja attribué et dans le méme temps le groupement pro-R au groupement pro-S. Les
sphéres rouges, grises et bleues représentent respectivement des atomes 3C, 12C et °N. Les
atomes 2H ne sont pas représentés. Sur cette figure la méthode d’attribution est montrée avec
une expérience « out and back - COSY » mais de la méme maniére elle pourrait se faire avec une
expérience « out and back — HCC TOCSY ».

L'inconvénient de la premiére méthode décrite réside dans la production de deux
échantillons différents augmentant a la fois les colts de production et le temps de
préparation. La seconde méthode quant a elle ne nécessite qu’un unique échantillon.
Ce dernier est constitué de 50% de protéine marquée 3C sur le groupement méthyle
pro-R ainsi que 3C sur la chaine de carbones reliant le méthyle pro-R au squelette et a
50 % de protéine marquée 3C sur les deux groupements méthyles pro-R et pro-S ainsi
gue sur le carbone précédent les groupements méthyles. Le marquage ainsi décrit est
possible par I'ajout simultané d’un méme précurseur (l'acétolactate) marqué
différemment lors de la production de la protéine. Ce dernier se trouve sous les formes :
2 hydroxy- 2-[?Hs]-methyl-3-keto-1,2,3,4-[*3C4] acide butanoique (Figure 2.14 (1)) et 2-
hydroxy- 2-[*3C]-methyl- 3-keto -3,4-[*3C,]- 4,4,4-[*Hs] acide butanoique (Figure 2.14
(2)).
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Acétolactate Acétolactate . , L.
o o o o Figure 2.14 : Précurseurs et résidus
marqués (résultant de I'ajout des
H, o p "
s précurseurs dans le milieu de
€’H; "0%H

culture) pour les leucines et les
valines. Le précurseur (1) est le 2
hydroxy-  2-[?Hs]-methyl-3-keto-
1,2,3,4-[*3C4] acide butanoique. Le
précurseur (2) est le 2-hydroxy- 2-
[3C]-methyl- 3-keto -3,4-[3C,]-
4,4,4-[’Hs] acide butanoique. Les
sphéres grises et  rouges
représentent respectivement les

Valine pro-S

|
N : atomes de carbone *2C et 13C. Deux
’,j‘-_NZH? | atomes 3C des leucines (C’ et Ca)
: proviennent du glucose U-[?H, 3C]
| ajouté dans la culture.
|

Toutefois, il est a noter que les groupements méthyles ne sont pas protonés de la méme
facon selon les deux types de marquages présents dans I’échantillon. Ainsi, dans le cas
de la méthode employant un unique échantillon, des déplacements chimiques
isotopiques de I'ordre de 0.8 ppm vont étre présents lors du transfert d’attribution du
groupement pro-R au groupement pro-S, provenant des différences magnétiques entre
le 'H et le ?H, et compliquent I'analyse. Ces déplacements chimiques isotopiques
peuvent étre corrigés en re-référencant le second spectre dans la méthode employant
deux échantillons pour transférer I'attribution des groupements méthyles pro-R aux
groupements méthyles pro-S.

Le transfert de l'attribution des groupements méthyles pro-R aux groupements
méthyles pro-S dans le cas de la méthode employant deux échantillons aurait également
pu se faire a travers I'espace en utilisant une expérience NOESY (Sprangers and Kay
2007). Cela aurait nécessité le méme premier échantillon que celui décrit
précédemment (Figure 2.13a/1). Concernant le second échantillon le marquage aurait
légerement différé puisque le carbone précédant les deux groupements méthyles aurait
été 12C et les deux groupements méthyles auraient d{i étre protonés dans le but
d’observer des pics de corrélation entre les groupements méthyles pro-R et pro-S d’un
méme résidu.
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2.5.1.4 Développement d’un nouveau précurseur pour faciliter le transfert d’attribution
du squelette aux groupements méthyles pro-S des leucines et valines

Afin de simplifier le transfert d’attribution du squelette aux groupements méthyles pro-
S des leucines et valines, nous avons cherché a produire un échantillon connectant
directement le groupement méthyle 3CtHs-pro-S des leucines et des valines aux atomes
du squelette par une chaine linéaire de carbone '3C, tout en marquant '2C?Hs le
groupement méthyle pro-R afin d’optimiser la sensibilité de I'expérience. Pour cela, il
est nécessaire d’employer un précurseur acétolactate marqué: le 1,2,3-[*3Cs]-2-
[*3C!H3]-2-[0%H]-3-0x0-4,4,4-[*H3]- butanoate (Figure 2.15). Or, ce dernier ne peut pas
étre obtenu a partir du schéma de synthése décrit précédemment (Figure 2.9) puisque
le marquage 3C des trois premiers carbones de I'acétoacétate n’est pas possible en
utilisant des matériaux commercialement disponibles. L’acétoacétate étant obtenu par
condensation de deux acétates, différents motifs de marquage '3C peuvent étre obtenus
(Figure 2.15) mais pas celui souhaité. Grace a une collaboration avec le Dr. Olivier
Hamelin (LCBM, Grenoble) nous avons pu obtenir I'acétoacétate voulu. En effet, le Dr.
Hamelin a mis en place une synthése en 4 étapes d’un acétoacétate marqué de facon
dissymétrique avec un rendement global de 27 %. La synthese détaillée de ce nouveau
précurseur est décrite dans I'article présenté en 2.6 et schématisée dans la figure 1 de
ce dernier.

Avec ce nouveau précurseur, il est maintenant possible de corréler directement les
groupements méthyles pro-S des leucines et des valines a leurs Ca et CB respectifs en
utilisant un unique échantillon et sans avoir a prendre en considération le déplacement
chimique isotopique existant entre les atomes de !3C, provenant des différences
magnétiques entre le 'H et le ?H. Une application de ce nouveau précurseur est
également décrite dans I'article présenté en 2.6.
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Figure 2.15 : Schéma représentant les marquages d’acétoacétate disponibles commercialement
versus celui souhaité. Les sphéres rouges et grises représentent les atomes de 3C et 2C,
respectivement. Parmi les acétoacétates disponibles dans le commerce on distingue 1) I’éthyl-3-
oxobutanoate, 2) I’éthyl-3,4-[*3C,]-3-oxo-butanoate, 3) I'éthyl - 1,2,3,4-[*3C4]-3-oxo-butanoate,
4) I’éthyl - 2,4-[*3C,]-3-oxo-butanoate et 5) I’éthyl - 1,3-[*3C,]-3-oxo-butanoate. L’acétoacétate
souhaité est I’éthyl-1,2,3-[3Cs]-3-oxo-butanoate et est suivi du schéma réactionnel du protocole
pour la production d’échantillons marqués U-[2H,*>N]- Leu-[2,3,3,4-?H;-1,2,3,4-33C4-[3CH3]P /
[P C?H3JPoR], Val-[2,3-2Hy; 1,2,3-13C5; [BCMH3] pro-S/[*2C?Hs]PR]. a) K2COs, 13C*Hs-1, 0 °C, 18 h,
EtOH, b) Cs,C0s, P(OEt)s, O;, DMSO, 20 h, ¢) i - NaO?H (2.5 M), ?H,0 ; ii - 2HCI 35 % ; tampon Tris
pH 7.5.
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2.5.2 Attribution des groupements méthyles par mutagénése

L'attribution par mutagénese dirigée consiste a muter un unique acide aminé possédant
un groupement méthyl de la séquence de la protéine (par exemple 'alanine 24) et a le
remplacer par un autre type d’acide aminé. Dans le méme temps, tous les groupements
méthyles du méme type que le résidu muté vont étre marqués (par exemple ici : les
alanines). En comparant les spectres méthyls 2D-[*H-13C] de la protéine de référence et
de la protéine mutée il sera possible d’identifier la position du résidu muté dans la
protéine de référence et ainsi de I'attribuer (dans notre exemple disparition du pic
correspondant a I'alanine 24 dans le spectre du mutant).

Cette technique d’attribution est facile d’utilisation et applicable aussi bien pour les
protéines que pour les gros assemblages moléculaires. En effet, plusieurs exemples
présents dans la littérature décrivent I'attribution de groupements méthyles sur des
protéines dont le poids moléculaire varie entre 50 kDa et 1 MDa. On notera, |’attribution
des méthionines du poliovirus d’ARN polymérase (Yang et al. 2010b) et celles du 20S-
CP-proteasome (Religa et al. 2010), I'attribution des isoleucines-61 de ClpP (Sprangers
et al. 2005) ainsi que la vérification de I'attribution des isoleucines-61 de I’ATCase
(Velyvis et al. 2009), I'attribution des alanines et isoleucines-61 de TET2 (Amero et al.
2011) et celle des méthionines et valines-y. de HSP60 (Mas et al. 2018).

Cependant, des inconvénients sont également présents. La mutation d’un acide aminé
dans la séquence de la protéine peut entrainer une modification de I'’environnement
chimique des résidus situés a proximité de la mutation pouvant se traduire non pas
uniqguement par la disparition du pic attendu correspondant au résidu muté mais
également par I'observation de déplacements chimiques secondaires. De plus, cette
technique est particulierement chronophage notamment dans les étapes de production
et de purification des nombreux mutants nécessaires.

Afin de limiter 'impact de ces inconvénients une stratégie appelée SeSAM (Sequence-
Specific Assignment of methyl groups by Mutagenesis) améliorée peut étre employée.
Initialement développée par Amero et al. (Amero et al. 2011) puis perfectionnée par
Crublet et al. (Crublet et al. 2014) cette stratégie vise tout d’abord a minimiser le
changement de structure de la protéine et les déplacements chimiques secondaires en
sélectionnant un acide aminé de remplacement ayant une structure chimique similaire
a celle du méthyle a substituer. Le choix des acides aminés de substitution pour
remplacer le groupement méthyle voulu est basé sur les matrices de BLOSUM. Dans le
tableau ci-dessous (Tableau 2.1) sont résumés les substitutions ainsi que les marquages
suggérés (Henikoff and Henikoff 1992; Crublet et al. 2014).
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Tableau 2.1 : Substitutions suggérées pour les résidus comportant des groupements méthyles.

Mutations Marquage

Alanine - Serine Alanine
Isoleucine - Valine Isoleucine

Leucine > Isoleucine Leucine

Valine = Isoleucine Valine
Thréonine = Serine Thréonine
Méthionine = Leucine Méthionine

D’autre part, comme décrit par Amaro et al. (Amero et al. 2011), limiter le marquage a
un seul type résidu contenant un groupement méthyl permet de réduire drastiquement
les déplacements chimiques secondaires et ainsi approximativement 50% des méthyles
peuvent étre attribués sur la base de spectres pour lesquels seul le résidu marqué
disparait et aucun déplacement chimique secondaire n’est observé.

Finalement, pour pallier le temps important de la préparation des échantillons, la
production et purification des mutants est parallélisée (Crublet et al. 2014). Dans la
méthode SeSAM classique, les mutants sont produits avec des volumes de culture de
I'ordre de 50mL (le volume étant a optimiser selon la protéine) dans des erlenmeyers
individuels impliquant un grand investissement de temps, notamment pour les
purifications, des colts élevés de production et également de nombreuses
manipulations augmentant les erreurs possibles d’inversion de mutants. Dans la
stratégie améliorée, développée en milieu riche, non seulement la production et la
purification sont parallélisées en plaques mais les volumes de culture sont également
réduits (Figure 2.16). En utilisant culture et purification en plaques le risque d’inversion

de mutants est réduit et le colt en isotopes diminué.

/Production automatiséh

de mutations ponctuelles

/

/ Sur-expression des \

mutants en paralléle

Plaque 24 puits
Culture 1 x 7 mL / mutant
Marquage '3CH; en D,0

K 4jours [ 24 mutants/

/ Purification des \

mutants en paralléle

Plaque 96 puits
Colonne d'affinité: NiNTA

) TTT]
\ 1]0ur/96mutants/

Expériences RMN
2D-SOFAST-HMQC-['H-13C]

Figure 2.16 : Schéma représentant les différentes étapes de la stratégie d’attribution par

mutagénése dirigée SeSAM améliorée, adapté de (Crublet et al. 2014).
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Pour I'analyse des mutants une micro-sonde RMN cryogénique 1.7 mm est utilisée,
permettant de limiter le volume d’échantillon nécessaire (~40 uL par tube). Cette sonde,
combinée avec un passeur d’échantillons permet d’enregistrer un spectre 2D 'H-13C
HMQC en 1 a 2 heures.

En régle générale, les spectres des mutants obtenus peuvent étre répartis en 2
catégories. Dans la premiere, la mutation d’un résidu entraine la disparition d’un unique
pic et n’induit que trés peu ou pas de déplacement chimique secondaire pour les autres
résidus. L'attribution est non ambigué. Dans la seconde catégorie, la mutation induite
affecte plusieurs signaux. Les spectres des mutants déja attribués et la banque des
spectres des autres mutants non attribués sont utilisés pour conclure sur I'attribution
du mutant (Figure 2.17). La structure de la protéine, si disponible, permet de confirmer
I'attribution du mutant dont le spectre appartient a la seconde catégorie en confirmant
que les déplacements chimiques secondaires observés correspondent a des résidus
proches dans I'espace du résidu muté. Si cela n’est pas suffisant, dans les cas les plus
complexes, une expérience NOESY méthyle-méthyle pour obtenir des corrélations NOEs
inter-méthyles a travers I'espace ainsi que la structure de la protéine sont employées
pour attribuer ces résidus (voir partie 2.5.3).
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Figure 2.17 : Spectres d’attribution de groupements méthyles avec la méthode de mutagénese.
Exemples de spectres 2D-[*H-3C]-SOFAST méthyle TROSY de mutants d’HSP90-NTD a) pour
lequel pas de déplacement chimique secondaire a été observé. b) et c) pour lesquels des
déplacements chimiques secondaires ont été observés. Les spectres ont été acquis sur un
spectrométre opérant a une fréquence 'H de 850 MHz. Chaque spectre de mutant (bleu) est
superposé avec le spectre correspondant de la protéine de référence (noir). Le signal
correspondant a chaque mutant est annoté en couleur. Les déplacements chimiques secondaires

sont indiqués par des fléches.
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2.5.3 Attribution des groupements méthyles employant des méthodes basées sur la
structure

Alternativement, une attribution des groupements méthyles peut étre effectuée de
facon manuelle ou automatique lorsque la structure 3D haute résolution de la protéine
est connue. Pour cela, les données de RMN nécessaires peuvent étre réparties en deux
catégories. La premiére consiste a employer une méthode basée sur des données
paramagnétiques et la seconde approche a pour but d’exploiter I'effet NOE (Nuclear
Overhauser Effect) (PritiSanac et al. 2020).

2.5.3.1 Méthodes d’attribution automatigue se basant sur I'effet paramagnétique

Différents logiciels permettent d’attribuer de facon automatique les groupements
méthyles d’une protéine en se basant sur I'effet paramagnétique. Pour cela les effets
paramagnétiques théoriques induits par le centre paramagnétique et calculés a partir
de la structure tridimensionnelle haute résolution de la protéine ainsi que de la
localisation de son centre paramagnétique sont comparés avec les effets observés dans
les expériences acquises par RMN (PritiSanac et al. 2020).

Ces logiciels peuvent étre répartis en deux catégories selon le mécanisme
paramagnétique étudié. Toutefois, pour les deux types de méthodes I'introduction d’un
centre paramagnétique (i.e. d’une entité chimique présentant un électron apparié) sur
la protéine d’intérét est indispensable. On notera d’un c6té le logiciel « PRE assign »
(Venditti et al. 2011) se basant sur I'augmentation de la relaxation due a la présence du
centre paramagnétique (effet PRE) et d’un autre c6té les logiciels tels que « POSSUM »
(John et al. 2007) et « PARA assign » (Skinner et al. 2013; Lescanne et al. 2017) reposants
sur les déplacements chimiques induits par la présence du centre paramagnétique (effet
PCS). Les méthodes basées sur I'effet paramagnétique présentent I’avantage, grace au
moment magnétique élevé des électrons, de pouvoir avoir un effet a longue distance et
ainsi par exemple permettre d’obtenir des informations sur un groupement méthyle
isolé, contrairement a I'effet NOE.

Si tous les centres paramagnétiques donnent lieu a un effet PRE, d’intensité variable
selon le centre introduit, a I'inverse, tous les centres paramagnétiques ne donnent pas
lieu a un effet PCS. En effet, I'effet PCS induit ou non par le centre paramagnétique
introduit dépend de la nature méme de ce dernier. Le paramagnétisme d’un centre peut
étre décrit en fonction d’un tenseur de susceptibilité magnétique ¥, variant sur les trois
axes x, y et z. L’anisotropie de X, définie par Ax (avec X = Xisotropique + AX), €st responsable
de 'effet paramagnétique PCS. Si Ax est nul alors I'effet paramagnétique PCS sera nul et
aucun déplacement chimique ne sera observé sur les spectres (Otting 2010; Softley et
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al. 2020). Généralement, dans une protéine il est quasiment impossible d’avoir une
sphere de coordination totalement symétrique, si bien que lorsqu’un cation
paramagnétique ayant une relaxation électronique rapide par rapport a la rotation de
la protéine se lie, il introduira un effet PCS d{i a I'anisotropie du tenseur de susceptibilité
magnétique.

Différents types de centre paramagnétiques existent. On note les composés organiques
comportant un groupe nitroxide, Mn?* et Gd**, pour lesquels une relaxation
électronique lente des spins domine et qui ne donnent pas lieu a des PCS, ils sont donc
particulierement intéressant pour mesurer des effets PRE sans avoir besoin de faire une
attribution de la forme paramagnétique de la protéine étudiée. A l'inverse, tous les
lanthanides, a I'exception de Gd3*, possédent un fort Ay (Figure 2.18) et une relaxation
électronique des spins plus rapide que la rotation de la molécule et ainsi induisent un
effet PCS.

Ce| Pr| Nd |Sm| Eu Gd Tb Dy Ho Er Tm Yb

Figure 2.18 : Schéma représentant les propriétés paramagnétiques de certains lanthanides. Le
rayon des sphéres jaune indique I'amplitude de I'effet PRE. Les isosurfaces de I'effet PCS sont
représentées telles que calculées avec le Ay de la calbindin Ds. Adaptée de (Pintacuda et al.
2007).

Quel que soit le centre paramagnétique introduit, proche de ce dernier les signaux des
groupements méthyles seront élargis voire invisibles en raison de I'augmentation de la
relaxation transversale induite par la présence du centre paramagnétique (effet PRE). La
distance jusqu’a laquelle les signaux sont invisibles ainsi que celle jusqu’a laquelle
I'intensité des signaux est affectée dépend de l'intensité de I'effet PRE dépendant lui-
méme de la nature du centre paramagnétique. L'effet PRE étant proportionnel a
I'inverse de la puissance sixieme de la distance entre le centre paramagnétique et le
noyau d’intérét, la sphéere pour laquelle on observe un effet PRE est plus petite que celle
pour laquelle on observe un effet PCS, qui elle sera proportionnelle a I'inverse de la
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puissance cube de la distance entre le centre paramagnétique et le noyau d’intérét. De
la méme maniere, la distance jusqu’a laquelle les déplacements chimiques sont affectés
par I'effet PCS va dépendre de la nature du centre paramagnétique introduit et de
I’'asymétrie de sa sphere de coordination. En regle générale la distance maximale pour
laquelle un effet PRE peut étre mesuré avec suffisamment de précision est de I'ordre de
25 A dans le cas d’un groupement nitroxide alors qu’un effet PCS peut toujours é&tre
mesuré jusqu’a 50 A dans le cas d’un lanthanide a fort Ay tel que le Dy3* (Haussinger et
al. 2009; Pritisanac et al. 2020) (Figure 2.19).

Figure 2.19 : Structures du domaine N-terminal
d’HSP90a. En haut: tous les groupements
méthyles & une distance de 25A du centre
paramagnétique (sphére verte — groupement
nitroxide) sont colorés en bleus. Ce sont les sondes
pour lesquelles un effet PRE peut étre détecté. Les
groupements méthyles colorés en rouge sont ceux
invisibles en raison de la trop grande proximité
avec le centre paramagnétique qui conduit a une
forte relaxation transversale. En bas : comme en
haut, a l'exception de la nature du centre
paramagnétique (lanthanide). Les sphéres bleues
représentent les groupements méthyles ¢ 40 A du
centre paramagnétique et pour lesquels un effet
PCS peut étre observé. Les cercles semi
transparents rouge et bleu représentent
respectivement la zone ou les groupements

méthyles sont invisibles et celle ou leur intensité /
les déplacements chimiques sont affectés par la
présence du centre paramagnétique. Adapté de
(Pritisanac et al. 2020).

Pour [I'attribution des groupements méthyles par PRE ou PCS, le groupement
paramagnétique doit étre introduit de facon spécifique sur la protéine, généralement
sur une cystéine accessible ou sur une lysine. Et, ce dernier doit également avoir des
degrés de liberté conformationnelle réduits afin de pouvoir mesurer avec précision les
distances entre le centre paramagnétique et les groupements méthyles. Une paire de
cystéines proches dans I'espace peuvent également étre employées pour fixer le
groupement paramagnétique et limiter ses degrés de liberté comme présenté par
Lescanne et al. (Lescanne et al. 2017). Toutefois, contrairement a Iattribution
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employant I'effet NOE, plusieurs échantillons avec un centre paramagnétique placé a
différents endroits de la protéine sont généralement nécessaires pour assurer un fort
taux d’attribution des groupements méthyles de la protéine. De plus pour mesurer
I'effet paramagnétique, un spectre acquis avec la méme protéine d’intérét doit
également étre effectué lorsque cette derniére est liée a un centre diamagnétique. En
effet, les déplacements chimiques d’une protéine sont sensibles a la liaison d’un ion
métallique ou d’un groupement nitroxide que celui-ci soit paramagnétique (Equation
2.1) ou diamagnétique (Equation 2.2).

Protéine d’intérét + Centre paramagnétique = Déplacements chimiques dus a la présence du
centre magnétique + Effet paramagnétique (Equation 2.1)

Protéine d’intérét + Centre diamagnétique = Déplacements chimiques dus a la présence du
centre magnétique (Equation 2.2)

Ainsi, la comparaison des deux spectres (Equation 2.1- Equation 2.2), en ayant choisi
idéalement un centre diamagnétique similaire a celui paramagnétique, permet d’avoir
acces uniquement a I'effet paramagnétique. Par exemple, deux lanthanides
diamagnétiques existent La3* et Lu** dont le rayon ionique est similaire au rayon ionique
de différents lanthanides paramagnétiques.

Attribution basée sur les effets PRE : PRE-assign

En utilisant cing mutants pour lesquels des groupements nitroxides paramagnétiques
ont été introduits a différentes positions sur la protéine EIN (27 kDa), le logiciel « PRE-
assign » (Venditti et al. 2011) a permis d’attribuer 47 % des 140 groupements méthyles
alanine, isoleucine, leucine et valine correctement et sans ambiguité (comparaison faite
avec une attribution des groupements méthyles A, |, L et V effectuée avec une
expérience NOESY). Afin de pouvoir mesurer |'effet PRE, un échantillon diamagnétique
est préparé pour chacun des cing mutants en ajoutant de l'acide ascorbique. Le
programme fonctionne selon un protocole en trois étapes qui visent a simultanément
chercher la meilleure attribution possible des groupements méthyles tout en en
raffinant la position du groupement nitroxide. Afin de limiter les attributions ambigués,
le type de chaque groupement méthyle (i.e. alanine, leucine/valine et isoleucine) est
fourni. Il est reporté qu’approximativement un centre paramétrique supplémentaire
doit étre ajouté pour chaque 6 kDa additionnel de protéine pour espérer obtenir une
attribution compléte et fiable des groupements méthyles. Cette technique est donc tres
chronophage en termes de préparation d’échantillons. De plus, 40 % des 140
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groupements méthyles sont attribués correctement mais avec ambiguité et 13% des
attributions proposées par « PRE-assign » sont incorrectes pour la protéine EIN.

Attributions basées sur les effets PCS : POSSUM et PARA-assign

Le programme POSSUM (John et al. 2007) a été employé pour l'attribution des
groupements méthyles d’'un complexe de 30 kDa ou les ions divalents du site actif ont
été remplacés par un lanthanide. La3* a été choisi comme centre diamagnétique et Dy3*
comme centre paramagnétique. L'emploi de Dy3* ayant une forte anisotropie de tenseur
de susceptibilité magnétique engendre d’importants déplacements chimiques par
rapport au spectre de la protéine liée au centre diamagnétique. De plus ce lanthanide
paramagnétique possede un fort effet PRE affectant grandement I'élargissement des
lignes *H ainsi rendant invisible la quasi-totalité des groupements méthyles situés dans
un rayon de 15 A par rapport & Dy3*. Une solution proposée par John et al. a été
d’introduire un second lanthanide : Yb®* & la place de Dy3*. Ce second lanthanide
posséde a la fois des effets PCS et PRE réduits par rapport au Dy3*. En combinant
I'analyse des spectres des différents échantillons marqués avec les différents
lanthanides il a été possible d’attribuer 84 % des groupements alanine, isoleucine,
méthionine, valine, thréonine et leucine du complexe étudié en comparant les effets
PCS observés aux effets PCS théoriques calculés connaissant la structure du complexe.
Ces chiffres sont augmentés lorsque la spécificité des groupements méthyles isoleucine,
leucine et valine est définie. Cependant la connaissance de |'anisotropie du tenseur de
susceptibilité magnétique, dont la détermination nécessite soit I'attribution d’un sous
ensemble de résonances méthyles soit celle compléte des groupements amides du
squelette de I’échantillon diamagnétique, est indispensable et se révele étre une
contrainte de taille (PritiSanac et al. 2020).

Le logiciel PARA-assign a également été utilisé pour attribuer des groupements
méthyles, ceux isoleucine, leucine et valine de HSP90-NTD, ma protéine d’étude, en
utilisant I'effet PCS. Différents mutants de HSP90O-NTD ont été produits. En effet, cette
derniére ne posséde pas de cystéine naturellement présente dans sa séquence et les
lanthanides ont été attachés par deux cystéines afin de limiter leurs degrés de liberté.
D’apreés les auteurs, il a été reporté qu’avec deux mutants différents comportant chacun
deux cystéines et un lanthanide (paramagnétique Yb3* / diamagnétique Lu3*) une
attribution fiable et non ambiglie de 60 % des 76 groupements méthyles (ile-61, leud1/62
et valy1/y2) d’HSP90-NTD était obtenue (Lescanne et al. 2017). Additionnellement, 36 %
des résidus étaient attribués de facon ambigiie mais correcte. Toutefois il est a noter
que la référence prise pour déterminer la véracité de I'attribution des groupements
obtenue par PARA-assign est celle de Shah et al. (Shah et al. 2012) qui ne dévoile aucune
attribution des groupements méthyles de HSP90-NTD. L’attribution des groupements
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isoleucines par Lescanne et al, non divulguée, aurait pourtant pu étre comparée avec
celle de Park et al. (Park et al. 2011) disponible librement. Finalement en 2018, Lescanne
et al. (Lescanne et al. 2018) ont publié I'attribution stéréospécifique des groupements
valines et leucines de HSP90-NTD obtenue en employant les PCS. Cependant nous
noterons que cette attribution, fiable d’aprés les auteurs, n’est en réalité juste qu’a 80
% (voir partie 2.7 — Article I).

Les méthodes d’attribution automatiques se basant sur les effets paramagnétiques sont
tres intéressantes pour aider a I'attribution des groupements méthyles. En effet, méme
si elles ne fournissent qu’une attribution partielle et qu’elles sont plus chronophages
que les méthodes d’attribution automatiques se basant sur I'effet NOE puisqu’elles
nécessitent la production de plusieurs échantillons, elles permettent d’apporter des
informations a plus longue distance pouvant se révéler cruciales.

2.5.3.2 Méthodes d’attribution automatique employant I’effet NOE

Il existe de nombreux programmes permettant Iattribution automatique des
résonances des groupements méthyles d’'une protéine se basant sur I'effet NOE. Le
premier en date MAP-XSII (Xu et al. 2009; Xu and Matthews 2013), développé en 2009,
a été rapidement suivi par cinqg autres programmes : FLAMENGO 2.0 (Chao et al. 2014),
MAGMA (PritiSanac et al. 2017), MAGIC (Monneau et al. 2017), MethylFLYA (PritiSanac
et al. 2019) et MAUS (Nerli et al. 2021). Ces six derniers permettent de comparer le
réseau de corrélations NOEs inter-méthyl a travers I'espace obtenu par des expériences
NOESY 3D sur la protéine d’intérét avec le réseau de corrélations NOEs extrait de la
structure 3D haute résolution a disposition pour proposer une attribution des
groupements méthyles la plus probable.

Ces logiciels utilisent différentes approches pour attribuer les groupements méthyles.
Par exemple, MAP-XSII et FLAMENnGO 2.0 utilisent une permutation avec Monte Carlo
ou une attribution initiale est donnée aléatoirement a chaque groupement méthyle puis
échangée itérativement. Chaque changement est évalué par une fonction qui est
maximisée quand l'accord entre les données mesurées expérimentalement et prédites
par la structure est optimal (PritiSanac et al. 2020). MAGIC quant a lui fonctionne avec
une approche utilisant la densité du réseau. Ainsi, les possibilités d’attribution sont
réduites en prenant en compte le fait que les contributions NOE sont limitées avec la
distance et les échanges d’attributions se font uniquement localement (Monneau et al.
2017). Cependant, méme si leurs approches sont variables il a été reporté que toutes
les méthodes d’attribution automatique présentaient des performances accrues lorsque
des informations sur le type d’acide aminé (Ala, lle, Leu, Met, Thr, Val) étaient données
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initialement (PritiSanac et al. 2020) et encore plus quand la stéréospécificité (leucine,
valine) et régiosélectivité (isoleucine) du marquage étaient spécifiées.

L'utilisation de I'effet NOE pour attribuer les groupements méthyles d’une protéine
présente plusieurs avantages, notamment le fait qu’aucune mutation ni modification
n’est nécessaire sur la protéine d’intérét. De plus, contrairement aux méthodes basées
sur une approche paramagnétique, un unique échantillon est suffisant pour la collecte
de données RMN. Toutefois certains inconvénients ont également été reportés. En effet,
de par la nature « courte-distance » des NOEs et la possible diffusion de spin a temps de
mélange élevés, l'interprétation des NOEs peut s’avérer compliquée et mener a des
ambiguités dans I'attribution (PritiSanac et al. 2020). De plus, certains groupements
méthyles peuvent étre isolés, notamment lorsqu’ils se situent a la surface de la protéine
et ainsi ne disposent pas de réseau de NOEs permettant leur attribution. Une solution
proposée pour pallier, en partie, ce premier probléme est de deutérer uniformément la
protéine avec une protonation sélective uniquement sur les groupements méthyles
comme proposé par Sounier et al. et Ayala et al. (Sounier et al. 2007; Ayala et al. 2020).
Ainsi, des pics de corrélation NOEs peuvent étre observés pour des sondes situées
jusqu’a 10-12 A I'une de I'autre. Enfin, une structure haute résolution est nécessaire
pour définir avec exactitude les coordonnées des groupements méthyles. Il est a noter
que cette derniere doit également étre compatible avec les données RMN pour pouvoir
en déduire des attributions. En effet, les données RMN en solution reportent des
informations sur un ensemble d’états moléculaires alors que généralement a I'état
cristallin une unique structure est obtenue (PritiSanac et al. 2020).

Le programme d’attribution automatique le plus récent (MAUS) a été comparé
simultanément aux cinq autres logiciels d’attribution automatique en utilisant 8
protéines de référence (a I'exception de MAGMA qui a été comparé avec MAUS sur
d’autres protéines de références) (Nerli et al. 2021). Il a été montré qu’en moyenne, les
différents programmes d’attribution automatique permettent une attribution non-
ambigué et fiable (> 60 %) méme si cette derniére est la majeure partie du temps
uniqguement partielle (Figure 2.20). Il est toutefois trés utile d’avoir accés a une
attribution fiable d’une partie des groupements méthyles d’une protéine faite de facon
automatique et les programmes fournissent également des informations sur les
attributions ambigués qui sont précieuses pour terminer I'attribution manuellement.
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Figure 2.20 : Histogramme résumant les performances de différents programmes d’attribution
automatique des groupements méthyles pour cing protéines : HLA-AO1, HLA-A02, HNH, IL-2 et
REC2. Les données proviennent du tableau de Nerli et al. (Nerli et al. 2021).

2.6. Application des différentes stratégies d’attribution a HSP90-NTD Apo
— Article |

Pour attribuer les groupements méthyles du domaine N-terminal de HSP90 Apo
marquée U-[2H,°N, 12C], 13CH3 — (lle-61, Leu-8,, Val-y,, Ala-B, Met-g, Thr-y,), les trois
stratégies développées en 2.5.1, 2.5.2 et 2.5.3.2 ont été employées. En effet, méme si
HSP90-NTD est une protéine de taille modérée (26 kDa) dont I'attribution du squelette
devrait étre évidente et permettre d’attribuer par transfert les groupements méthyles
Ala, lle, Leu, Val de facon simple, il se trouve que la flexibilité de la protéine et sa
dynamique dans la gamme de temps ps-ms rendent I'attribution du squelette et donc
des groupements méthyles par transfert plus complexe qu’au premier abord.

De plus, HSP90-NTD est une protéine tres flexible rendant cette cible particulierement
complexe pour les méthodes d’attribution automatique des groupements méthyles. Les
taux de succes reportés par les différents programmes pour HSP90-NTD varient entre
24 et 69 % (PritiSanac et al. 2017, 2019, 2020; Monneau et al. 2017). Cependant, les
programmes peuvent également attribuer de facon non ambiglie un résidu
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incorrectement. En utilisant MAGIC je n’ai pu attribuer automatiquement que 34 % des
groupements méthyles de la protéine avec un score de confiance élevé.

En employant les trois stratégies développées précédemment j’ai pu attribuer 100 % des
groupements méthyles d’HSP90-NTD marquée U-[?H,*°N, 12C], 3CH3 — (lle-61, Leu-ProS,
Val-ProS, Ala-B, Met-g, Thr-yz) et les résultats de ce travail d’attribution sont présentés
dans l'article qui suit. La méthode SeSAM de mutagénése dirigée a été utilisée pour
attribuer la majorité des groupements méthyles des acides aminés : alanine, thréonine
et méthionine. En effet, méthionines et thréonines ne peuvent étre attribuées en
utilisant le transfert d’attribution du squelette aux groupements méthyles dd,
respectivement, a la présence d’un atome de soufre empéchant l'utilisation des
expériences « out and back HCC/HC(C)C/HC(CC)C » et a I’absence de thréonine marquée
Thr-[1,2,3-13C, 2,3-?H,, 3C'Hs-y] disponible commercialement. Les corrélations NOEs
inter-méthyles a travers I'espace ont également servi pour compléter I'attribution des
alanines et thréonines. Concernant les isoleucines, leucines et valines la méthode du
transfert d’attribution du squelette aux groupements méthyles a été employée en
utilisant les précurseurs 2-hydroxy-2-(1’,1’-[?H,],1’,2’-[*3C;])-ethyl-1,2,3-[*3C3],4,4,4-
[?Hs]-3-oxobutanoate (Figure 2.12) ainsi que celui nouvellement développé 1,2,3-[*3C;]-
2-[13C'Hs3]-2-[0?H]-3-0x0-4,4,4-[*Hs]-butanoate (Figure 1 — Article 1) permettant de lier
directement les groupements méthyles lle- 61 et pro-S des leucines et valines au
squelette par une chaine de carbone marquée 3C. Ces derniers ont permis I’attribution
de 100 % des isoleucines, leucines et valines pour lesquelles une attribution du squelette
était disponible. La méthode SeSAM de mutagénese dirigée a été utilisée pour
compléter I'attribution des résidus isoleucine et leucine pour lesquels I'attribution du
squelette n’était pas disponible.

Dans ce travail interdisciplinaire ma contribution a consisté en la production des
différents mutants et des échantillons marqués de HSP90-NTD dans lesquels le nouveau
précurseur développé par Dr. O. Hamelin a été incorporé. Jai acquis les expériences 2D-
SOFAST-[*H-13C] sur les différents mutants et participé a I'acquisition des expériences de
triples résonances et de « out and back HCC/HC(C)C/HC(CC)C » implémentées par Dr. J.
Boisbouvier. J'ai analysé les différents types de spectres, attribué les résonances des
groupements méthyles de HSP90O-NTD et j’ai également rédigé I’article avec I'aide du Dr.
J Boisbouvier.

Article |: « Optimized precursor to simplify assignment transfer between backbone
resonances and stereospecifically labelled valine and leucine methyl groups : application
to human Hsp90 N-terminal domain »
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Abstract

Methyl moieties are highly valuable probes for quantitative NMR studies of large proteins. Hence, their assignment is of
the utmost interest to obtain information on both interactions and dynamics of proteins in solution. Here, we present the
synthesis of a new precursor that allows connection of leucine and valine pro-S methyl moieties to backbone atoms by linear
13C-chains. This optimized *H/'3C-labelled acetolactate precursor can be combined with existing '3C/*H-alanine and iso-
leucine precursors in order to directly transfer backbone assignment to the corresponding methyl groups. Using this simple
approach leucine and valine pro-S methyl groups can be assigned using a single sample without requiring correction of 'H/*H
isotopic shifts on '*C resonances. The approach was demonstrated on the N-terminal domain of human HSP90, for which

complete assignment of Ala-f, Ile-§,, Leu-6,, Met-¢, Thr-y and Val-y, methyl groups was obtained.

Keywords NMR - Assignment - Methyl groups - Acetolactate - HSP90

Introduction

Solution state NMR is the method of choice to characterize
proteins at atomic level and to probe their dynamics over
a wide range of biologically relevant timescales. However,
for a long-time, study of high molecular weight proteins by
NMR remained a challenge, notably due to the extensive
line broadening of NMR signals in large proteins. Methyl
groups have been widely studied and are extremely useful to
overcome this issue that has hampered, in the past, quantita-
tive NMR studies on large proteins. Indeed, due to the proton
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multiplicity and their favorable relaxation properties, methyl
groups allow the detection of NMR signals even for large
proteins (Tugarinov et al. 2003). Nowadays, methyl groups
are important probes to investigate molecular dynamics
(Sprangers and Kay 2007) and to provide functional insight
(Rosenzweig et al. 2013; Mas et al. 2018) on assemblies
weighing up to 1 MDa. Specific labelling of methyl groups
on perdeuterated large proteins allows the measurement of
long-range distance restraints, up to 12 A. (Sounier et al.
2007; Ayala et al. 2020) and enables, in combination with
other structural biology techniques such as SANS/SAXS
(Lapinaite et al. 2013) or Cryo-EM (Gauto et al. 2019), to
solve the structure of complexes of several hundreds of kDa.

For the past 20 years, a plethora of protocols overexpress-
ing proteins in M9/2H20 based E. coli growth medium and
leading to specific protonation of methyl groups in perdeu-
terated proteins without scrambling of protons to other sites
have been elaborated. On one hand, the direct incorporation
of the methyl labelled amino acid in M9/2H20 is employed
for the specific labelling of 13C'H3—alanine (Isaacson et al.
2007; Ayala et al. 2009), '*C'H;-methionine (Gelis et al.
2007; Stoffregen et al. 2012) and '*C'H,-threonine (Velyvis
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etal. 2012; Ayala et al. 2020). On the other hand, as leucine,
valine and isoleucine residues are at the end of irreversible
metabolic pathways in E. coli, precursors can be incorpo-
rated in the growth medium for their cost-effective labelling.
The first precursors introduced to label isoleucine or leu-
cine and valine residues were 2-keto acids: a-ketobutyrate
(Gardner et al. 1997) and a-ketoisovalerate (Goto et al.
1999; Hajduk et al. 2000; Gross et al. 2003), respectively.
However, a-ketoisovalerate used as a precursor for leucine
and valine residues is leading to a non-stereospecific label-
ling of both pro-S and pro-R '3C]H3 groups resulting in over-
crowded spectra for high molecular weight proteins, even
when both sensitivity and resolution have been improved
using a non-stereospecific '*C'H,/'?C?H, a-ketoisovalerate
(Tugarinov and Kay 2004b).

To prevent peak overlaps and to facilitate studies of
large molecular weight assemblies, methyl labelled ace-
tolactate has been used as an alternative precursor (Gans
et al. 2010). This latter enables the stereospecific '*C'H;-
labelling of valine and leucine methyl groups and therefore
halves the number of peaks observed whilst improving by
two the sensitivity of the spectrum as compared to labelling
at 50% pro-S and 50% pro-R methyl moieties using opti-
mized *C'Hy/"*C*H; a-ketoisovalerate (Tugarinov and Kay
2004b). This interesting precursor also enhances the inten-
sity of NOE cross peaks and increases the distance threshold
at which NOE cross peaks can be detected by 20% (Gans
et al. 2010).

However, despite the tremendous progress made in pro-
tocols to selectively introduce protonated methyl groups in
perdeuterated proteins, sequence specific assignment, essen-
tial for analyzing a variety of NMR data, remains an impor-
tant challenge for large molecular assemblies. Several meth-
ods to solve the bottleneck of assignment of large proteins
have been developed including parallel mutagenesis strate-
gies (Amero et al. 2011), structure based approaches using
the analysis of NOE cross peaks with various programs
(Pritisanac et al. 2020), MAP-XSII (Xu and Matthews 2013),
FLAMEnGO 2.0 (Chao et al. 2014), MAGMA (PritiSanac
et al. 2017), MAGIC (Monneau et al. 2017), MethylFLYA
(PritiSanac et al. 2019), MAUS (Nerli et al. 2021) or the
“divide-and-conquer” approach (Gelis et al. 2007; Sprangers
and Kay 2007) which is based on separation of large proteins
into smaller fragments, assigning these and transferring the
assignment back to the full-length protein. For proteins of
moderate molecular weight or fragments of large assemblies
for which backbone assignment is available, it is possible to
connect methyl resonances to those of the backbone. This
requires a sample with '3C'H; labelled methyl groups con-
nected to the backbone by a linear '*C-chain. With such a
sample, transfer from the assigned backbone to the methyl
groups can be achieved using either unidirectional transfer
from methyl groups to HN using (HM)CM(CGCBCA)NH
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experiments (Tugarinov and Kay 2003) or ‘out and back’
HCC relay triple resonance experiments (Tugarinov and Kay
2003; Ayala et al. 2012; Mas et al. 2013).

A combination of these techniques to assign methyl
groups in addition with a stereospecific labelling, enhancing
the sensitivity of the spectrum by a factor two and signifi-
cantly reducing signal overlap, should lead to straightfor-
ward leucine and valine methyl group assignment. Labelling
schemes, connecting non-stereospecifically both leucine and
valine methyl groups (Tugarinov and Kay 2003), or only
pro-R methyl moieties (Mas et al. 2013; Kerfah et al. 2015a),
to the assigned backbone are already available. However,
with such precursors additional samples are required either
to stereospecifically assign the methyl group (Tugarinov and
Kay 2004a; Gans et al. 2010) or to link the pro-S methyl to
the pro-R one (Mas et al. 2013; Kerfah et al. 2015a). Here
we introduce the synthesis of a new dissymmetric '*C/*H-
labelled acetolactate, a precursor that allows to directly con-
nect the assigned leucine and valine backbone atoms to the
pro-S methyl groups via a linear '*C chain using only one
sample. This new labelling scheme has been applied to the
N-terminal domain of human HSP90 (HSP90-NTD) and we
present here the full assignment of methyl moieties of this
protein.

Materials and methods
Synthesis of 1,2,3-['3C;]-4,4,4-[*H;]-acetolactate
Synthesis of ethyl 1,2,3-[3C;]-3-oxo-butanoate

A solution of LIHMDS (7.80 g, 46.6 mmol, 2.1 equiv.) in
freshly dried THF (150 mL) was cooled to — 78 °C under
argon. 1,2—['3C2]—ethyl acetate (2.00 g, 22.2 mmol, Cam-
bridge Isotope Laboratory, CIL) was added dropwise. The
resulting solution was stirred at — 78 °C for 15 min, then
I-[”C]-acetyl chloride (1.60 mL, 22.2 mmol, 1 equiv., CIL)
was added dropwise. The resulting mixture was stirred at
— 78 °C for additional 30 min then quenched by addition of
a20% aqueous solution of "HCI (15 mL). After three extrac-
tions with Et,O, the organics were combined, washed with
saturated Na'HCOj solution then dried over Na,SO,. Con-
centration under vacuum affords the desired product (2.88 g)
which was used in the next step without further purification).

'"H NMR:(C?HCl;), 6: 4.21 (dq, O-CH,, *J('H-
'H)=7.1 Hz, *J('H-*C)=3.2 Hz, 2H); 3.46 (dt, *C-'3CH,-
3¢, 4J('H-"*C)=6.5 Hz, 'J("H-3C)=130.1 Hz, 2 H); 2.28
(dd, CH;-"*C, 3J('H-3C) = 1.4 Hz, 2J("H-*C) =6.1 Hz, 3H),
1.30 (t, OCH2-CH3, *J("H-"H)=7.1 Hz, 3H).

Synthesis  of  ethyl  1,2,3-["*C,]-2-["*C"H,]-3-o0x0-
butanoate '*C'H;-1(752 mL, 11.99 umoles, 1.1 equiv, CIL)
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was slowly added to a solution of ethyl 1,2,3-['*C,]-3-0x0
butanoate (1.45 g, 10.90 mmol) in EtO'H (50 mL) cooled
to 0 °C before addition of K,CO; (1.66 g, 11.99 mmol, 1.1
equiv.). The resulting suspension was warmed to room tem-
perature then stirred for 18 h. The mixture was concentrated
to the fifth before addition of a large volume of Et,0. Excess
of K,CO; was filtered off and the filtrate concentrated under
vacuum to the fifth before a further addition of Et,O and a
second filtration. Concentration under vacuum affords the
desired product (1.03 g) as a colorless oil which was used in
the next step without further purification.

'"H NMR: (C*HCly), &: 4.21 (dq, O-CH,, *J('H-
'H)=7.1 Hz, *J("H-"*C)=3.0 Hz, 2H); 3.50 (dm, "*C-"*CH-
B¢, J('H-"*C)=129.0 Hz, 1H); 2.24 (dd, CH;-"*C, 3J('H-
13C)=1.3 Hz, 2 J('H-'3C) = 6.0 Hz, 3H), 1.36 (dm, '3CH,,
J('H-13C)=129.0 Hz, 3H), 1.28 (t, OCH,-CH,, *J('H-
'H)=7.1 Hz, 3H).

Synthesis of ethyl 1,2,3-['*C,]-2-[3C"'H,]-2-[0"H]-3-oxo-buta
noate To a solution of ethyl 1,2,3-['3C;]-2-['*C'H;]-3-oxo-
butanoate (995 mg, 6.72 mmol) in DMSO (8 mL), Cs,CO4
was added (440 mg, 1.35 mmol, 0.2 equiv.). After O, bub-
bling for 15 min, P(OEt); (233 mL, 1.35 mmol, 0.2 equiv.)
was added. The resulting solution was stirred under O,
atmosphere for 20 h. A large volume of Et,O was then added
followed by a saturated NaCl solution. The resulting phases
were separated and the aqueous one was extracted one more
time with Et,0. The organics were combined, dried over
Na,SO, then concentrated under vacuum to obtain ethyl
1,2,3-[13C;], 2-["*C'H;], 2-[0'H]-3-oxo0-butanoate as a yel-
low oil (1.142 g) and pure enough to be used in the next step
without further purification.

'"H NMR:(C?HCly), &: 4.25 (dq, O-CH,, *I('H-
'"H)=7.1 Hz, *J('"H-'*C)=3.2 Hz, 2H); 4.17-4.24 (m,
OH, 1H), 2.27 (dd, CH;-"*C, *J("H-'*C)=1.1 Hz, 2J('H-
13C)=6.1 Hz, 3H), 1.36 (dm, '*CH,, 'J('"H-"*C)=134.2 Hz,
3H), 1.28 (t, OCH2-CH3, *J('H-'H)=7.1 Hz, 3H).

Synthesis of sodium 1,2,3-["*C;]-2-["*C'H,]-2-[0?H]-3-ox0-4
,4,4-[*H;]-butanoate To a solution of ethyl 1,2,3-["*C,]-
2-['3C1H3]-2-[O'H]-3-0xobutan0ate (1.09 g) in 2H20 (4
mL), 0.4 equivalents of a solution of NaO’H (2.5 M) in
2HZO were added dropwise in 40 min, using a syringe pump
under argon. As soon as the addition was completed, 'H
NMR was carried out on a sample (few pL) in 2H20 in order
to calculate the conversion percentage [ratio between the
amount of hydrolyzed product (quadruplet at 1.60 ppm) and
the amount of starting material (quadruplet at 1.7 ppm)].
1.1 equivalents of a NaO?H solution (2.5 M) was added over
30 min with the syringe pump. As soon as the addition was
completed, an extraction with diethyl ether was carried out
in order to remove the by-product coming from the previous
step whose NMR signals prevent a good follow-up of the

hydrogen/deuterium ("H/?H) exchange on the 4-CH; (2.2
ppm). The 'H/?H exchange on 4-CH; was then monitored by
"H NMR and carried out by successive addition of NaO*H
(2.5 M) until the integral of the doublet corresponding to
the CHj; reaches the value of 0.1 when the quadruplet at 1.6
ppm integrates for 1.5. The reaction was immediately neu-
tralized with a concentrated >HCI solution to neutral pH and
then buffered with Tris—"HCI, (1.0 M, pH 7.5 in 2H,0). The
concentration of the resulting solution was then determined
by '"H NMR using methanol or acetonitrile as internal refer-
ence. The final product (3.02 mmol) was stored at — 80 °C.

'"H NMR:(C?HCl;), &: 1.37 (dq, 'CH;, ' J('H-
13C)=129.3 Hz, 2 J('H-"*C)=3.9 Hz, 1 H).

Preparation of isotopically labelled HSP90-NTD
samples

Escherichia coli BL21-DE3-RIL cells transformed with a
pET-28 plasmid encoding the N-Terminal domain of HSP90
o from Homo Sapiens (HSP90-NTD) with a His-Tag and a
TEV cleavage site were progressively adapted in three stages
over 24 h to M9/2H20. In the final culture, bacteria were
grown at 37 °C in M9 medium with 99.85% *H,O (Euriso-
top), 1 g/L >'N'H,CI (Sigma Aldrich) and 2 g/L p-glucose-d,
(for U-[?H, '>C, >'N] HSP90-NTD samples) or p-glucose-
13C¢-d, (CIL) (for U-[*H, '*C, >N] HSP90-NTD samples).

For methyl specifically labelled samples, the methyl
labelled precursors or amino-acids were added to the media
when the O.D at 600 nm reached 0.6 (Kerfah et al. 2015¢):

e Labelling scheme (A): for production of the U-[*H,
BN, 1°C], Ile-[2,3,4,4-*H,; 1,2,3,4-1C,; BC'H,°Y
['*C?H,;]"], Leu-[2,3,34-*H,; 1,2,3,4-3C,; [BC'H, ™Y
["2C2H PR, Val-[2, 3-2H,; 1,2,3-13C;; [*CH, P/
['2C2H3]"“"R] HSP90-NTD, a solution containing the
sodium 1,2,3-[13C4]-2-['*C'H,]-2-[0’H]-3-0x0-4,4,4-
[2H3]-butan0ale precursor was added at a concentration
of 172 mg/L 1 h before induction. 40 min later (20 min-
utes before induction) a solution containing 60 mg/L of
sodium (8)-2-hydroxy-2-(1',1'-[*H,], 1",.2"-['3C,])ethyl-
3-0xo-1,2,3-['3C3]-4,4,4-[2H3]butanoate (Kerfah et al.
2015a) was added to the medium.

e Labelling scheme (B): for production of the U-[H, "°N,
12C], Ala-[3C'H;]P, Met-["*C'H, ¥, Leu/Val-[*C'H;]P™
S, Tle-["*C'H;]®', Thr-['3C'H,]" HSP90-NTD, a HLAM-
APPPIMELVPrOSTY Kit, purchased from NMR-Bio, was
added before induction according to the manufacturer’s
protocol.

e Labelling scheme (C): U-[*H, "N, '2C] samples labelled
on a single type of methyl group were produced in small
scales (21 mL) to identify AP, M®, TY methyl type (3
samples) or to complete assignment using single point
mutants (Amero et al. 2011) (33 samples, list of mutants
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presented in the legend of Fig. S4). Single point amino
acid mutations were generated by GeneCust. For each of
these samples a single type of methyl groups was labelled
by addition of the corresponding NMR-Bio kit (SLAM-
AP, SLAM-M?, SLAM-I®', SLAM-T or DLAM-LVP™S)
in M9/°H,0 media 1 h before induction.

Protein production was induced by the addition of IPTG
to a final concentration of 0.5 mM. The cultures were grown
overnight at 20 °C before harvesting. Cells were collected
by centrifugation at 5500 g for 20 min at 4 °C then lysed by
sonication on ice in a buffer containing 20 mM phosphate
sodium buffer at pH 7.4, 0.5 M NaCl, 0.05% p-ME, antipro-
tease (cOmplete® EDTA free, 1 tablet for 50 mL), 50 ug/mL
DNAse (Sigma Aldrich), 50 ng/mL RNAse (Euromedex),
and 0.25 mg/mL Lysozyme (Euromedex). After removal of
cell debris by centrifugation (45,000xg, 30 min, 4 °C), the
supernatant was purified using an affinity chromatography
step (Ni-NTA, Superflow, QIAGEN) (labelling scheme A,
B and C), followed by a size exclusion chromatography step
(16/600 Superdex 75 PG, GE Healthcare) (labelling schemes
A and B only). The gel filtration column was run with an
isocratic step of the NMR buffer (20 mM Hepes, 150 mM
NaCl, 1 mM TCEP, pH 7.5).

The HSP90-NTD proteins were concentrated, using an
Amicon® 4 Centrifugal Filter Unit with a 10,000 MWCO
(Merck), either in a 90%/10% '"H,0/*H,O or in a 100%
’H,0 buffer containing 20 mM Hepes, 150 mM NaCl, 1
mM TCEP, pH 7.5. For labelling schemes A and B, samples
were concentrated to 0.5 mM and 200 pL of each sample
was loaded in 4 mm shigemi tube. The wild type and sin-
gle point mutants of HSP90O-NTD proteins labelled on only
one methyl type (labelling scheme C) were concentrated at
[0.1-0.4] mM and 40 pL of each sample was loaded ina 1.7
mm NMR tube.

NMR Spectroscopy

All NMR experiments acquired on HSP90-NTD samples
were recorded at 298 K. 2D 'H-'"*C SOFAST methyl TROSY
(Amero et al. 2009) experiments to identify each methyl
type as well as to assign individual methyl signals using sin-
gle point mutants were recorded for an average duration of
~1.5 h each, on a spectrometer operating at a 'H frequency
of 850 MHz and equipped with a 1.7 mm cryogenically
cooled, pulsed-field-gradient triple-resonance probe. All
other NMR experiments were acquired using Bruker Avance
III HD spectrometers equipped with 5 mm cryogenic probes
(operating at a 'H frequency of 600 or 950 MHz).

The 3D HCC, HC(C)C and HC(CC)C experiments
(Tugarinov and Kay 2003; Ayala et al. 2009, 2012; Mas
et al. 2013) were acquired on a spectrometer operating at
a 'H frequency of 600 MHz for a total duration of 4 days,
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using a 0.5 mM sample of U-[’H, N, "°C], Tle-[2,3,4,4-
*Hy; 1,2,3,4-°C,; PCH;PY/['*C*H;]"), Leu-[2,3,3,4-°H,;
1,2,3,4-3C,; [BCH,IP-5/[12C2H,]P™F], Val-[2,3-2H,;
1,2,3-13C5; [3C'H;1P™-S/[12C?H,]P°R] HSP9O-NTD. The
interscan delay was adjusted to 0.5-0.6 s, the heteronuclear
'H -> 13C transfer delay was set to 4 ms (1/(2 % lJHC)) and
the homonuclear '*C -> '3C transfer delay was fixed to 12.5
ms. The acquisition times were adjusted to 8-10.7 ms in the
13C indirect dimension, and to 70 ms in 'H direct dimension.

For the sequential assignment of backbone resonances,
a set of 6 BEST-TROSY 3D triple resonance experiments
(HNCA, HN(CA)CB, HNCO, HN(CA)CO, HN(CO)CA and
HN(COCA)CB (Favier and Brutscher 2019) were acquired
on a Bruker Avance III HD spectrometer equipped with a
cryogenic probe and operating at a 'H frequency of 600 MHz
for a total duration of 11 days using a 0.5 mM sample of the
U-[?H, "N, 3C] HSP90-NTD.

The 3D CCH HMQC-NOESY-HMQC NMR experiment
(Tugarinov et al. 2005; Torner et al. 2020) was recorded
over 3 days on a spectrometer operating at a 'H frequency
of 950 MHz using a 0.5 mM sample of U-[ZH, 5N, '2C],
Ala-["*C'H;]?, Met-['*C'H; ], Leu/Val-["*C'H,]P™5, Tle-
[*C'H,]?", Thr-['3C'H;]Y HSP90O-NTD. The interscan delay
was set to 1.1 s. The heteronuclear 'H -> 3C transfer delay
was set to 4 ms (1/(2x 'JHC)). The acquisition times in the
13C indirect dimension were set to 24.6 ms, (t,,,) and to
18.6 M (ty,,,)- In the 'H direct dimension ty,, was fixed to
80 ms. The NOE mixing period was set to 500 ms to detect a
maximum number of long-range intermethyl NOEs.

Data processing and analysis

All data were processed and analyzed using nmrPipe/
nmrDraw (Delaglio et al. 1995) and CcpNMR (Vranken
et al. 2005). Automated methyl assignment was performed
using MAGIC software (Monneau et al. 2017) using the ref-
erence structure of HSP9O-NTD (PDB: 1YES). Input NOE
lists for MAGIC were created with CcpNMR. MAGIC was
run with a score threshold factor of 1 and distance thresholds
of 7-10 A using all inter methyl NOEs detected (S/N thresh-
old of 5 was used) and given the assignment of isoleucines,
leucines and valines previously obtained by the three ‘out
and back’ HCC experiments as well as alanine, methionine
and threonine methyl groups assigned by mutagenesis as
additional input.

Results and discussion

To assign methyl groups of large perdeuterated proteins, pre-
viously assigned backbone resonances of these proteins can
be used (Tugarinov and Kay 2003; Ayala et al. 2012; Mas
et al. 2013). Nonetheless, to do so, methyl groups need to be
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connected, via a linear chain of '3C, to the backbone atoms
in order to be able to apply optimized experiments to high
molecular weight proteins. Strategies to label stereospecifi-
cally leucine and valine pro-R methyl groups and to con-
nect them to backbone nuclei have already been proposed
(Mas et al. 2013). However, it has to be noted that pro-S
methyl groups are often chosen over pro-R methyl groups as
they are both easier and cheaper to label stereospecifically
(Gans et al. 2010). In order to simplify assignment of pro-$
methyl groups using already assigned backbone resonances
and to avoid the need of an additional sample to link the
pro-S methyl to the pro-R one, a sample connecting the pro-
S '3C'H3-melhyl groups to the backbone atoms by a linear
13C-chain and labelled with '>C?H; on pro-R methyl moieties
to avoid signal loss would be optimal.

Synthesis of optimally labelled acetolactate
precursors and proteins

Taking into account the specificity of leucine/valine meta-
bolic pathway in E. coli, such an optimal labelling scheme
can be achieved in M9/2H20 medium using '3C/?H glu-
cose (Kerfah et al. 2015¢) as a carbon source together
with 1,2,3-['*C;]-2-['*C'H;]-2-[O*H]-3-0x0-4,4,4-[*H;]-
butanoate as suitably labelled acetolactate precursor. How-
ever, this latter cannot be synthetized from commercially
available materials by the traditional route starting from ace-
toacetate (Gans et al. 2010) since the corresponding labelled
starting material is not commercially available. Indeed,
acetolactate chemical synthesis is achieved by reaction of
iodomethane on acetoacetate (Gans et al. 2010). Whilst both
13C'H, labelling of the methyl substituent in position 2 and

deuteration of the methyl group in position 4 can be obtained
using '*C'H;[ as a starting synthesis material and hydrogen/
deuterium exchange in controlled basic conditions (Gans
et al. 2010), respectively, the '°C labelling of only the first
three carbons of the main chain using commercially avail-
able labelled acetoacetate materials is not achievable. There-
fore, as acetoacetate can be obtained by condensation of two
acetate moieties (Epstein et al. 1977), we decided to set up a
synthesis of dissymmetrically labelled acetoacetate starting
from commercially available ethyl 1, 2-['3C2]- acetate with
1-['*C]-acetyl chloride. Based on reported procedures, we
established a 4-step synthesis (Fig. 1) allowing to prepare
the desired precursor with an overall yield of 27%. In brief,
the dissymmetry is achieved by the Claisen condensation of
ethyl-1,2,[3C,]-acetate with 1-['*C]-acetyl chloride using an
optimization of a reported procedure (Epstein et al. 1977)
(a), followed by an alkylation in position 2 using '*C'H;I
(b) and a subsequent hydroxylation in position 2 (c). Finally,
the last step combining both saponification of the ester and
a hydrogen/deuterium exchange in position 4 is performed
under controlled basic conditions (d). This last step is very
delicate and requires a fine control of the basic condition as
a methyl rearrangement above a pH of 13.5 can take place
resulting in the interconversion of both methyl groups (Gans
et al. 2010). Steps (b) and (c) are not stereoselective, hence,
products of these latter steps were produced as racemic mix-
tures. The optimally labelled acetolactate, unstable at room
temperature, was aliquoted and stored at -80 °C.

The synthetized acetolactate precursor was incorpo-
rated in E. coli. M9/?H,0 culture media without any
further purification steps to label the overexpressed pro-
tein. Frozen acetolactate vials were thawed right before

0 o} 0
13|(! + 3|c! ; 13|Cl 13H b
P Sl ™ sc” ot 7 g ot
0 o) 0 0
I » I
PO 7O — N
= 3CH OEt D4C 156 ONa
9CH, 3CH,4 oD

Fig.1 Synthetic scheme for preparation of specifically labelled
sodium 1,2,3-[13C;]-2-["*C'H;]-2-[0%H]-3-0x0-4,4,4-[*H;]-butanoate.
a i—LiHMDS (2.1 equiv.), dry THF, — 78 °C; ii—1,2-["*C,]-ethyl
acetate (1 equiv.), — 78 °C, 15 min.; iii—l-[”C]-acelyl chloride

(1.0 equiv.), — 78 °C, 30 min.; iv—'HCl 20%; b K,COj5 (1.1 equiv.),
BC'H;I (1.1 equiv.), 0 °C, 18 h, EtO'H; ¢ Cs,CO;5 (0.2 equiv.),
P(OEY), (0.2 equiv.), O,, DMSO, 20 h. d i—NaO’H (2.5 M), *H,0;
ii—"HCI 35%; Tris buffer pH 7.5; 27% overall yield
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«Fig.2 Assignment transfer from the backbone to LeuP™S, ValPoS
and Ile-8, methyl groups of HSP90-NTD. Examples of 2D-extracts
from 3D ‘out and back’ HCC (i), HC(C)C (a, d. f and j) and HC(CC)
C (b, e and g) experiments correlating 'H (F;) and '°C (F,) methyl
resonances with '3Cﬁ (blue) or '*C, (red) in F, dimension. Pan-
els ¢ and h display the corresponding 2D HNCA and HN(CA)
CB extracts for Ile-81 (c) and Ile-151 (h) allowing to connect Leu-
80-8, (pro-S), Ile-81-8,, Val-150-y, (pro-S), Ile-151-8, methyl
groups to previously assigned backbone atoms. 3D spectra were
recorded on an NMR spectrometer operating at a proton frequency of
600 MHz using the U-[’H, N, 13C], Tle-[2,3.4,4-°H,; 1,23, 4-°C,;
BC'H,IP/[*C*H,]7], Leu-[2.33.4-°Hy; 1,2,34-Cy; [PC'HP™Y
[2C2H PR, Val-[2,3-2Hy; 12.3-°Cy; [PCTH, P S/[2C2H, k)
labelled sample or U-[?H, PN, '*C] labelled sample (3D HNCA and
HN(CA)CB). k and 1 represent magnetization transfer schemes cor-
relating with the strips (a, b, ¢, d, e) and (f, g. h, i, j), respectively.
Except when specified, all hydrogen atoms are *H

addition in the culture medium to avoid degradation or
methyl rearrangement. It has to be noted that only the
2-(S) stereoisomer of acetolactate is converted in vivo by
ketol-acid reductoisomerase (EC1.1.1.86) and dihydroxy-
acid dehydratase (EC 4.2.1.9) to form the stereospecifi-
cally labelled 2-keto-isovalerate. This latter is afterwards
directly converted into valine or combined with '*C/?H-
pyruvate, derived from the '*C/*H-glucose, to produce
leucine with the desired labelling pattern. The 2-(R)
stereoisomer of acetolactate is, itself, not a substrate of
ketol—-acid reductoisomerase and hence, induces no scram-
bling (Gans et al. 2010). The synthetized 1,2,3-['3C3]-
2-['3C'H3]-2-[02H]-3-oxo-4,4,4-[2H3]-butanoate can be
mixed with other known precursors allowing also to con-
nect methyl groups, such as Ile-3, (Kerfah et al. 2015a,
b; Torner et al. 2020), Ile-y, (Ayala et al. 2012) or Ala-p
(Ayala et al. 2009; Kerfah et al. 2015a; Torner et al.
2020), to backbone nuclei using a linear 13C chain. In
this study, we chose to label our sample on both leucine/
valine pro-§ and isoleucine-d, methyl moieties, by adding
Ile-8, precursor (sodium (S)-2-hydr0xy-2-(l’,]'-[ZHz], 1%
2'-[13C,])ethyl-3-0x0-1,2,3-['3C4]-4,4,4-[*H;]-butanoate
— (Kerfah et al. 2015a, b) together with our new optimized
acetolactate. The isoleucine precursor was added in the
culture medium 40 min later than the new precursor in
order to take into account co-incorporation incompati-
bilities between both the leucine/valine precursor and the
isoleucine one. Indeed, enzymes from ILV-pathway have
a tendency to process preferentially isoleucine precursor
instead of leucine/valine precursors (Kerfah et al. 2015b,
¢). Incorporation of both precursors during the protein
expression did not lead to a significantly different HSP90-
NTD yield with regards to the yields obtained in standard
M9/°H,0 media. No scrambling was detected neither to
the pro-R methyls groups of leucine and valine nor to the
isoleucine-vy, site (Fig. Sla).

Connection of I*'L%2V¥? methyl groups to C, and C;
atoms

Using this new precursor, it is possible to directly correlate
pro-S methyl groups of leucine and valine residues to their
respective C, and Cg. We decided to apply this strategy to
the N-terminal domain of human HSP90 (HSP90-NTD),
an extensively studied protein, whose isoform assign-
ment (a and B), including partial assignment of its methyl
groups, is available (Jacobs et al. 2006; Elif Karagoz et al.
2011; Park et al. 2011; Lescanne et al. 2017, 2018). Here,
we have focused on the N-terminal domain of the « iso-
form, a 29 kDa protein that contains 20 isoleucine, 18
leucine and 11 valine residues. This dynamic protein is
particularly challenging to assign using automatic methyl
assignment methods and reported success rates are ranging
from 27 to 69% (PritiSanac et al. 2017, 2019, 2020; Mon-
neau et al. 2017). In our hands, only 34% of the methyl
groups (30/87) could be assigned automatically with (1) a
single assignment, (2) a high NOE assignment complete-
ness of the strip related to each peak (>50%) and (3) a
high total confidence score value (>7) (Table S1) using
the HSP90-NTD X-ray structure (PDB: 1YES) and experi-
mentally detected NOE network. Therefore, this protein is
a good candidate to assess our experimental strategy based
on new precursors.

To do so, 200 puL at 0.5 mM of an optimally labelled sam-
ple was used to acquire three ‘out and back” HCC, HC(C)
C and HC(CC)C experiments (Tugarinov and Kay 2003;
Ayala et al. 2009, 2012; Mas et al. 2013) connecting labelled
I'L32V2 methyls groups to I''LYVP, IPLPV* and I°L® reso-
nances. 100 and 94% of the expected Cy and C, coherences,
respectively, were observed for the 29 kDa HSP90-NTD at
298 K (¢ ca. 20 ns) (Fig. 2). The three missing C, reso-
nances correspond to residues L56, 126 and 1110, two of
them being affected by extensive line broadening due to
conformational exchange. With such a high percentage of
observed C, and Cg resonances we demonstrate the appli-
cability of this method for medium size proteins. In order to
validate the strategy for larger proteins, the labelling scheme
was applied to the 87 kDa hetero hexameric protein prefoldin
from Pyrococcus horikoshii, containing 2« and 4p-subunits.
Only the B-subunits were labelled with the optimal labelling
schemes described above, whilst the a-subunits remained
perdeuterated (Fig. S1b). Three HCC experiments were col-
lected on this 0.2 mM sample of prefoldin at 310 K (7 ca.
60 ns). 95 and 60% of the expected Cy and C,, coherences,
respectively, were observed (Fig. S2) despite the high molec-
ular weight of the protein and the presence of doubled peaks
due to the presence of two inequivalent f-subunits in the
a,P4 hexameric prefoldin (Ohtaki et al. 2008). Such HCC
experiments were also acquired at 343 K (¢ ca. 30 ns) on
this hyperthermophilic prefoldin sample, enabling transfer
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of assignment between backbone atoms and methyl groups
(Torner et al. 2021).

Application to the sequence specific assignment of 13'L52y¥2
methyl groups of HSP90-NTD

Backbone sequential assignment was performed using 6
‘BEST-TROSY" triple resonance experiments (Favier and
Brutscher 2019). C, and C; resonances were assigned for
89% and 80% of the residues of HSP90-NTD respectively,
excluding the loosely structured N-terminal [1-16] and
C-terminal [225-236] regions. The segment L103-T115,
that covers the ligand binding site, is invisible by NMR due
to dynamics in the pus-ms timescale. Transfer of sequentially
assigned backbones resonances to isoleucine-8,, leucine-8,
and valine-y, methyl groups was achieved using ‘out and
back’” HCC experiments acquired on a U-[ZH, BN, I3C],
Ile-[2,3,4,4-2H,; 1,2,3,4-13C,; *C'H,1°"/[?C?H;]"], Leu-
[2,3,3,4-2H,; 1,2,3,4-13C,; [PC'H,;1P™-S/[12C?H;)PF], Val-
[2,3-2Hy; 1,2,3-13C; ['3C'H,1PS/['2C?H, 1P K] labelled
HSP90-NTD sample. 2D extracts from the HCC experi-
ments were compared with the corresponding ones from
the 3D HNCA and HN(CA)CB experiments and using C,
and Cj resonances, all the I*'L**V?* methyl groups could be
unambiguously connected to previously assigned backbone
atoms (Fig. 2). The assignment was transferred in one step,
very simply and efficiently without having to correct for the
isotopic shifts (Kerfah et al. 2015a). One must note that the
methyl-8, of Ile-33 and Ile-128 are superimposed in the 2D
methyl-TROSY spectrum, but were unambiguously con-
nected to the C resonances of both amino acids (Fig. S3).
Remained unassigned only methyl groups of L103, 1104,
L107 and 1110 for which backbone atoms are NMR-invisible
due to extensive conformational exchange. Therefore, single

point mutagenesis was used to assign three of these last four
1! or L% resonances (1104, L107 and 1110) (Fig. 3). The
remaining residue, L103, was assigned by a careful re-analy-
sis of both HCC and backbone triple resonance experiments
performed after the assignment of 1104.

Sequence specific assignment of AP M¢ TY methyl groups
of HSP90-NTD

In the previous U-[*H, N, 13C], Ile-[2,3,4,4->H,; 1,2,3,4-
Bc,; BC'HPY/[?C™H;]?, Leu-[2,3,3,4-2H,; 1,2,3,4-
|3C4', [IBCIH}]pro-S/[IZCZHS]pro-R]’ Va]—[2,3-2H2; 1,2,3-]3C3;
[3C'H;P~5/[12C?H,]P~k] HSP90-NTD sample, only
IP'L32V72 methyl groups were connected to backbone by a
linear '*C-chain. We did not incorporate labelled alanine
in HSP90-NTD culture for the sample used to acquire the
HCC experiments although it is commercially available with
an optimal labelling pattern (1,2,3-'3C3, 2-2H-Ala). We rec-
ommend for future studies to incorporate labelled alanine
in the culture medium to decrease the numbers of mutants
required to complete the assignment. Regarding methionine
and threonine residues, their assignment cannot be under-
taken using HCC experiments. Indeed, the sulfur atom
present on methionine residues prevents the use of HCC
experimens to assign methionine methyl moieties from avail-
able backbone assignment and the Thr—[l,2,3-I3C, 2,3-2H2,
13C'H3—y] labelled amino acid is not commercially available
impeding the use of HCC 3D experiments to transfer assign-
ment from backbone to threonine methyl groups in large
proteins. Therefore, in order to assign the remaining 38 AP
M?® and TY methyl groups, we decided to use a combination
of both single point mutations and through space intermethyl
NOE correlation peaks. To assign the remaining AP, M€ and
T methyl groups using inter-methyl NOE-connectivities a

[ # [
@& a ’ b Vo) C
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P o 180 P E
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o
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Fig.3 Assignment of HSP90-NTD methyl groups belonging to the
flexible loop covering ATP binding site. The 2D SOFAST methyl
TROSY spectra were recorded using either the isoleucine to valine
mutant samples using U-?H, '>C, "N]-Ile-["*C'H;]®! labelling
scheme, or the leucine to alanine mutant sample using U-[?H, '’C,

_@ Springer

I5N]-Leu/Val-['*C'H;]P™ labelling scheme. Spectra were recorded
at 298 K on a NMR spectrometer operating at a proton frequency of
850 MHz. a The HSP90-NTD mutant spectra of 1104V. b L107A. ¢
I110V. Each mutant spectrum extract (dark blue) was superimposed
with the wild type protein extract (black)
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U-[*H, "N, 12C], Ala-["*C'H,]?, Met-['*C'H;]%, Leu/Val-
[3C'H;]P°S, He-[*C'H;]®!, Thr-['3C"H,]" HSP90-NTD
sample was required. Indeed, intermethyl NOE connectivi-
ties between previously assigned isoleucine, leucine and
valine residues and unassigned AP, M® and T" methyl groups
simplify the assignment of methionine, threonine and ala-
nine methyl moieties.

First small-scale samples with only one type of methyl
eroup labelled AP, M® or T were prepared to identify the
amino acids type corresponding to each correlation remain-
ing to assign in the 2D methyl-TROSY spectrum. Then, we
overexpressed and purified in small scale 30 single point
'3C1H3-labelled mutants. In order to minimize secondary
chemical shifts replacement amino acids that were struc-
turally similar to the substituted amino acid were chosen
(Crublet et al. 2014) (Fig. S4).

Each of these samples containing 100 to 500 pg of
13C'H;-labelled single point mutant of HSP90-NTD were
used to acquire a 2D SOFAST-methyl-TROSY spectrum
(Amero et al. 2009, 2011) on a NMR spectrometer operating
at a 'H frequency of 850 MHz and equipped with a sample
changer and a 1.7 mm cryogenic probe head. This mutant
library allowed us to assign unambiguously 27 methyl
groups. Three spectra of single point mutants were more
complex to analyze due to chemical shift perturbations that
result from the introduced mutation (Fig. S5). Out of the 38
AP, M* and T methyl groups, eleven remained unassigned
after the first analysis of the mutant library, among them
eight methyls (one M* two AP and five T methyl groups) for
which mutants were not available and three T" methyl groups
whose mutant spectra were challenging to analyze. The sole
unassigned methionine methyl signal was unambiguously
assigned as the last remaining methionine residue (M98).

To complete the assignment for the last 10 methyl groups,
a 0.5 mM sample of U-[*H, "N, '2C], Ala-["*C'H,]P,
Met-["*C'H;]¢, Leu/Val-['*C'H;]PS, Tle-['*C'H;]®!, Thr-
['*C'H,]" labelled HSP90O-NTD was prepared to acquire
a 3D HMQC-NOESY-HMQC. A total of 344 intermethyl
NOEs cross peaks with a S/N>5 were detected between
methyls distant by up to 10 A. Examples of intermethyl
NOE and a matrix presenting all the observed NOEs are
displayed in Fig. 4. To assign the remaining 2 alanines and
8 threonines, the NOE connectivities and the previously
assigned methyls (49 I*'L%?V"? and 28 AP M® and T" methyl
groups) were used as input for the program MAGIC. Six
methyl groups [2 alanines (A141 and A145) and 4 thre-
onines (T90, T88, T115 and T149)] were unambiguously
assigned with both a high percentage of NOE correlation
peaks assigned and a high confidence score. Four threonines
(T94, T109, T176 and T184) were left either with multiple
assignments or an assignment with a low confidence score.
However, taking into account the information obtained from
the NOE-based assignment, the mutant spectra displaying
chemical shift perturbations (Fig. S5) were carefully reana-
lyzed allowing us to assign the four remaining threonine
methyl signals.

Finally, all the 87 methyl groups of HSP90-NTD were
assigned using both isoleucine precursor and the newly
labelled acetolactate for isoleucine, leucine and valine
methyl groups and this mixed NOE/mutants strategy for
alanine, methionine and threonine methyl moieties (Fig. 5,
Table S2). It can be noted that, there is, indeed, an overlap of
two isoleucines (133/1128) explaining only 86 visible peaks.
Even though dynamics in the intermediate regime broaden
the backbone resonances of the segment which is cover-
ing the ATP binding site [103—115] beyond the detection
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Fig.4 Detected intermethyl NOEs in human HSP90-NTD. a—c
Examples of 2D extracts of a 3D HMQC-NOESY-HMQC experiment
recorded using U-’H, "°C, 'SNI—Leu/Val—["’C'H3]"“""', lle—l”C’H,]m,
Met-["*C'H; %, Ala-["*C'H;)P, Thr-["*C'H,]” HSP9O-NTD sample on
a NMR spectrometer operating at a proton frequency of 950 MHz.
The planes were extracted at the methyl proton frequencies of L76
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(a), L56 (b) and 178 (¢). The NOEs detected are colored in red, blue
and green, respectively. d The NOEs detected in 2D extracts pre-
sented in panels a-c are displayed on the 3D structure of HSP90-NTD
(PDB: 1YES) by lines (red for L76, blue for L56 and green for 178).
e 2D matrix representing all the HSP9O-NTD methyl residue pairs for
which NOE cross-peaks have been detected
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Fig.5 Assigned 2D 'H-'C SOFAST methyl TROSY spectrum of
apo HSP90-NTD. Human HSP90-NTD was perdeuterated and specif-
ically '3C'"Hy-labelled on Leu/Val-['*C'H, "™, Tle-['*C'H;]®, Met-
[BC'H,), Ala-["*C'H,)P, Thr-['3C'H;]" methyl groups. Each signal is
annotated with the corresponding residue number. The spectrum was
recorded on a NMR spectrometer operating at a proton frequency of

threshold, the according methyl probes are visible. The
assignment of L1103, 1104, L107, T109, 1110, A111 and
T115 render this previously invisible region amenable to
NMR studies.

Conclusion

This research reports the synthesis of a new dissymmetric
13C/*H-labelled acetolactate, a precursor that allows to con-
nect directly, via linear 13C chains, backbone atoms to the
pro-S methyl groups of leucine and valine residues. This
optimized precursor can be combined with isoleucine pre-
cursor and 2H/"3C-alanine to enable the transfer of assign-
ment from backbone to methyl groups with only one sample
without requiring the correction of "H/?H isotopic chemical
shift for the '3C resonances. We expect that this new pre-
cursor will ease the assignment of leucine and valine pro-§
methyl groups of proteins using already assigned backbone
resonances as it simplifies the analysis of the NMR experi-
ments. This innovative labelling scheme was applied to the

@ Springer

950 MHz. On the bottom left side an insert represents the 3D struc-
ture of human HSP9O-NTD (PDB: 1YES). The methyl groups are
represented by spheres. Alanines, isoleucines, valines, leucines, thre-
onines and methionines are depicted in red, dark blue, black, orange,
light green and purple, respectively

29 kDa N-terminal domain of human HSP90 protein and to
the 87 kDa hetero hexameric prefoldin complex. Using both
isoleucine precursor and the newly labelled acetolactate,
we managed to simply and efficiently transfer the backbone
sequential assignment to all the isoleucine-8,, leucine and
valine pro-S methyl moieties of HSP90-NTD. This allowed
us to confirm or correct the residue specific assignment of
most isoleucine, leucine and valine methyl groups (2 assign-
ments were corrected for the 49 ILV residues—Table S2)
and the stereospecific assignment of prochiral methyl groups
(5 stereospecific assignments were inverted for the 29 leu-
cine and valine residues—Table S2). In addition to the full
assignment of I®'L3?V*? methyl groups, we have used a
mixed strategy based on mutagenesis and intermethyl NOEs
to assign 38 new methyl resonances corresponding to the
APMETY methyl moieties of HSP90-NTD. Hence, we show
that, despite extended conformational exchange that impedes
the complete backbone assignment, we managed to detect
and assign signals for all methyl probes including the ones
belonging to the segment covering HSP90 ATP binding site.
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2.7. Application des différentes stratégies d’attribution a HSP90-NTD en
complexe avec deux ligands

Grace a une collaboration avec le Dr. Matthias Frech (Merck KGaA), j’ai pu avoir acces
pendant ma thése a deux ligands pour lesquels I’attribution de HSP90-NTD en complexe
avec ces derniers a été entreprise et est présentée ci-dessous. L'intérét de ces deux
inhibiteurs sera précisé au chapitre 4.

2.7.1. HSP90-NTD en complexe avec un ligand conservant I’empreinte spectrale de la

protéine

HSP90-NTD en complexe avec le ligand 5-(2,4-dihydroxy-phenyl)-4-(2-fluoro-phenyl)-
2,4-dihydro-[1,2,4]triazol-3-one présente un spectre des résonances du squelette et un
spectre des résonances des groupements méthyles respectivement trés similaires a ceux
de la protéine dans son état Apo (Figure 2.21).
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Figure 2.21 : Spectre *H-13C des groupements méthyles de la protéine HSP90-NTD apo en noir
superposés avec ceux de la protéine HSP90-NTD liée au ligand 5- (2,4-dihydroxy - phenyl) — 4 - (2
-fluoro - phenyl) - 2,4- dihydro -[1,2,4]triazol-3-one en vert a la température de 293 K. La
structure de ce dernier est représentée en bas a gauche du spectre.
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Toutefois, il a été observé que lorsque la protéine était liée a cet inhibiteur, la stabilité
du complexe était plus grande que dans le cas de la protéine apo. Ainsi la température
d’acquisition des expériences RMN a pu étre augmentée. D’une température maximale
de 298 K pour la protéine apo a 0.6 mM il a été possible d’atteindre 308 K avec la
protéine liée au 5-(2,4-dihydroxy-phenyl)-4-(2-fluoro-phenyl)-2,4-dihydro-[1,2,4]triazol-
3-one pour la méme concentration de protéine. Cette augmentation de la température
a probablement affecté la contribution de I’échange conformationnel (Rex) a

relaxation transversale (R»ff).

En acquérant de nouvelles expériences de triple

résonances a haute température une résonance supplémentaire des groupements
amides appartenant au segment [L107-K116] a pu étre attribuée pour la protéine en
complexe avec cet inhibiteur comparé a la protéine apo (Figure 2.22).
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Figure 2.22 : a) Spectre >N BEST-TROSY de HSP90-NTD liée au ligand 5-(2,4-dihydroxy-phenyl)-
4-(2-fluoro-phenyl)-2,4-dihydro-[1,2,4]triazol-3-one, acquis a 308 K et sur un spectromeétre
opérant a une fréquence proton de 600 MHz. b) et c) représentent des zooms du panneau a).

Chaque résonance (a, b, c) est annotée avec le numéro de résidu correspondant.
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Tous les groupements méthyles ont été attribués a cette méme température pour
HSP90-NTD en complexe (Figure 2.23). L’attribution s’est basée (1) sur un transfert de
I'attribution des groupements méthyles de HSP9O-NTD Apo a HSP90-NTD en complexe
a 298 K puis a HSP90 liée a I'inhibiteur a 308 K en suivant I’évolution des pics en fonction
de la température par paliers de 5 °C pour la protéine en complexe. L'attribution s’est
poursuivie (2) en transférant I'attribution du squelette aux groupement méthyles pour
les isoleucines, leucines et valines en employant la méme stratégie que développée en
2.6 avec le précurseur optimisé et en utilisant le déplacement chimique de I'atome de
CB pour les alanines. Finalement 6 résidus étaient non attribués apres ces deux étapes
parmi lesquels deux alanines, trois thréonines et une méthionine. HSP90-NTD a été
produite avec deux différents marquages marquant spécifiquement un seul type de
méthyle a la fois: Ala-B et Thr-y,. En combinant les informations obtenues de ces
spectres, I'attribution des groupements méthyles de HSP90-NTD Apo et la structure
cristallographique d’"HSP90-NTD en complexe (PDB : 5J64 (Amaral et al. 2017)) il a été
possible d’attribuer chacun des six résidus restants.
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Figure 2.23 : Spectre SOFAST methyl TROSY 2D H-3C de HSP90-NTDa en complexe avec le ligand
5 - (2,4 - dihydroxy - phenyl) -4-(2-fluoro-phenyl)-2,4-dihydro- [1,2,4] triazol-3-one et acquis a
308 K. Chaque signal est annoté avec I'attribution du résidu correspondant. Les alanines,
isoleucines, thréonines, valines, leucines et méthionines sont colorées respectivement en rouge,
bleu, vert, noir, orange et violet.
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2.7.2 HSP90-NTD en complexe avec un ligand modifiant trés largement I'’empreinte

spectrale de la protéine

HSP90-NTD en complexe avec le ligand 5-[4-(2-Fluoro-phenyl) -5-oxo-4,5-dihydro-1H-
[1,2,4] triazol-3-yl] - N-furan - 2 - yimethyl-2,4-dihydroxy-N-methyl-benzamide présente
un spectre des résonances du squelette et un spectre des résonances des groupements
méthyles respectivement trés différents de ceux de la protéine dans son état Apo,
suggérant une autre conformation de la structure de la protéine. En repartant de zéro,
contrairement au ligand précédent, les différentes techniques employées pour attribuer
HSP90-NTD apo ont été de nouveau utilisées pour attribuer la protéine en complexe. Ce
ligand permet, comme le précédent, de stabiliser la protéine et d’acquérir des spectres
a plus haute température (308 K). Ainsi, 100 % des groupements méthyles et 92 % des
résidus du squelette hors prolines de HSP9O-NTD en complexe avec le 5-[4-(2-Fluoro-
phenyl) -5-ox0-4,5-dihydro-1H-[1,2,4] triazol-3-yl] - N-furan - 2 - yimethyl-2,4-dihydroxy-
N-methyl-benzamide ont été attribués. Par ailleurs, avec ce ligand induisant une tout
autre conformation de I'empreinte spectrale de la protéine toutes sauf une des
résonances du squelette appartenant au segment invisible [L107-K116] pour la protéine
Apo ont été attribuées avec ce second inhibiteur.

La note d’attribution qui suit, acceptée (sous presse) dans le journal « Biomolecular
NMR Assignment », présente les résultats ainsi que le processus d’attribution employé
pour HSP9O-NTD liée au 5-[4-(2-Fluoro-phenyl) -5-ox0-4,5-dihydro-1H-[1,2,4] triazol-3-
yl] - N-furan - 2 - ylmethyl-2,4-dihydroxy-N-methyl-benzamide. Dans cet article jai
produit les différents mutants et les échantillons marqués de HSP90-NTD. J’ai acquis les
expériences RMN et analysé ces derniéres. J'ai attribué les résonances du squelette et
des groupements méthyles et j’ai également rédigé I'article pour lequel je suis premiére
et co-correspondante auteure.

Article 1l : ”"NMR Assignment of Human HSP90 N-terminal domain bound to a long
residence time resorcinol ligand”
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Abstract

HSP90 is a major molecular chaperone that helps both folding and stabilization of various
client proteins often implicated in growth control and cell survival such as kinases and
transcription factors. However, among HSP90 clients are also found numerous oncoprot-
eins and, through its assistance to them, HSP90 has consequently been reported as a
promising anticancer target. Several ligand chemotypes, including resorcinol type
ligands, were found to inhibit HSP90, most of them in an ATP competitive manner.
Binding of some of these ligands modify significantly the NMR spectrum of the HSP90
ATP binding domain compared to the apo protein spectrum, hampering assignment
transfer from the previously assigned human HSP90 apo state. Here we report the
assignment of the Hy, N, BC’, 3C,, 3Cp, *Hmetny1, and *Crmetnyi chemical shifts of the
29 kDa HSP90 N-terminal domain bound to a long residence time resorcinol type
inhibitor: 5-[4-(2-Fluoro-phenyl)-5-ox0-4,5-dihydro-1H-[1,2,4] triazol-3-yl] - N-furan -
2 - yImethyl-2,4-dihydroxy-N-methyl-benzamide. 92 % of the backbone resonances and
100 % of the [*H, 3C]-resonances of AP, M¢, T?, L%, V2 and I®' methyl groups were
successfully assigned, including for the first time the assignment of the segment covering
the nucleotide/drug binding site. Secondary structure predictions based on the NMR
assignment reveal a structural rearrangement of HSP90 N-terminal domain upon ligand
binding. The long residence time ligand induces the formation of a continuous helix
covering the ligand binding site of HSP90 N-terminal domain accounting for the large
differences observed in the NMR spectra between the apo and bound proteins.

Key words: HSP90, resorcinol ligand, NMR, methyl groups, backbone, assignment

Biological Context Song et al. 1995; Csermely et al. 1998) but
Heat shock protein 90 (HSP90) is a highly ~ Which is, however, absent in archaea
conserved molecular chaperone that is ~ (Pearl and Prodromou 2006). Several
found both in bacteria and eukaryotes ~ homologues of HSP90 exist in higher

(