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Relaxation et phénomenes dynamiques
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Application aux protéeines
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A key question :
explore multiple states of proteins and their plasticity

The folding problem

Representative starting structures

Transition state
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A key question :
explore multiple states of proteins and their plasticity
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A key question :
explore multiple states of proteins and their plasticity
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The “non” folding problem
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flexible ensemble
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Multiple states of proteins : a continuum from order to disorder
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Uversky, V. N.; Oldfield, C. J.; Dunker, A. K. J. Mol. Recognit., 2005, 18, 343.

Habchi, Tompa, Longhi & Uversky, Chemical reviews 2014, introducing protein intrinsic disorder
van der Lee et al., Chemical reviews 2014, classification of IDRs and IDPs
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A key question :
explore multiple states of proteins and their plasticity
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Importance cruciale de caractériser la dynamique et la multiplicité des états d'une protéine le




Structural biology and Nuclear Magnetic Resonance

Qu’est ce que la RMN des protéines apporte aujourd’hui ?
- Les questions spécifiques pour lesquelles la RMN n’est pas la meilleure solution

» Structure Diffraction des RX
- “Grosses” protéines / assemblages bien structurés Microscopie Electronique

- Complexes macromoléculaires Spectrométrie de masse

» Dynamique

- cinétiques pouvant étre suivies par d’autres techniques

- suivi de réactions “rapides” hors équilibre (<s) Fluorescence, DSC, ...
- “faibles” quantités (<10uM) Stopped-flow
» Interactions
- Parametres cinétiques et thermodynamiques globaux pour les ITC, SPR, ...
interactions “fortes” DC
] Ehangement “globaux” de structures DLS, SEC-MALS
- “In cell SAXS
Fluorescence
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Structural biology and Nuclear Magnetic Resonance

Qu’est ce que la RMN des protéines apporte aujourd’hui ?
- Les questions spécifiques auxquelles la RMN peut apporter des réponses spécifiques

» Structures
- substances naturelles, petites molécules libres ou liées
- protéines de taille ‘raisonnable’
- protéines difficilement cristallisables, membranaires
- partenaire au sein de complexes supramoléculaires
- états multiples en échange
- états peu peuplés

» Dynamique
- flexibilité interne sur une large échelle de temps
- boucles
- fragments flexibles (“Intrinsequement Désordonnés”)
- allostérie
- mouvements de domaines
- cinétique
- repliement, interaction
» Interactions
- Changements de conformations/flexibilité au cours de I'interaction
- Interactions transitoires
- Cinétique et thermodynamique des interactions
- Interfaces

» Variation des conditions expérimentales (T, P, concentration en sel, solvant, etc.)

» In cell analysis

Carine van Heijenoort - La RMN pour I'analyse de la dynamique des protéines



Questions

@ Qu’est ce que I'on entend par “dynamique” ?

< Entropie (thermodynamique), cinétique, trajectoires ...

< Protéines : une échelle de temps et des types de mouvements tres variable, indispensables a la fonction.

@ Pourquoila RMN est-elle “la” méthode pour I’analyse de la dynamique (des protéines) ?
<  Méthode physique = mesure de parametres qui peuvent dépendre du temps
Connaissance de la dépendance en temps des parametres = information sur la dynamique
<  Les spins “sentent” les mouvements : les parametres mesurés dépendent tres fortement de la dynamique.
= fluctuations (* browniens) par rapport a un champ magnétique (principal ou crée par les autres spins)

» relaxation = constantes de vitesse de relaxation Ri, Ry, ..

» densités spectrales des mouvements (décomposition en fréquences)

» parametres des mouvements : temps de corrélations, restrictions spatiales, etc.
= variation temporelle de I’environnement électronique

» lié a une modification conformationnelle ou un échange chimique (i.e.avec le solvant) : populations
d’états en échange (différence d’énergie entre états AG), constantes de vitesse d’échange, temps de vie

des états (barriere d’énergie, kex), différences de déplacements chimique (variations structurales)
» * défocalisation des spins -> essentiellement échos de spin:
- CPMG (R2, dispersion de relaxation) : R2=f(Kex, pmin, Aw, vVcpma, Nechos)
- gradients de champ B0 (diffusion): I=f(D, Gdt, tm)

@ Relations entre parametres mesurés et parametres dynamiques?

<  Hamiltoniens dépendants du temps

& équation de Bloch-Mc Connel, etc.
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NMR for the study of proteins dynamics

Questions

@ When is NMR “the” appropriate technique?

@ What does a protein “look like” by NMR?

Spectre HSQC: empreinte de la protéine

106,0 o

I=5"A local probe of the atoms electronic environment : resonance frequencies.

I=5"A local probe of the dynamic : shape/width of the resonances
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NMR for the study of proteins dynamics

Questions

@ When is NMR “the” appropriate technique?

@ What does a protein “look like” by NMR?

Specificities

@ Local (one peak per observable atom - 1H, 13C, 15N, 19F, 31P, etc.)

@ Simultaneous measurement of all the local probes (large number of molecules at equilibrium, measurement of
averaged values in space and time)

@ Quantitative (volume of peaks proportional to number of observed atoms)

@ Highly sensitive to local and global environment, and to the variation of this environment
@ Internal flexibility (100ps-ns)
@ Internal dynamics - exchange between conformations (ps-ms)

@ Buffer, pH, temperature, pressure ...

» Structural parameters of multiple states (environment, distances, angles)

» Thermodynamics and Kinetic parameters (entropy, AG, Kq4, pKa, Kex ...)
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NMR for the study of proteins dynamics

Questions

@ When is NMR “the” appropriate technique?

@ What does a protein “look like” by NMR?
Specificities ...

» Disordered regions, Intrinsically Disordered Proteins, conformational changes, excited states, allosteric
processes, interactions (transient), interfaces (loose/sliding/high throughput), post-translational
modifications

» ...and possibly/marginally protein structure ...

Limitations
@ NMR is not a sensitive technique ... NMR is sensitive to the size of the molecule ...
» depends on the question (300uM->10uM)
» depends on the dynamics of the system
» depends on the physical state (liquid/solid) of the sample.

@ Requires labelling approaches, importance of the sample preparation.
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Résonance Magnétique Nucléaire

Parametres
Spins des noyaux
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DEPLACEMENT CHIMIQUE

COUPLAGE DIPOLAIRE

SPINS/ ELECTRONS/ CHAMPY ™ ANISOTROPIE de DEPLACEMENT

CHIMIQUE

DYNAMIQUE

» f(environnement(t), r(t),0(t))

Yy

Interaction dipolaire
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otions timescale and NMR parameters
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Larmor timescale:
in relaxation < local flexibility (ps-ns)

T

_ Champs
: Fluctuations
) ) _ <+<—>  Jocaux fluctuants
' moléculaires
. I Blocal(t)
T,, T1, hetnOes , ﬁ L v I
. B T % Spectre
J(0), J(wn),J(wH) BYive g P Fréquences
A INCUCED F ELC deS
) des ondes
frequences «—> L
_ électromagnétiques
des fluctuations

) locales

rotational fluctuations (densité spectrale)

ps<->ns J(w) s
models: t,5$2
Ws
VUi ogros po
i = T < loca,l( )> E :Ck z(wk)
. v k W1
Relaxation fl : A ®
: uctuations - —— S
macroscopique ps-ns 0 owg g oo
ms-s W1 = D5 w1 + 0g

Carine van Heijenoort - La RMN pour I'analyse de la dynamique des protéines



Larmor timescale:
spin relaxation <> local flexibility (ps-ns)

spin relaxation

relaxation parameters [T2, T1, hetnOes]
depend on the spectral distribution of the molecular fluctuations
-> J(O), J(U)N),J((A)H)

1
Ry = T — <Bl200al(t)> ch"]’b(wk)
(/
k
v
rotational fluctuations
ps<->ns

models: t,52
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Larmor timescale:
spin relaxation <> local flexibility (ps-ns)

< In practice : measurement of 3 relaxation parameters: R1, R2, and hetNOE

< information on local flexibility of 1H-15N bounds in the 100ps-ns range.
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Relaxartion des azates 15 amides 4 SCOMHZ () et 20OMH7Z ()
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Les échelles de temps de la RMN Larmor timescale.

spin relaxation <> local flexibility (ps-ns)

< measurement of 3 relaxation parameters: R1, R2, and hetNOE: information on local
In practice flexibility of 1H-15N bounds in the 100ps-ns range.

< Models to describe the flexibility with motion parameters: global/local correlation
time; order parametres (amplitudes)
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Les échelles de temps de la RMN

Larmor timescale:

spin relaxation <> local flexibility (ps-ns)

< measurement of 3 relaxation parameters: R1, R2, and hetNOE: information on local
flexibility of 1H-15N bounds in the 100ps-ns range.

< local flexibility in structured proteins
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Les échelles de temps de la RMN Larmor timescale.

spin relaxation <> local flexibility (ps-ns)

Relaxarion des azates 15 amides 4 SCOMMZ () et 200MH7Z ()
< heteronuclear (1HN->15N) nOes | , s e N
. 0.7ns / / '
easy to measure 7 e
< qualitative information about local flexibility in the 100ps range g .

('H-"5N) noe

/
A B PTMIS al / 1
- )
- =9 'J/
J 800MHz .~ ; ,<
BT - SOOMHZ 4
w 1" v 1w w
'r.c {ns)
Ndamnnd
ComTing Nowwed Corun & Domain
T
s

AL e e mm w oe w8 e

. ® , A f"-'. ® v .: : e 3 y
: ’ s Yt o’y Mﬂ”b o LY
e, - T Mecaaizpect 4t 0; A.' I _‘-“Q‘, A -'-:%" L *-
F . - . *
A 0.5 l’ " .
| v -
et * .ﬂ b?:: o - *
-~ . &
. o [ ~ L] -
R e s . '1.*.0
- i e
] * @. § w . ~
o ¥ L S e 2l 8
= _§ 0 o& h & ] é‘ 25 F © . ‘ -1 .5
. - . v
- ~‘ % 8 -z" :."
e s &~ el
- LI g b g § : ¢
. * -
an e .d f!.-"o's L m \
= 8’. r%‘b 3 v e L
i R 0 0, : s |
T“} L » ® ? .\. ® s N
.‘.%,,"a‘o*
Y, A
" . .’. ““ﬁ‘ﬂ'ﬁ p
i ‘4 4
¢ , . * . - b i . .
S 20 02 ED ¥ 100 120 a0
! ‘ Residue Number
"Jl v ”n \' | 8} . a ' .l)
~e

Residus rumker

Barthe et al, “Dynamic and Structural Characterization of a Bacterial FHA Protein Reveals a New Autoinhibition Mechanism”. Structure 17, 568-578 (2009).
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Les échelles de temps de la RMN

spin relaxation <> local flexibility (ps-ns)

= Measurement of 3 relaxation parameters: R1, R2, and hetNOE: information on local &

Larmor timescale:

flexibility of 1H-15N bounds in the 100ps-ns range.

< Local structuration in disordered proteins: secondary structures propensities (+CS,

RDCs, PRE, SAXS — conformational ensembles)
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Les échelles de temps de la RMN Larmor timescale.

spin relaxation <> local flexibility (ps-ns)

< Measurement of 3 relaxation parameters: R1, R2, and hetNOE: information on local flexibility
of 1H-15N bounds in the 100ps-ns range

< Multiple fields data.

< Models for the analysis of relaxation data in disordered proteins
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Motions timescale and NMR parameters

/

microscopic processes -> macroscopic relaxation parameters [Tz, T1, hetnOes]
depend on the spectral distribution of the molecular fluctuations
-> J(0), J(wn),I(wn)

\ 4
rotational fluctuations

ps<->ns
models: t,52
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Les échelles de temps de la RMN

Temps de retour a I'équilibre

Expériences en temps réel : repliement, échanges avec le solvant, interactions

T1 dépend du champ magnétique Bo, de la nature des
spins, de I’état des spins voisins, de la taille de la
molécule, de la dynamique locale du systeme, de la
température, etc.

State B
(e.g. native confermation)

State A ,

(c.g. unfolded protein) T -

Initiate reaction:
T-jump, change of solvent.. R

] [
Tl + | _» Equil’brium
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“Jouer” avec T1 : les expériences FAST /BEST
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Les échelles de temps de la RMN TempS de retOur é lvéquilibre

Expériences en temps réel : repliement, échanges avec le solvant, interactions

" “Jouer” avec T1 : les expériences FAST/BEST N
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Les chelles detemps delaRMN Temps de vie du signal, relaxation transversale & perte de cohérence des spins
Largeur de raie & apparence des spectres

Le temps de vie du signal

Le temps de relaxation transversale T2
définit le temps de vie du signal RMN.

[l détermine la largeur des résonances

Le temps T2 dépend du champ magnétique BO, de
la nature des spins, de la taille des molécules, de
la dynamique du systeme, de la température, etc.

Relaxation des azotes 15 amides 3 SOOMHzZ (-] et ROOMH7 ()
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Les chelles detemps delaRMN Temps de vie du signal, relaxation transversale & perte de cohérence des spins
Largeur de raie & apparence des spectres

Le temps de relaxation transversale T2 définit le temps de vie
du signal RMN.

Il détermine la largeur des résonances

Le temps T2 dépend du champ magnétique B0, de la nature
des spins, de la taille des molécules, de la température, de la
dynamique du systeme, des sources de relaxation

(15N,'H) TROSY

[ —
[} 0] o N

15N TROSY resonance linewidth (Hz)
D

900 1000 1100 1200 1300 1400

fréquence du proton

500 700 800

<~ marquages (2H, 15N, 1HN)
< Tres hauts champs
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Playing with T2 : TROSY experiments
Transverse Relaxation Optimized SpectroscopY

Pervushin, K. Riek, R., Wider, G. and Wiitrich, K(1997) Attenuated T2 relaxation by
mutual cancellation of dipole-dipole coupling and chemical shift anisotropy indicates an
avenue to NMR structures of very large biological macromolecules in solution. Proc. Natl.

Acad. Sci. U. S. A. 94, 12366-12371
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Les chelles detemps delaRMN Temps de vie du signal, relaxation transversale & perte de cohérence des spins
Largeur de raie & apparence des spectres

< Etudes fonctionnelles de gros systemes

ne (pm)

Lichi Shia and Lewis E. Kay (2014) , Tracing an allosteric pathway regulating the activity
of the HslV protease, PNAS iFebruary 11, vol. 111 ino. 6
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Playing with T2 : TROSY experiments
Transverse Relaxation Optimized SpectroscopY

Vitali Tugarinov, Peter M. Hwang, Jason E. Ollerenshaw, and Lewis E. Kay (2003) Cross-
Correlated Relaxation Enhanced 1H-13C NMR Spectroscopy of Methyl Groups in Very High
Molecular Weight Proteins and Protein Complexes. ]. AM. CHEM. SOC. 2003, 125,
10420-10428

TROSY effect that involves cancellation of intra-methyl dipolar relaxation
interactions

« 2H, 13C1H3 labeling strategies

(a) L VeproR proS [h) | VpreS (e) Vopros
14 o ‘ y o
0 D
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D 7. o T ce T
& o Los it i - f‘i
28 o | 7 : 2 o X b -
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2 ) e v N
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v o
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Comparison of HMQC spectra recorded on specifically methyl-labeled TET2
samples (468 kDa).

Guillaume Mas ¢ Elodie Crublet ¢ Olivier Hamelin ¢ Pierre Gans e
Jérome Boisbouvier (2013) Specific labeling and assignment
strategies of valine methyl groups for NMR studies of high
molecular weight proteins. ] Biomol NMR 57:251-262
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pKa measurements, catalytic mechanism
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Largeur de raie & apparence des spectres

“Jouer” avec T2 : Les expeériences 13C1H3z Methyl TROSY

« Stratégies d’attribution : mutations + nOes + crystal structures

< Etudes fonctionnelles
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Lichi Shia and Lewis E. Kay (2014), Tracing an allosteric pathway regulating the activity of the HsIV protease, PNAS | February 11, | vol. 111 | no. 6
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< Etudes fonctionnelles de “grosses” protéines multidomaines

Ewen Lescop - Etude de la CPR
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Vincent et al., ) Mol Biol. 2012 Jul 20;420(4-5):296-309
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thermodynamic parameters

Keq — kl/k—l — pB/pA
AG = —-RTInK

kinetic parameters

kea; = 1/’7'633 = k‘l —I—k_l = kl/pB = k_l/pA
kew(T) = ko exp (—Eq /kT)
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Motions/processes timescales and NMR parameters

Translational diffusion
Chemical Exchange
Saturation DOSY

peak positions

Alignment media  R,(vcpmg)  transfer linewidths \Bradient echo
Din,cH20 =f(8) Isat/lres experiments)
Partial secondary v
structures L i i
i T Bl i) secondary Dlﬁyslon
fluctuations ps <->ms structures coefficients
excited (“invisible”) states propensities molecular size
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Les echelles detemps de A RMN Temps de vie du signal, relaxation transversale & perte de cohérence des spins
Largeur de raie & apparence des spectres
S >

peak positions
linewidths

Chemical Exchange

Ao

d)A we

thermodynamic parameters

Keq — kl/k—l :pB/pA
AG =—-RTInK

kinetic parameters

kew = 1/’7’61; = ]{31 -+ ]{7_1 = kl/pB = k—l/pA
kew(T) = ko exp (—E, /kT)

» Two conformations : two peaks
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Les echelles detemps de A RMN Temps de vie du signal, relaxation transversale & perte de cohérence des spins
Largeur de raie & apparence des spectres

>
U2AF65 conformation depends on Py tract strength O NN CLEN:] Ppeak positions

linewidths
Exchange regime & RNA binding affinity
Intermolecular processes
ITC
RRM 1 RRM2 Ky
G154 F202 L261 _ 5336
® " 0 py|[@ ] B
@™z |-
®o - mﬂﬂrgg%wum
. ! : ' ' ' c
(]
. - =3 E:
e ° || O [o®d tt 2 | 16puMm
R = g
_ — k CEER B
?. g'.qo ﬂ‘tﬁ £ 1.3 uM
» Two conformations: one or two
(broad) observable peaks!

(Michael Sattler
personal communication)
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Les echelles de temps de la RMNTemps de vie du signal, relaxation transversale & perte de cohérence des spins
Largeur de raie & apparence des spectres

T

Le régime d’échange

» L'effet sur les spectres dépend des valeurs relatives de
k., (T) etde Aw/2 (2/Aw).

» On parle d’échange lent, ou rapide a
’échelle des déplacements chimiques.
= Echange “rapide”: Aw < Kex

< Un pic w = pawa + psws
& Rex X BO2

Echange “intermédiaire” : Aw = Kex

= Un ou deux pics élargis
& Rex (0.8 B()

== Echange “lent” : Aw>> Kex

= Deux pics

< Rex indépendant de Bo

& Rex(B)>kpa=pakex ; Rex(®)—>Kkap=pgKex
pa > pB = Rex(B) > ReX(A)
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Chemical Exchange JiEElg LuEEUE
linewidths

pa=0.8 ; pp=0.2
R24=R2p=bs-1
AV=200Hz

/-

PAVA+pRVB

Kex/ AV
500

50

50

1.5
0.5

0.05



Les chelles detemps delaRMN Temps de vie du signal, relaxation transversale & perte de cohérence des spins

ppm

100 4

1054

110 -

1154

0" N(ppm)

120 4

125 -

130 -

Largeur de raie & apparence des spectres
Les échelles temporelles et spatiales sont corrélées

A13Arf6-GDP T=298K pH=7.2
A13Arf6-GTP T=298K pH=7.2

10.5

O'H(ppm)

ppm

Global correlation time (size)

+ Local Rotational fluctuation timescale
+ density of relaxation sources

+ conformational/chemical exchange
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» Linewidth



Caractériser des échanges conformationnels entre états

Régimes d’échange

=~ Echange “rapide”: Aw < Kex

= Un pic ® = pawa + psws
=) Rex (08 BOZ

" On ne connait pas le nombre de sites en

échange

pa=0.8 ; pe=0.2
R24=R2p=bs"!
AV=200Hz
kex/A'V

Echange “intermédiaire” : Aw = Kex

= Un ou deux pics élargis

= Rex & Bo
&~ Echange “lent” : Aw>> Kex

= Deux pics
= Rex indépendant de Bo
< Rex(B)_)kBAszkex p Rex(A)_)kAszBkex

pA > pB = Rex(B) > Rex(A)

50
50
1.5

0.5

%~ Le pic minoritaire peut devenir indétectable

méme en regime d’échange “lent”

0.05
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Caractériser des échanges conformationnels entre états
Cas d’un seul pic observe

1/ntAv
< ms us >

régime lent régime|rapide

L~ 1
échange |.m

d’aimantation

longitudinale forme de raie

Dispersion de relaxation
Rzapp=R2+Rex

Une seule résonance apparente,
plusieurs états en échange

!

parametres thermodynamiques

Keg =ki/k_1 =pB/PA

AG = —RT'In K,

parametres cinétiques

kew =1)/Tex = k1 +k_1 = ki1/pp =k_1/pa
ke (T) = koexp (—E,/kT)

parametres structuraux

15N]

Aw ; w4 ; wp

1H
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Caractériser des échanges conformationnels entre états
Cas d'un seul pic observé - Dispersion de Relaxation (CPMG)

1/nAv
ms LS >

régime lent régime|rapide

expérience de dispersion de relaxation

_LL M I NG L T
. r .
. 23 >
e BiValeurs moyennes  ° : :
d’aimantation Suppression of
DD-CSA cross-cor.

acquisition

Dispersion de relaxation

longitudinale forme de raie 1H
Relaxation t
1

Terme

RZeff: R2+ Rex

decoupling

15N

Une seule résonance apparente, 2HN] N, exp[-Ra*f(*N)T ]
plusieurs états en échange

R eff
— —_— (sz) ‘ ‘ residue 39 ; T=298K, pH=3.5, 700MHz
’ H 1 : 35
4JNH I 4 Nu ‘305% """""""""
y Fox e }I;Ii
: : : E o | 25 3
H H H H Q ARS
ZIZSy {Ecp/2 tcp/ZEZIZSy S, E.Ucp/2 Tcp/zi S, E 20 I\‘I\
.. = kN
> Zn _2_'1 8 15 R X
- .! ................................. ;!. - :.:::'; e e EEEmE = ww o]
T./2 T./2 10f T
eff _ po i
RQ — R2 + Reac (p37 kema &'da TCP, 2Necho) 5
260 460 660 860 1 dOO 1 éOO
Verma(HZ) =1/ 2TCP
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Caractériser des échanges conformationnels entre états
Cas d’'un seul pic observé - Dispersion de Relaxation (CPMG)

Sélection conformationelle / allostérie

A

7%

Free energy

Tex = 30 + O3mS @ 270C

P

Reaction coordinate

< La liaison du domaine d’activation du facteur de transcription MLL a KIX induit une
redistribution des populations relatives des conformeres de KIX en faveur de I’état dans lequel le
site de liaison de c-Myb (pKID) est préformé.

< (Cet état minoritaire n’est pas détectable dans la forme libre de KIX

Brischweiler et al, J. Am. Chem. Soc. (2009) 131, 3063—-3068
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Caractériser des échanges conformationnels entre états
Cas d'un seul pic observé - Dispersion de Relaxation (CPMG)

Séelection conformationelle / allostérie

A 7%
b ! C-MYb
- 93% \ A
S| MLL
Reaction coordinate
Gif Oy G; - 0 03 —
gma [ Ay,
S +04}
;f‘ 0 :..l,...||.|.||]||u,..|.....,|.....|...l. ""I‘"I"'*H'l“"li‘ll""'*l'J'”'*Il'l"*l""""l," i .-“1..|.l|4.l|l.|.1.
o *04}
<1 08l 1| A -

620 630 640 650 660 670

KIX residue number

590 600 510
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Caractériser des échanges conformationnels entre états
Cas d'un seul pic observé - Dispersion de Relaxation (CPMG)

Séelection conformationelle / allostérie

4 7% -
y = ;
- 93% \ A’
2
()]
5
¢
L
-

Reaction coordinate

= Les chaines latérales des isoleucines participent a la formation d'un réseau d’interactions qui constitue
le «chemin» a travers lequel se transmet I'information allostérique.

= L'analyse de la transition allostérique du domaine KIX de CBP fournit une description a I'échelle
atomique du mécanisme de transmission coopérative d’'information entre deux facteurs de transcription.
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Echelle de temps des mouvements et parametres RMN

T2, T1, hetnOes i 1 l
Translational diffusion
J(O), J((.ON),.I((.OH)
0 Chemical Exchange
Saturation DOSY

peak positions

Alignment media  R,(vcpmg)  transfer linewidths \Bradient echo

Dun,cu#0 =f(0) Isat/lres experiments)

\4 /
rotational fluctuations
ps<->ns Partial secondary v
models: tc,sz St':UCtures kex; pOpUIationS, Aw secondary Diffusion
fluctuations ps <->ms structures coefficients
excited (“invisible”) states propensities molecular size
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Caractériser des échanges conformationnels entre états
Cas d'un seul pic observé: Dispersion de Relaxation (CPMG) / CEST

Caractérisation d'un état lié a partir d'un complexe minoritaire

98.5% 1.5%
. o v, Qe==E
0 57
¢ 2 _¢® ’
. 6 " ﬂ
- oy ol i
% e, o RS -
2 o« b 20e e
- ! b, ”805 »>
. v -‘g
«* '. CEST
o ' .
. =N weax B
'H

B, =12 -lzi

15N

Vallurupalli, Bouvignie & Kay, J. Am. Chem. Soc. 2012, 134, 8148-8161

Interaction between the mitogen-activated protein kinase (MAPK) p38a and the intrinsically
disordered regulatory domain of the MAPK kinase MKK4. Our study demonstrates that MKK4
employs a subtle combination of interaction modes in order to bind to p38a , leading to a complex

displaying significantly different dynamics across the bound regions

CPMG

&rﬁ

VCPMG ( HZ)

_
2
S—
| —
c

/12

CEST
N (ppm)

Delaforges et al., J. Am. Chem. Soc. 2018, 140, 1148-1158,

Dynamic interaction
profile of IDP

Deciphering the Dynamic Interaction Profile of an Intrinsically Disordered Protein
by NMR Exchange Spectroscopy
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NMR-challenging
bounc state

§ 7

CFMG |
S 2t v i

|
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s ‘\
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i‘ CEST ; b‘h "

Slruclural model

and dynamics

kon = (3.00 107) + (0.01 107) s-1M-1
koff = kon- Kd =66.1+0.2 s-1
Kd = 2.2 uM (ITC).
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Charlier et al., . Am. Chem. Soc. 2017, 139, 12219-12227
Structure and Dynamics of an Intrinsically Disordered Protein Region
That Partially Folds upon Binding by Chemical-Exchange NMR



