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Les observables en RMN
Une source d’informations structurales et
dynamiques pour les biomacromolécules
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La RMN : champs d’application

1° Analyse chimique

< Chimie organique
< Chimie industrielle (agroalimentaire, polymeres, cosmétiques, ...)
< Chimie/physique des matériaux

1> Imagerie (IRM)

< Imagerie médicale
< Matériaux (industrie pétroliere, bétons)
< Analyse d’oeuvres d’art

1 Biologie structurale

< Structures 3D de macromolécules biologiques (liquide & solide)
< Dynamique internes de macromolécules biologiques

< Etude fonctionnelles (enzymatiques, interactions)

< Génomique structurale (protéomique, interactome ...)
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Biologie Structurale

Discipline cherchant a décortiquer, expliquer et prédire les mécanismes a la base
du fonctionnement des macromolécules biologiques
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La RMN : une science récente

1936 : Rabi découvre le spin nucléaire
Prix Nobel de physique (1944)

1945 : Obtention des premiers signaux RMN par Bloch et Purcel
Prix Nobel de physique (1952)

1949 : Notion de déplacement chimique

1970 : Apparition des appareils a transformée de Fourier.

1975 : Applications de la RMN 2D par Ernst
Prix Nobel de Chimie (1991)

1983 : Premiers appareils commerciaux d'imagerie par RMN

1990 : RMN haute résolution, développement de la RMN structurale appliquées aux macrc )
Kurt Wiithrich prix Nobel de chimie (2002)

2000 : Introduction de cryo-sondes a 500 et 600 MHz

2003: Paul C. Mauterbur et Sir Peter Mansfield

prix Nobel de médecine pour leurs travaux sur I'IRM
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Biologie Structurale et RMN

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, DS, ...
- “faibles” quantités (<10uM) Stopped-flow

» Interactions
- Parameétres cinétiques et thermodynamiques globaux pour les ITC, SPR, ...

interactions “fortes” DC
- Changement “globaux” de structures DLS, SEC-MALS
i
- “In cell SAXS
Fluorescence
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Biologie Structurale et RMN

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

v

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 (“Intrinséquement Désordonnés”)
- allostérie
- mouvements de domaines

- cinétique
- repliement, interaction
» Interactions
- Changements de conformations/flexibilité au cours de 'interaction
- Interactions transitoires
- Cinétique et thermodynamique des interactions
- Interfaces

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

» In cell analysis
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Une question cruciale :
explorer les états multiples des protéines et leur plasticité
un continuum ordre <-> désordre
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LN / Interaction
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flexible ensemble! L
L5

functional disorder § Intrinsically disordered
protedn (1DF)

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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Les protéines : des objets dynamiques

» Les protéines sont des ensembles thermodynamiques : ensemble d’états conformationnels en échange

v

Différents ensembles d’états peuvent étre fonctionnellement différents.
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“ / Briischweiler et al, J. Am. Chem. Soc. (2009) 131, 3063-3068
2 AN /
[
g \ “ k) e ) / L'ensemble le plus peuplé n’est pas forcément I'état de plus basse énergie interne (état A) ni
| = = celui de plus grande entropie (état B) mais celui de plus basse enthalpie libre (G=H-TS).
\ ‘r' —_—
\‘_// B La valeur moyenne d'une propriété n’est pas forcément représentative d’'une conformation.

Coordonnée conformationnelle

< Importance fondamentale de caractériser la dynamique et les états multiples des protéines

= Importance fondamentale de caractériser la cinétique de 'échange entre les ensembles
d’états conformationnels
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Biologie Structurale et RMN
MOTS CLES

= Environnement électronique

= Communication entre spins

= Proximité le long des liaisons

= Proximité dans I'espace

= Interactions
= Mouvements, flexibilité e =
-
Structure L]
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= Caractériser des interactions protéines/partenaires o
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La RMN des protéines : avec quel matériel ?
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Etude d’une protéine par RMN
Les pré-requis

... vont beaucoup dépendre de la question posée ...

» L'échantillon
- quantité?
- type de production?
- type de marquage isotopique?
- Stabilité?
- Conditions expérimentales?

» Les spectromeétres
- Quel champ magnétique?
- Quel type de sonde ?
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Etude d’une protéine par RMN
Les pré-requis

&~ Protéine marquée (mg)

< 100pM-1mM dans 300pl

= Protéines exprimées dans E-Coli / in vitro

= Expression en milieu minimum '°N, 13C, (2H)

= Expression en cellules d’insectes (protéines eucaryotes)

&~ Echantillon stable

= Conditions idéales : pas trop de sel, pH bas, protéine stable pendant
plusieurs semaines

< On peut toujours travailler méme si les conditions ne sont pas
“idéales” 1!

s~ Champ magnétique élevé (sensibilité, résolution)

= 11.75-23,5T (500-1000MHz)
= cryosondes

= LaRMN, qu’est-ce-que |'on observe et comment ?

Résonance Magnétique Nucléaire

& Nucléaire

Objet d’étude :
Le spin des noyaux des atomes
Propriété intrinseque
(comme la masse, la charge, le magnétisme)
< RMN : spins non nuls 1/2
1H (ZH), 15N (14N), 13C , 31R
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= La RMN, qu'est-ce-que I'on observe et comment ? = La RMN, qu'est-ce-que I'on observe et comment ?
, o ; . , Zax o
Résonance Magnétique Nucléaire Résonance Magnétique Nucléaire
—_—>
%~ Nucléaire —_ 0
&~ Nucléaire B
= Spins des noyaux des atomes O
= Spins des noyaux des atomes = 1H (2H), 15N (1N), 13C, 31p, ... ’
= H (2H), 1N (1N), 13C, 31, .. * ‘
% Interaction spin / champ magnétique - ¢ ! ‘
% Interaction spin / champ magnétique ‘ ‘
= Précession autour du champ magnétique —seee IB) ‘
= Précession autour du champ magnétique ; ,
= fréquence de précession
< fréquence de précession
; Leeeeee
; Fréquence de Larmor
Fréquence de Larmor —
_) _ B
o — —~B wh = —7Bo
wo = —7bo
()]
= Levée de dégénérescence
< Aimantation macroscopique
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= LaRMN, qu'est-ce-que |'on observe et comment ?

Résonance Magnétique Nucléaire

= Nucléaire

= Spins des noyaux des atomes
=y IH (ZH], HN (HN)' IKC ) SIR

%~ Interaction spin / champ magnétique
= Précession autour du champ magnétique

< fréquence de précession (yBo)
= Levée de dégénérescence w

= Aimantation macroscopique (\/\N\/VW\)

Mise en résonance des spins dans un
champ magnétique grace a une onde
radiofréquence de fréquence ~yBo

= Résonance

= La RMN, qu’est-ce-que |'on observe et comment ?

Résonance Magnétique Nucléaire

& Nucléaire

= Spins des noyaux des atomes W
=y 1H (ZH)' ISN (14N)’ IZC ) 31])‘

%
By
A

0.
—o»Q,d‘

%~ Interaction spin / champ magnétique

= Précession autour du champ magnétique
= fréquence de précession

= Levée de dégénérescence

= Aimantation macroscopique

&= Résonance

<> Mise en résonance des spins dans un champ magnétique
grace a une onde radiofréquence

&> Laimantation transversale précesse (tourne) autour du
champ magnétique a la fréquence de Larmor
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= La RMN, qu'est-ce-que I'on observe et comment ? = La RMN, qu'est-ce-que I'on observe et comment ?
Résonance Magnétique Nucléaire Bo By Résonance Magnétique Nucléaire
¢y o9
oo o snsas ., A
—
B - 4 _asaas
0 - [ o)
A -y
z z z
Y y y
M, qcos(wot)
X X X
Coil eqSin(wot)
z
B>  Détection de la composante
transversale de 'aimantation
\/\/\/\/WNW - Mesure de la fréquence de résonance des spins
y NMR Signal
X
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= La RMN, qu'est-ce-que 'on observe et comment ?

Fo Résonance Magnétique Nucléaire
A

z Précession
et
Retour a I’équilibre (relaxation)

Y Y

My (t) = —Megcos(wot)exp(—t/T5)

M, (t) = —Megsin(wot)exp(—t/Ts)

@ Mesure de la fréquence de résonance des spins

== Mesure du temps de vie du signal
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= LaRMN, quest-ce-que 'on observe et comment ?

Résonance Magnétique Nucléaire

@ Nucléaire

<> Spins des noyaux des atomes
< 1H (ZH], 15N (14N), 13C ) BIR

" Interaction spin / champ magnétique

= Précession autour du champ magnétique
= fréquence de précession

= Levée de dégénérescence

< Aimantation macroscopique

# Résonance

< Mise en résonance des spins dans un champ
magnétique grace a une onde radiofréquence a

= Observation des spins non nuls

= Excitation et observation d'un type de noyau
= Observation simultanée

= Faible sensibilité

= Champs magnétiques élevés
= cryosondes
= Concentrations “élevées”

Fréquence de précession : w=yBo(1-0)

= ¢ dépend de I'environnement électronique
local autour du noyau

la fréquence de précession des spins

Carine van Heijenoort - La RMN, un outil pour la biologie - RéNaFoBis - Oléron - 2016

= Un spectre de RMN : déplacement chimique et largeur de raie

Un spectre de RMN

Impulsion 90°—_ acquisition S(w)

A®/2T ~ 10000Hz

FID - Free Induction Decay

: LA
gy A W‘w‘

Ho

R
L

- |
B by
#lukilli h \'\‘u\ sl /./\” Wi

S(t)

®o/27C = T00MHz+5000Hz

Plusieurs fréquences de résonances

" Nature chimique des spins
5> Environnement électronique des spins
=" Déplacement chimique (ppm)
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= Un spectre de RMN : déplacement chimique et largeur de raie

Un spectre de RMN

b exp(-t/T2)
T2

Temps de vie du signal RMN <-> largeur des résonances

T> dépend du champ magnétique BO, de la nature des spins, de la taille des molécules, de la
dynamique du systeme, de la température, etc.

T2 s (largeur de raie ~) lorsque le temps de réorientation ~ - .
T2 ~ (largeur de raie ) si flexibilité ~ Natha

Méthodes récentes (TROSY) permettent de s’affranchir de I'effet de la relaxation T> |

To 5ns 10ns 15ns 25ns
MW  10kDa 20kDa 30 kDa 50kDa

timo -

froquency -
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Un spectre de RMN Un spectre de RMN

Protéine

“Petite molécule” TG
= —

l T I NH amides

CH aromatiques ~ +——
—

L I S|

Quantification

CH,
Structures fines

SN '
Largeur de raie - - : 5 - J - T S S S ST S NS ST S S S
\ OH s

environnement chimique
x : . T x T

T
20 1.0 0.0
ppMm .

T
5.0 4.0 30

CH3CH,0H
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RMN : sonde a I’échelle atomique de 'environnement électronique des atomes

Résonance Magnétique Nucléaire

= Les déplacements chimiques : une source d'information structurale

— e | [0 ons
PrlnCIpes D ues Parametres . | » Chaque atome de la molécule dont le spin n’est pas nul donne un signal caractéristique de son environnement électronique
Structures amique

» spectre en fréquence caractéristique d’'une molécule dans un état/environnement particulier (pH, température, pression,

solvant, sels, libre/lié, structuré/désordonné, ...)

S&Iol:. Sﬁi:gﬁ ?r‘:x Fréquence de résonance Envir T
= e déplacement chimique Pemphenteeroly —
moment magnétique) Structures secondaires » Etatreplié (structuré) / déplié (désordonné)
Champ magnétique Communication entre les spins |.t.,u mu i ;md es

ﬁndeemunenque

« Méthyles décalés (caeur hydrophobe)

Liaisons chimiques|
Information angulaire\
Distances inter atomlques\ « Large dispersion spectrale des amides (izisons H)

« Hat a gauche de la résonance du solvant (tructure B)
Temps caractéristiques|
Constantes de temps de relaxation

T1,T2 Flexibilité interne

Interactions Réorientation moléculaire

spin-champ magnétique‘

nOes
Moyennage des interactions
spin-spin Fluctuations des interactions
spin-électrons

Echanges conformationels Domaine SH3 sauvage
protéine replice

Cinétique et Thermodynamique

Relaxation

Domaine SH3 mutant (L—P)
pelote statistique
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RMN : sonde a I'échelle atomique de I'environnement électronique des atomes RMN : sonde a I'échelle atomique de I'environnement électronique des atomes

= Les déplacements chimiques : une source d’'information structurale = Les déplacements chimiques : une source d’'information structurale
Cp
3C-0 e H-N H,0 Ha I
H-CL X-H Ad = dtotal — drc = dg¢ + Oy + dhb + dring +delec + Oautres AN
N-H_~ 0=C | (0]
S ™ \‘ o N P Ca ¢ H
. 5 o N/C‘”.'\*.""C\:_D | 2 Ototal : mesure du deplacement chimique -1 C_I—\IX P(C II\I
. p —
» L& I ol ”\c » ‘\ CH3 dre : déplacement chimique de non structuré AN 7\ \H P
o 'J; N SH-H"w 0me ‘\ H,0 H:0 g, Oy : contribution de la géométrie (squelette + chaine la) Cg O
(c,“ 1 Ohb : contribution des liaisons hydrogenes / Cp
H.0 . Oring : effet de la susceptibilité magnétique Ha
DESHELDING (low 3) Oelec : polarisation des liaisons dues aux charges voisines
| : dautres : autres
- Environnement chimique/électronique ]
sH(lEtDé\)Ne DES(:;LS'NG 4 que/ q Alpha Helix CA Alpha Helo: cB
» Etatreplié (structuré) / déplié (désordonné) Beta Sheel hoot
» Liaisons hydrogénes
» Structures secondaires (CSI,TALOS, SSP)

ppm
e T T R
Ch By S )
Journal of Biomolecular NMR, 4 (1994) 171-180 The 13C Chemical-Shift Index: A simple method for the identification of protein secondary structure using 13C chemical-shift data
David S. Wishart and Brian D. Sykes**
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RMN : sonde a I'échelle atomique de I'environnement électronique des atomes RMN : sonde a I’échelle atomique de 'environnement électronique des atomes

= Les déplacements chimiques : une source d’information structurale

Cp » Structures secondaires (', TALOS, )
Ha '
A = dtotal — drc = dg¢p + Oy, + Ohb + dring +delec + autres \
o ¢ o
- 0N Ce o H
dtotal : mesure du deplacement chimique -1 C—N P(C
. 4 P 4 AN —N Qi1
dre : déplacement chimique de non structuré AN H |
¢, Oy, : contribution de la géométrie (squelette + chaine la) Cg (6]
Ohb : contribution des liaisons hydrogenes / Cﬁ
Oring : effet de la susceptibilité magnétique Ha

delec : polarisation des liaisons dues aux charges voisines
dautres : autres

» Structures secondaires (CSI, y ) T popide
(1iJe1)

prediction

(] STERERGS GAMMA: COMOI Calculate similarity

‘matched triplets
U-1.4J01),, k%110

A

average (¢.y)
& std .dev

Journal of Biomolecular NMR, 4 (1994) 171-180 The 13C Chemical-Shift Index: A simple method for the identification of protein secondary structure using 13C chemical-shift data i

David S. Wishart and Brian D. Sykes*
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RMN : sonde a I'échelle atomique de I'environnement électronique des atomes

» Structures secondaires (|, , SSP)
KON pped
. L L . .
o CH1 |
x
§ 15% i o .
&% 1 2, @
4 i
20% ] ;"
»o -
N CH2 - & &
g % 1 Lo
a | =~
& w, ¢
25% 1 =
1 {1 e
So Mo
0 20 40 60 : 0 g
1 | = 8By, S
A0yt . " f o
g Y B NWASPVR NWASPV2 ™ u:; i 1 &t
g Yy ] }. Nald
a 4l ot
& 15% \ 30% | agadl,
1 wo P
7 we 94“ »A [
1 “w@™
o 1 o
s CoblAB 1 e
n 20% et
a 25% 40% ] “ 5 70 HH) Gym)
o 20 0 60 80 100 120
Residue number
33

RMN : sonde a I'échelle atomique de I'environnement électronique des atomes

= Les déplacements chimiques : une source d’information structurale

= Calculer une structure a partir des déplacements chimiques?

= CS-ROSETTA

W pnas.org/cal /dol/ 10,1073/ pnas. 0800256105 PNAS | March 25,2008 | vol. 105 | no.12 | 4585-2690

Consistent blind protein structure generation
from NMR chemical shift data

Yang Shen*, Oliver Lange®, Frank Delaglio*, Paclo Rossl‘ James M. Aramini*, Gaohua Liu*, Alexander Eletsky®,
Yibing Wu?, Kiran K. Singarapu?®, Al der Lemak”, ! henka", Cheryl H. Arrowsmith",
Thomas Szyperski?, Gaetano T. Montelione?, David Baker*", and Ad Bax*!

*Laboratory of Chemical Physics, National Institute of Diabates and Digestive and Kidnay Diseases, National Institutes of Health, Bethesda, MD 20892
*Department of Biochemistry and Howard Hughes Medical Institute, Univarsity of Washington, Seattle, WA 98195; *Center for Advanced Biotechnology and
Medicine, Department of Molacular Biology and Biochemistry, and Northeast Structural Genomics Consortium, Rutgers, The State University of New Jersey,
and Robert Wood Johnson Medical School, Piscataway, NI 08854; SDepartments of Chemistry and Structural Biclogy and Nertheast Structural Genomics
Consortium, University at Buffalo, State University of New York, Buffalo, NY 14260; and YOntario Cancer Institute, Department of Medical Biophysics,

and Northeast Structural Genomics Consortium, University of Torento, Toronto, ON, Canada M5G ILS
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Résonance Magnétique Nucléaire

Principes physiques Parametres

Spins des noyaux Fréquence de résonance

[0 ons
Structures amique|

(moment angulaire - e Envir t électr ]
déplacement chimique P
moment magnétique) Structures secondaires
Champ magnétique Communication entre les spins 3
Interactions/Interfaces
Onde elemmagnenque /

Liaisons chimiques
Information angulaire

Temps caractéristiques| Distances inter atomiques

Constantes de temps de relaxation
IVl U722
Interactions nOes
Moyennage des interactions
Fluctuations des interactions

Flexibilité interne
Réorientation moléculaire

spin-champ magnétique
spin-spin
spin-électrons

Echanges conformationels

Cinétique et Thermodynamique

Relaxation
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COUFPLAGE SCAL/

COUPLAGE DIPOLAIRE
ANISOTROPIE de|
DEPLACEMENTCHIMIQUE

STRUCTURALES

SPINS/ELECTRONS/

» f(r,0,angles de liaison,...)

H

Interaction dipolaire
Hoh s

Epp = 1
T Tl

(1 — 3cos®0)myms

Interaction scalaire
ECS = 27ThJISm1m5

Anisotropie de déplacement chimique

Ecsa = ﬁ’ysgBo(l — 3cos’0)ms
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COUPIAGE'SCATAIRE
COUPLAGE DIPOLAIRE
ANISOTROPIE de|
DEPLACEMENTCHIMIQUE

INTERACTIONS
SPINS/ELECTRONS/CHAMP|

INFORMATIONS
STRUCTURALES

Relier des fréquences les unes aux autres
COUPLAGE SCALAIRE

» f(r,0,angles de liaison,...)

Interaction dipolaire
toh

4

L;YS (1 — 3cos®0)mymsg
p
s

ML e

Anisotropie de déplacement chimique

i Bo(1 — 3cos*0)yms

Epp

Ecsa = hvs 3

8(*°Ni) 8(**N))
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Information angulaire

/\ » Structures fines dépendent du nombre voisins

’

IR 2 B S 3
or or J—/CHZ °
S A N

higher energy  lower energy OH

. . . . . T
J 50 40 30 20 10 00
//[ j\\ "
8
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Faire communiquer les spi

Lrarsonsichimiques

Nombre de voisins
Relier des fréquences les unes aux autres

COUPLAGE SCALAIRE

ybij/\ﬂ’ » 22;?:;?::8 de couplage dépend de la géométrie
EE RN -
tire ¢t

higher energy lower energy

3JHNHA

L =
)
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Nombre de voisins|
Information angulaire

COUPLAGE SCALAIRE

» Tranfert de polarisation entre deux spins

13cv
130Hz
13
Cs . Hg 13Cq Hg
z
g
™~
130u 55Hz 13C’ 15Hz 15N 11Hz 13Cu 55Hz 130, 15Hz
" 9ZHz 140Hz "
(0] (o)
1H 1H
a
<1Hz

Délai pour transférer la polarisation d'un noyau a un autre ~1/2]
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Faire communiquer les spins

Nombre de voisins

Information angulaire

COUPLAGE SCALAIRE

» Tranfert de polarisation le long de la liaison

1
"'I'V Hyy Sz

N

1
Hf J 1/4JI 1/4J|
Jnu=90Hz
15N\ I

stx,y

5,5ms
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COUPLAGE SCALAIRE

[Erarsonsfechimiques

Nombre de voisins
Information angulaire|

» Tranfert de polarisation 'HN -> 15N trés efficace

|
....... ﬁ—lsN 1 ci— ¢ —[15Ne
| .
o 1H o o 1H

“faire parler” entre eux des spins de nature différente a travers des liaisons chimiques

» Spectre a 2 di une di

ion proton et une dimension azote 15.

: par

» Eclater I'information sur une deuxiéme dimension
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Faire communiquer les spins Liaisons chimiques

Nombre de voisins|

COUPLAGE SCALAIRE]| Information angulaire

NH amides
(> o

CoH
CH aromatiques  +——

o
£ .
"a. .I'
- s
Coral w ~ 1 pic par acide aminé
- o, ot
] o * e o o
= "“,- ML ke » Caractéristique d’une protéine dans
o - " otngat, N i un environnement donné
oy . : Iy 4
g L » Empreinte de I'état de la protéine
o
P :
o ..'ﬂ' .I
- a
B " ] 2]
—
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Faire communiquer les spins

COUPLAGE SCALAIRE

Nombre de voisins|
Information angulaire

» Séquences d’'impulsions spécifiques :

relier les spins de maniere sélective

ISCY

130Hz

1H3_13CB_1HB

7Hz

13,5t 1300 15HE 15\ L1k 13 BOHE 13 15Hz

HNCA

92Hz

[
(0] 1H

140Hz

"Hq

|
0

<1Hz

8 k5 B8 TS ¥1 [ppem)

|
Ly

x5 £ 73 ™

3

© Ve & 1=

»

)

&5
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Faire communiquer les spins

Liaisons chimiques

Nombre de voisins

Information angulaire

Faire communiquer les spins Llalsons chimiques

Relier des frequences les unes aux autres

COUPLAGE SCALAIRE| Information angulaire

Ti8. w307 | 22407,
ma
o
1160
.Hl 8
E =3
.4!
.IB
a1s O“ T
1260
'N
0
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Hydrogen bonds \C\"RW v C ° e °® |9
| ' ° ME
=C\ ©m @M Q“ i
0® ©° | ° 839 o~
2
@ o d° 0o o°:7 .
“
R| @le—e
94 LI Y 90

Left : 1] H(N)CO, T=16ms, A=0 (64 scans)
Right : Long range H(N)CO, T=66ms, A=0 (1024 scans)

Gy TAR-18

(U1

(N

DNA aptamer

——

11 i
IMING PROTO)

Colin et al,, Nucleic Acid Research 2000, 28, 3386
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Faire communiquer les spins

COUPLAGE DIPOLAIRE

Interaction dipolaire

_ mohis

Epp =
4T rig

(1 — 3cos*0)mms

— g —

1H 1 1 1 1

Distances en les spins

A}(_]\J\

-d —di2 diz d

D=f(8) (0-105Hz)

1
-d =dj2 0 di2  d

» milieu orienté / solide

» milieu isotrope,
réorientation rapide
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Faire communiquer les spins

COUPLAGE DIPOLAIRE

» Retrouver des informations angulaires en solution : Couplages Dipolaires
Residuels (Residual Dipolar Couplings RDCs)

Miliey isotrope

» Milieux “orientants” de types cristal liquide 2 P <> sn
o
» Faible orientation des macromolécules, réorientation rapide S &
e~
|
ng ‘Q—g LI

Dresidualzf(e)
(10-30Hz) topeaeant)

» Orientations relatives de domaines
» Affinement de structures

» Structures secondaires résiduelles

Milieu enisotrope orienté
por des bactémcphoges

Contraintes d'orientation
& longue portée
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Faire commumuer les spins Dis e —

Orientations relatives
Information angulaire

» Mesurer des distances entre spins : I'effet nOe (nuclear Overhauser effect)

COUPLAGE DIPOLAIRE

H

Interaction dipolaire

Faire communiquer les spins

COUPLAGE DIPOLAIRE

Distances entre les spins
Orientations relatives
mation angulaire

BY H-
0 By
0 17s
Epp = L’y; (1 — 3cos*0)myms NOESY
4T g
Relaxation croisée dipolaire
» Contante de vitesse de relaxation
liée a I'interaction dipolaire
2.2
V178
018 X TTf (7e)
15 = Détermination de structures
tridimensionnelles
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déplacement Chlmlquer Structures secondaires| déplacement chimique Structures secondaires
Interactions/Interfaces Interactions/Interfaces
108
libre/lié
I Une sonde locale de I'environnement électronique 3
P des atomes : fréquences de résonances.
b1 o 73
o I Une sonde locale de la dynamique du systéme :
5N| & oy forme/largeur des résonances 18
472 67 ag L
o o &
B 17 78 -
° B 25 123
27 °
15 IYN
3 128
’2_4
133
11 10
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déplacement chimique| Structures secondaires|

Interactions/Interfaces

108 " 2 3 . . Titration of DSAT 15N by C12
CI2 libre/lié a la subtilisine N . =
o ) Vgt
§ g o ‘.\ i
113
118
L
z
Q
123
128
.
5
133 . ¢
il 0 B 8 7 6 0

HN ’ "

AS(15N)
[ — AL
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~ Structuration
Structures secondaires
Interactions/Interfaces

déplacement chimique

&~ Changements conformationnels/repliement au cours d’'une interaction

15N-1HN HSQC SPECTRA 105 TP4-G-actin Gat
- [
T=298K
g s N26 (NH,
E{ free tB4 (NH)
Z110 T=277K
z ammo sidectgins®
“ ! F
o ol
o
H oE10
15 @ i
E37
ka1 2@ Gepaegad (&
H
! 05 &)
K18 oFi2
@
125 K14 ©
75 70 T20®
!
SH ppm) K25g E24 K19
9.0 85 8.0 75 7.0
5 1H (ppm)
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déplacement chimique| Structures secondaires|

Interactions/Interfaces

= Titrage, zone d’interaction et mesure de Kd

Crer

Ratio ARN:protéine L]
0:1 (réference) - -
\
: £ '@S {
: &L '
: ot
= <z

ter

&
o
20 85 80 75 7l b a0
“H {pprm) §5p82:823228
aGFfz3%x

L152 V156

Christina Sizun - Etude de protéines virales
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Structuration

Structures secondaires
Interactions/Interfaces

» Interrupteur moléculaire

» Changements de conformation de grande amplitude £RPReLPRRRR 2R gngxz xf g z x K he 40 ?K Kﬂ e
» Role de la dynamique dans le switch conformationel LULLLELELY x ¥ J 39S

Buosi et al. JBC 2010
56
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» Suivi de cinétique de changement de conformation

A Time=0 B HL-N14 GTPyS |1 time
- -
18 A27 E]Lzs /.'\ 23h @ Suivi de la cinétique de sortie du nucléotide par
e N b
[=] - ‘)'\ o Adh RMN et du changement de conformation associé
123 L25 — : - L4n en temps réel
We 745 *WEE ?‘\VA/: S 6min
N S ( B o
DE E Wewe A A T A 3min
128 T-N15 GDP, HI-NI5 GTP
135 134 132 ofppm) {BN}A17Arf1-GDP/GTP

10‘6 l‘OA 16.2 l‘OAO 9.8

' 14
Time=4h C ) N GTP‘YS
118 _ % (large exces)
T os
A27 125 5 \\_\\
1 14
D S g o6 \ L25 (GDP) { 5N}A17Al‘f1-{ N}GTPYS
123 125 s \.\
* Q
we a8 " WVe[-] s Ll \\_\ GTP
We Wg & .\\
128 EB ] =
E 02 = Le changement de conformation associé a
106 104 102 100 938 oo oan o Téch du GDP est plus lent la vit d
N Timesizh D time (min) échange du est plus lent que la vitesse de
118 ta g fS— sortie du nucléotide
AZ7 E]Lzs ] I —. I: = Existence de formes intermédiaires lors du
D o D17ATL-GTPD ALTAIL-GTPYS switch
123 125

weTas "We[ ]

P L F FPETY
o] wew -

Decay time constant (h)
=

Un exemple de 'apport de la RMN dans la relation dynamique/fonction:
Le role de la dynamique dans le switch conformationel de petites protéines G

¢ Interrupteur moléculaire
& Changements de conformation de grande amplitude
¢ Role de la dynamique dans le switch conformationel

A17Arf1-GDP A17Arf1-GTP

Dispersion de relaxation Echange 'H<->2H
(us-ms) (mn-h)

2 B3 B4

-]

Arf1GDP

<> Plasticité particulére de la forme A17Arf1-GDP

< Mouvements concertés le long de la protéine lors de|
l'ouverture de I'hélice N-ter permettant le switch|
conformationel.

10g(PF,,)
5 v o v s

D17Arf1GDP

20 4p_60 |80 100 120 140 160 180

128 cquence < Ouverture du feuillet § dans la zone de switch
; échange ps-ms protection par rapport a I'échange H/D
10.6 104 102 100 98 030 S0 70 80 110 130 150 170 dans A17Arf1-GDP dans AT7Arf1-GDP et FL-Arf1-GDP
HN Sequence
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’ o ;s DEPLACEMENT CHIMIQUE
Résonance Magnétique Nucléaire
ST TN TS COUPLAGE DIPOLAIRE
: SPINS/ELECTRONS/CHAMP
Princi . Paramotres ormations = ANISOTROPIE de| DYNAMIQUE
rincipes siques P —
RO _ Structures / dynamique| DEPLACEMENTCHIMIQUE
Spins des noyaux 4 = -
gnoment anguﬁire Fre’quence de resenance Environnement électronique ’ f(enVlronnement(t)’ r(t)’e (t))
& o déplacement chimique P
JOOIEN Iaghetige Structures secondaires
Champ magnétique Communication entre les spins ions/
O y Interactions/Interfaces —>
Bt Liaisons chimiques| BO . . ;
Résonance T e Information angulaire\ Interaction dlpOIalre
‘emps caractéristiques Dist: inter at ohY1vs
Constantes de temps de relaxation w Epp = ljh'r ’Yr it (1- 300829)m1m5
I y T1,T2 Flexibilité interne 18
. nteractlon§ . nOes_ . Réorientation moléculaire
spin-champ magnétique Moyennage des interactions
spin-spin Fluctuations des interactions ; SRR . .
AT Echanges conformationels Interaction scalaire
. Cinétique et Thermodynamique Ecs = 2nhJrsmims
Relaxation
Anisotropie de déplacement chimique
cl—c
Ecsa = hys AL 3 S Bo(1 — 3cos*0)ms
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Les gammes de temps en RMN

== Information dynamique

Les gammes de temps accessibles sont liés au temps caractéristiques de la RMN

Trois grandes échelles de temps/fréquences caractéristiques en RMN

o Le temps de retour a I'équilibre T, et le temps de vie du signal T,

= Expérience de RMN <-> perturbation du systéme de spins

Les échelles de temps

Folding ; order < disorder il
Inf
catal
Regulatio
= Ordre de grandeur du temps de retour a I'équilibre : Centaine de ms - s (T1) / 10ms-s (T2) N
= Détermine la fréquence minimale des mouvements que I'on peut mettre en évidence au cours d'une expérience de RMN <« a @ @ g m >
= Détermine la largeur des résonances
o Léchelle de temps spectrale : t=1/Av
= Caractéristiques spectrales : gamme de dépl. himi 1 Macroscopic
= Moyennage des interactions par les mouvements de fréquence supérieure a cette échelle q n Molecular
= Perturbation de I'allure des spectres par les mouvements autour de cette échelle de temps diffusion Molec.ular - -
). rotations vibrations
o Léchelle de temps « de Larmor » : w, 1
_ ’ ) Conformational exchange
= Fréquence de précession des spins dans un champ magnétique B=w,/y
= Efficacité des transitions entre ces niveaux lors des processus de relaxation est déterminée par la « densité spectrale » des
fluctuations moléculaires a ces fréquences.
Rotation of aromatic sidechains Elastlc slb%‘tl%n pfgl(;btglar domains
and of buried sidechains Xposed sidechain rotations
o | m us Loop motions
Allosteric processes Restricted motions of burlz?d s@echams
Secondary structures relative displacements
Local unfolding Globa}l rotatlgn .
Relative motions of domains
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Echelle de temps des mouvements et parametres RMN Echelle de temps des mouvements et parametres RMN
nutation frequencies . .
frequencies differences relaxation times ms s >
nnp
1w ) » =
s
. Champs
- Fluctuations
B . <+<—>  locaux fluctuants
moléculaires
. Blocal(t)
Tumbing
T,, Ty, hetnOes { m P
el 7 Spectre .
J(0), J(wn),Mwn) ¥ Fréquences
r—— des des ondes
Ta, Ta, hetnOss Translational diffusion fréquences . »
3(0), Jwn),)(ww) . électromagnétiques
o . des fluctuations Jocal
Chemical ExchangeJ " ocales
- rotational fluctuations (densité spectrale)
i media peak positions DosY ps<->ns I() i8]
Alignment Ra(verms) transfer  mxsy - T (gradient echo models: t.,S?
Din,cu#0 =f(6) bsat/ et experiments)
rotational fluctuations / R, = 1 B2 t
. i = = c
ps<->ns Partial secondary T ( local( ) Ek k
models: t.,S? structures Munon Relaxation .
fluctuations ps <->ms ’ - structures coefficients macroscopique fluctuations
excited (“invisible”) states pr Lo lecular size ms-s ps-ns
Carine van Heijenoort - La RMN, un outil pour la biologie - RENaFoBis - Oléron - 2016 63 Carine van Heijenoort - La RMN, un outil pour la biologie - RENaFoBis - Oléron - 2016 64




Les échelles de temps de la RMN Echelle de tempS de Larmor

relaxation des spins « flexibilité locale (ps-ns)

= Mesure de 3 parametres de relaxation: R1, R2, and hetNOE qui donnent des informations sur
la flexibilité locale des liaisons 'H-'5N dans une gamme 100ps-ns.

= Flexibilité locale au sein de protéines “structurées”

a 1 o
Calbindin Dy,
0.8 - Apo
(Ca,,),-N56A
Cd,,),"
o (Cd;.);
»
0.4
0.2
0
0 0 20 0 4 50 60 70 80
residue number a 60 — —
o SO =
S |
Maler et al., Nat. Struct. Biol. 7, 245 (2000) g
s 30 I [
¢ | i
3 20 1 i TH
e 2 gl e
T R ik e O -
0 L‘H]ti‘ n.E‘ t.‘.ﬂ‘ | [
3
b ..
T 2
o
] Ilmumlﬂlllﬂ%lun llu
0.5
. llﬁMmmmIIi ‘ Il lllllllllllllll
5 15 25 35 a5 55 65
residue number
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Les échelles de temps de la RMN Echelle de temps de Larmor

relaxation des spins « flexibilité locale (ps-ns)

Relaxation des azotes 15 amides & SO0MHz (-) et BOOMMz (—-)

En pratique: la mesure des nOes hétéronucléaires (*H->15N) est facile et

donne une information qualitative sur la flexibilité locale dans la " 0.7ns o8
gamme des 100ps. I 1.3ns

g

2 4

800MHz
500MHz
".‘ (rs)
— o

- Py «\éwcwﬂﬂémw

.

‘O

1as

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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Echelle de temps des mouvements et parametres RMN

Tz, T1, hetnOes

5(0), Jwn),J(won) Translational diffusion

mical Exchanger

Saturation DOSY

Alignment media Ra(vepma)  transfer  EXSY pe?k po_smons (gradient echo
linewidths

Din,cv#0 =f(6) Isat/Iref experiments)
rotational fluctuations
ps<->ns Partial secondary
models: t.,$? structures ki, populations, A0 IS L] Diffusion
fluctuations ps <->ms T — structures coefficients
excited (“invisible”) states propensities molecular size
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Echelle de temps des mouvements et parametres RMN

ns us ms D >
Chemical shits

NN i) peak positions
linewidths
k1
A = B

E
| ¢
¢

Ao

WA B

thermodynamic parameters
Keqg=Fki/k_1 = pp/pa
AG=-RThh K

kinetic parameters
kez =1/Tex = ki + k-1 =k1/pp = k-1/pa
kea(T) = ko exp (= Eq/kT)

» Deux conformations : deux jeux de pics
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Echelle de temps des mouvements et parametres RMN

U2AF65 conformation depends on Py tract strength

Exchange regime & RNA binding affinity

e
e, dE o fuslid]:| =
(oo ][ o] [om]f § |5 voum
[0 = | 2] felfg | roum
[0 = | o] [oa] Pl § | tum
(o cfl-9[co]lg] 5y tsum

» Deux conformations: un ou deux
jeux de pics

(Michael Sattler
personal communication)

ms s >
M IICNEN-E) peak positions

linewidths
Intermolecular processes
kOTL
P + L = PL
dp; kors dp,

0L,

z = kon[L] + Koy “

[PI[L] _ Koty
Ka="p1 = %,

‘ ex—kon[ ]+koff
A

Echelle de temps des mouvements et parametres RMN

-

» Les mouvements dans la gamme de la ps-ms provoquent
une modification de I'allure des spectres.

» Ces mouvements correspondent en général a un échange
conformationnel, ou échange chimique.

» Leffet sur les spectres dépend des valeurs relatives de ki,
(tey) et de Aw/2 (2/Aw). On parle d’échange lent ou rapide
al’échelle des déplacements chimiques.

@ Echange “rapide”: Aw < Kex
= Un pic w = pawa + pews
= Rex % Bo?
% On ne connait pas le nombre de sites en échange

Echange “intermédiaire” : Aw = Kex

< Un ou deux pics élargis
= Rexx Bo

= Echange “lent” : Aw> Kex

= Deux pics
< Rex indépendant de Bo
= Rex®—Kkpa=pakex ; Rex™—kap=ppkex
Pa > pp = Rex(B) > Rex(A)
@ Le pic minoritaire peut devenir indétectable

Chemical Exchange EEEIEEEEERE

linewidths
pa=0.8 ; pe=0.2
R24=R2p=5s
AV=200Hz J k Kex/ AV
\ 500
50
5.0

PpAVa+peVe
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Caractériser des échanges conformationnels entre états Caractériser des échanges conformationnels entre états
Cas d’un seul pic observé Cas d’un seul pic observé
s 1/nAv s Direct Observation of the Dynamic Process Underlying Allosteric Signal Transmission
régime lent régimj rapide
L Lo~ L >
s moyennes 3  e-Myb
d’aimantation
longitudinale forme de raie a
Dispersion de relaxation Q
R22PP=Ry+Rex §
Une seule résonance apparente, find
plusieurs états en échange
I Tex=3.0 £0.3ms @ 27°C
=
. . Reaction coordinate
15y P4 parameétres thermodynamiques
L o
2 \ .?3 Keq :kl/k—l :pB/pA
P 40 4 AG=-RTInKe = La liaison du domaine d’activation du facteur de transcription MLL a KIX induit une
472 67 \ oS = parameétres cinétiques redistribution des populations relatives des conformeéres de KIX en faveur de I'état dans
o | ® i iai ¥ sformé
et \ - Koo = 1/Teq = ki + k1 = k1 /pp = k_1/pa lequel le site de liaison de c-Myb (pKID) est préformé.
® S 25 kex(T) = ko exp (—E, /kT) = Cet état minoritaire n’est pas détectable dans la forme libre de KIX
3350 > parameétres structuraux
15 Aw ;wa ;wp
b
H
Briischweiler et al, ]. Am. Chem. Soc. (2009) 131, 3063-3068
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Sélection conformationelle
Direct Observation of the Dynamic Process Underlying Allosteric Signal Transmission
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Free energy

Reaction coordinate

Echelle de temps des mouvements et parametres RMN
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Translﬁioml diffusion

3(0), J(wn),(wn)
Chemical Exchange
) . Saturation P DOSY
Alignment media Ra(vcpme)  transfer  Exsy P " ’ - (gradient echo
Dun,ciz0 =f(8) linewidths .
R . ) ) - s I » ) . Isat/Iret experiments)
= Les chaines latérales des isoleucines participent a la formation d'un réseau d’interactions au travers
duquel «I'information allostérique» est transmise.
rotational fluctuations
ps<->ns Partial secondary
models: t,S? structures TR W secondary Diffusion
, - - . . TR fluctuations ps <->ms - structures coefficients
=~ Lanalyse de la transition allostérique du domaine KIX de CBP fournit une description a I'échelle ited (“ ble” -
. P et PRI . . excited ( MRS propensities molecular size
atomique du mécanisme de transmission coopérative d’information entre deux facteurs de transcription.
Briischweiler et al, ]. Am. Chem. Soc. (2009) 131, 3063-3068
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Biologie Structurale et RMN
MOTS CLES

= Spins, Champs magnétiques

= Fréquence de résonance

e o).

= Spectre o l | ‘/l”
| o

vy

= Déplacement chimique

8(*H) (ppm)

= Largeur de raie

= Environnement électronique

= Communication entre spins
= Proximité le long des liaisons

= Proximité dans I'espace

= [nteractions

= Mouvements, flexibilité

= Structure

= (Caractériser des interactions protéines/partenaires
(sites d’interaction, affinités, cinétique)
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Les échelles de temps de la RMN Echelle de temps de Larmor

relaxation des spins « flexibilité locale (ps-ns)

= Mesure de 3 parametres de relaxation: R1, R2, and hetNOE qui donnent des informations sur
la flexibilité locale des liaisons 'H-'N dans une gamme 100ps-ns.

= Structuration locale au sein de protéines “désordonnées” : propensité a former des structures
secondaires (+CS, RDCs, PRE, SAXS — ensembles conformationnels)
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Jensen, Zweckstetter, Huang &Blackledge, Chemical reviews 2014, special issues on IDPs.
Exploring Free-Energy Landscapes of Intrinsically Disordered Proteins at Atomic Resolution Using NMR Spectroscopy

Carine van Heijenoort - La RMN pour I'analyse de la dynamique des protéines 2015-2016




