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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

Analyse chimique

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

Imagerie (IRM)

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

Biologie structurale

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

< Etude fonctionnelles (enzymatiques, interactions)

< Génomique structurale (protéomique, interactome ...)

Biologie Structurale

Discipline cherchant a décortiquer, expliquer et prédire les mécanismes a la base
du fonctionnement des macromolécules biologiques
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 Connaissances des systemes a $5% -
I'échelle atomique et moléculaire 1=¢" !)—
« Intégration de ces connaissances \\__\_/ > sante
- anté

dans le contexte fonctionnel,
normal ou pathologique

médecine

Tout ce que
vous aver
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savoir sur la

“biologie structurale intégrée” < J A%F
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©f tout ce que
vous préférerier
NE PAS savoir....

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 i - A

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
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- Les questions spécifiques pour lesquelles la RMN n’est pas la meilleure solution

» Structure P* 1"& +
- “Grosses” protéines / assemblages bien structurés (R G Y 1)
- Complexes macromoléculaires C *"%5,%! % ++

» Dynamique

- cinétiques pouvant étre suivies par d’autres techniques

- suivi de réactions “rapides” hors équilibre (<s) $-"r 4 & - @
- “faibles” quantités (<10uM) C(C AT/
» Interactions
- Parametres cinétiques et thermodynamiques globaux pour les : @
interactions “fortes”
- Changement “globaux” de structures - A
- “In cell”
$-"r 4+ &
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Biologie Structurale et RMN
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- 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 (“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

Une question cruciale :
explorer les états multiples des protéines et leur plasticité
un continuum ordre <-> désordre
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functional disorder § Intrinsically disordered
i protein 10P)

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

# % %! % )'(. .




Les protéines : des objets dynamiques

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

Biologie Structurale et RMN
MOTS CLES

v

Différents ensembles d’états peuvent étre fonctionnellement différents.

= Spins, Champs magnétiques

—

~ = Fréquence de résonance ‘

. l-‘r\"
pectre 1 Wa__ I)-JL‘I

. BCH) (ppm)

Energic

|
= Déplacement chimique ' "

T

: 8('H) (ppm) * e
= Largeur de raie (H) (ppm)

= Environnement électronique

Free energy

= Communication entre spins

= Proximité le long des liaisons

= Proximité dans I'espace

/ Resction cooedinate
\ /

Briischweiler et al, J. Am. Chem. Soc. (2009) 131, 3063-3068 = [nteractions
! /

Encrgic
/
.

= Mouvements, flexibilité
| | N 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). = Structure

W\ La valeur moyenne d'une propriété n’est pas forcément représentative d’'une conformation.

= Caractériser des interactions protéines/partenaires
‘Coordonnée conformationnelle (sites d’interaction, affinités, cinétique)

< 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

# % %! % )'(. ..

# % %! % ) (. ..

La RMN des protéines : avec quel matériel ? 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 ?

I
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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

S & (-, TR R IS R 066% +1S T8 LITR+ & +7&, (4
El 5§ +F BB

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

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

Résonance Magnétique Nucléaire

&~ Nucléaire

= Spins des noyaux des atomes
= H (2H), 1°N (14N), 1°C, 31P, ...

% Interaction spin / champ magnétique

= Précession autour du champ magnétique

< fréquence de précession

Fréquence de Larmor
N —
wy = —7Bo

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

Résonance Magnétique Nucléaire

&= Nucléaire

= Spins des noyaux des atomes
= 1H (2H), 1°N (14N), 13C, 31P, ...

¢ o
% Interaction spin / champ magnétique e ¢ §
o o ()

= Précession autour du champ magnétique —seee IB)

= fréquence de précession ’

Fréquence de Larmor

— —
wo = —7Bo
(0]
= Levée de dégénérescence
< Aimantation macroscopique
# % %l % )'( 16




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

Résonance Magnétique Nucléaire

= Nucléaire

= Spins des noyaux des atomes
=y IH (ZH], HN (14N)' IKC ) SIR

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

< fréquence de précession (yBo) g
= 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 e

= 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]),

& [nteraction spin / champ magnétique A
= Précession autour du champ magnétique ?ﬂ ‘.-

= fréquence de précession i ’ ’

= Levée de dégénérescence | "

= Aimantation macroscopique
&&= Résonance
<> Mise en résonance des spins dans un champ magnétique . i

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 ?

Résonance Magnétique Nucléaire By
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= La RMN, qu'est-ce-que I'on observe et comment ?

I

By Résonance Magnétique Nucléaire

A z z
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My (t) = ! Megsin(wot)
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= La RMN, qu'est-ce-que 'on observe et comment ?

|
By Résonance Magnétique Nucléaire

A Précessi
récession
et
Retour a I’équilibre (relaxation)

Y Y

My (t) = | Megcos(wot)exp(! t/T5)

My (t) = ! Megsin(wot)exp(! t/T5)
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= LaRMN, quest-ce-que 'on observe et comment ?

Résonance Magnétique Nucléaire

@+ 1" ++(1& &7 & &S
= 0! 0"& ," +* 1"& 0-&,1( &1 -
=+ 1"&+19%-§, &5

@ Nucléaire

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

= 1§+ &+ 1815
= %(+% &5,1)- +5§ .5+
= Précession autour du champ magnétique - ’:1' +'&* +|-
= fréquence de précession = & &* ,IT&+E5S .5 +F
= Levée de dégénérescence
< Aimantation macroscopique

" Interaction spin / champ magnétique

# Résonance *5)- & (*5 ++1"&>R_M THUAQI
< Mise en résonance des spins dans un champ =Q 5( & $ &.1*"8& % &, 5% ,*"&!)-
magnétique grace a une onde radiofréquence a $" 0§ —,m-* —&"1 -

la fréquence de précession des spins

% wt % )(. ..

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

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

Un spectre de RMN

i expT)

Tha§ * -* +*5+T& &+
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 ~ - (1

T2 ~ (largeur de raie ) si flexibilité ~ ’

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

10ns 15ns 25ns
20kDa 30 kDa 50kDa

To Sns
MW  10kDa

timo -

froquency -




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

Résonance Magnétique Nucléaire

o :
Princi 1 Parametres e

=  + 5 % &+ 1%)- +>-& +"-* D& "*% 1"&+,*- ,-*§

» Chaque atome de la molécule dont le spin n’est pas nul donne un signal caractéristique de son environnement électronique

» spectre en fréquence caractéristique d’'une molécule dans un état/environnement particulier (pH, température, pression,
solvant, sels, libre/lié, structuré/désordonné, ...)

y e g Fithueics de Febbiuhcn |&1TR& % & 58 T&I) =
2 déplacement chimique o
moment magnétique) ST , % (§I5H+*~ ,=*51G 5(8I5H 5+ * *&&5l
Champ magnétique (1%%=8&L 178 &iFe ot 1 (184 Bk
Onde &l - actions/Interfaces

U S )L HSYE ()Y (+
Liaisons chimiques|

Information angulaire\

Distances inter atomiques‘ 1"4,0,("*5)6(0)512")6(+$0,'("™*()",75*()" ./0/,(1,$2

 Résonance

e U H%(H(,0 0 )12,2+(")13,28" #-"HAS

%G+ * 51— 4
Constantes de temps de relaxation

T1, T2

nOes
Moyennage des interactions
Fluctuations des interactions

Flexibilité interne

* 18+ Jo 3 A o
&’ o & Réorientation moléculaire

spin-champ magnétique‘
in-spin

i Echanges conformationels 817,52("9-:" ),/3,.(
spin-électrons 2

V(- 11+$#+)1

Cinétique et Thermodynamique

$0,"&

817,52("9-"7/$,28  $3 4
Y. (-+8$,-0-/,-/5"
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RMN : sonde a I'échelle atomique de I'environnement électronique des atomes
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RMN : sonde a I'échelle atomique de I'environnement électronique des atomes
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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 da ta
David S. Wishart and Brian D. Sykes**
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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 da ta &std dev (o)
David S. Wishart and Brian D. Sykes**
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RMN : sonde a I'échelle atomique de I'environnement électronique des atomes
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RMN : sonde a I'échelle atomique de I'environnement électronique des atomes
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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,
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R, M ,t. N l, i COUPLAGE SCA
ésonance Magnétique Nucléaire COUPLAGE'SCA
. SPINS/ELECTRONS/ ANISOTROPIE de| STRUCTURALES
. OT| ] = L | e -
Principes siques Parametres e DEPLACEMENTCHIMIQUE

PESPIYSIq Structures -
Spins des noyaux - . "8 & *0: + I 1+% &=
(moment angulaire '*5,.)" fice d FST & - (&I*T8& % &, 5§ tFo&ldue H O & $ $ & @I

déplacement chimique P
moment magnétique) Structures secondaires
Champ magnétique 1 50600m&l: a¢bid r&iFr det tpldn ions/ _
Onde é - Interactions/Interfaces

S D Liaisons chimiques BO : : :

Bésanance S - o Information angulaire Interaction dlpOIalre

% S¥ D - +‘ . Distances inter atomiques p,oﬁ 'yI'yS 2
Constantes de temps de relaxation Epp = o (1 — 3cos*0)m ms

& % g+ T1, T2 Flexibilité interne Is

. . ) nOes_ . Réorientation moléculaire
spin-champ magnétique Moyennage des interactions
spin-spin Fluctuations des interactions . e rmati = i i
T (R Echanges conformationels Interaction scalaire
50 1. Cinétique et Thermodynamique EC’S = 2#h\]ISmImS
Anisotropie de déplacement chimique
Ecsa=Hs Bo(lI 3cog")ms
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COUPLEAGE'SCALATRE!
COUPLAGE DIPOLAIRE INFORMATIONS
SPINS/ELECTRONS/CHAMP| ANISOTROPIE de| STRUCTURALES

Relier des fréquences les unes aux autres
DEPLACEMENTCHIMIQUE COUPLAGE SCALAIRE Information angulaire

H=0: & § + §! 1+°&=@I

/\ o =*hcl& 4 5( & & -& % * LTIHI&+
Interaction dipolaire wo\ /o,'
HOH’YI’YS 2 \/
Epp = —-—5>(1 = 3cos”0)mmg
4T rIS

?T}? ?%_Té CH,
MAN e i e

)

HIVHE"&(&"%) *+&"&(&"%) OH
Anlsotrople de deplacement chimique
Bo(1! 3co€")mg ! o 40 30 2

T T T T
! 5.0 4.0 3.0 20 1.0 1.0
//[ j\\ "
A j\\ v

NHYY (1 NHUY ]

Ecsa=Nhls

38

Liaisons‘chimiques

Nombre de voisins|

COUPLAGE SCALAIRE Relier des fréquences les unes aux autres

Nombre de voisins|
Information angulaire

* & * (U$ I+ T8 &*  -0+(1&+
/\ &+, &, - 5( & $  5%9%5,*
‘%\ +§1 147 &+ 1C
- Y
$ T$ $ ? ¢T # 3C 1H 13C 1H
I 0
PUbE et |/_\ ]
HEUHE "&(&"%)  *1+&"&(&"%) 13C BCO 15N 13C 13(|:|C
O | (e}
N NG
N
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Faire communiquer les spins

COUPLAGE SCALAIRE

Nombre de voisins

* &

*
)

(8 1+ 1788 §T&

Information angulaire

$ 9l 1+7&

BN
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Faire communiquer les spins Llalt5&+ « hllduct
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Un exemple de 'apport de la RMN dans la relation dynamique/fonction:
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Les gammes de temps en RMN
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Trois grandes échelles de, %(+G *5)- & + caractéristiques en RMN

I Le temps de retour a I'équilibre T, et le temps de vie du signal T,
Expérience de RMN <-> perturbation du systéme de spins
Ordre de grandeur du temps de retour a I'équilibre : Centaine de ms - s (T1) / 10ms-s (T2)
Détermine la fréquence minimale des mouvements que I'on peut mettre en évidence au cours d'une expérience de RMN
Détermine la largeur des résonances
I Léchelle de temps spectrale : T=1/Av
Caractéristiques spectrales : gamme de dépl. himi it
Moyennage des interactions par les mouvements de fréquence supérieure a cette échelle
Perturbation de I'allure des spectres par les mouvements autour de cette échelle de temps

I Léchelle de temps « de Larmor » : w,

Fréquence de précession des spins dans un champ magnétique By=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.

Les échelles de temps
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Macroscopic
Molecular Molecular
rotations vibrations

Rotation of aromatic sidechains
and of buried sidechains

Elastic vibration of globular domains
Exposed sidechain rotations

Loop motions

Restricted motions of buried sidechains
Secondary structures relative displacements
Global rotation

Allosteric processes

Local unfolding Relative motions of domains
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Les échelles de temps de la RMN Echelle de temps de Larmor Les échelles de temps dela RN Echelle de temps de Larmor
relaxation des spins < flexibilité locale (ps-ns) relaxation des spins < flexibilité locale (ps-ns)
Mesure de 3 parameétres de relaxation: R1, R2, and hetNOE qui donnent des informations sur En pratique: la mesure des nOes hétéronucléaires (*H->5N) est facile et Relaxaticn des azotes 15 amides A S00MMz (-) et BOOMMz ()
la flexibilité locale des liaisons "H-'*N dans une gamme 100ps-ns. donne une information qualitative sur la flexibilité locale dans la
o . L ; gamme des 100ps.
Flexibilité locale au sein de protéines “structurées” -
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Echelle de temps des mouvements et parametres RMN Echelle de temps des mouvements et parametres RMN
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Les mouvements dans la gamme de la ps-ms provoquent
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Intermolecular processes
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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 8> s Direct Observation of the Dynamic Process Underlying Allosteric Signal Transmission
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Briischweiler et al, ]. Am. Chem. Soc. (2009) 131, 3063-3068




Sélection conformationelle

Direct Observation of the Dynamic Process Underlying Allosteric Signal Transmission

b

Free energy

Reaction coordinate

Les chaines latérales des isoleucines participent a la formation d'un réseau d’interactions au travers
duquel «I'information allostérique» est transmise.

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.

Briischweiler et al, ]. Am. Chem. Soc. (2009) 131, 3063-3068
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Echelle de temps des mouvements et parametres RMN
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Biologie Structurale et RMN
MOTS CLES

= Spins, Champs magnétiques !
= Fréquence de résonance fl
i
sy N
- . L ’M“-. l .*'J" "
= Déplacement ch
= Largeur de raie

= Environnement électronique
= Communication entre spins

= Proximité le long des liaisons

= Proximité dans l'espace

= Interactions
= Mouvements, flexibilité 0 Y% %
= Structure

= Caractériser des interactions protéines/partenaires
(sites d’interaction, affinités, cinétique)

|- Caractériser des états multiples fonctionnels de protéines |
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Les échelles de temps de la RMN E’:Chelle 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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