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Contributions de la RMN a la biologie structurale :
Approches multi-échelles spatiales et temporelles

Ewen Lescop, ICSN, Gif-sur-Yvette
Ecole d’Oléron Renafobis, 21 juin 2017
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1 Considérations pratiques de RMN et protéines
== Considérations générales sur l'importance des mouvements en biologie
1" Temps et signaux RMN

= Méthodes RMN pour accéder aux différentes échelles de temps
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| Evolution de la RMN des protéines = @
1980 1990 2000 2010
Champ magnétique disponible (résolution/sensibilité)
400 MHz 600 MHz 800 MHz 1 GHz 1.2 GHz

Marquage isotopique

Homonucléaire Hétéronucléaire Deutération
('H) (TH/SN/13C) (TH/SN/13C/?H)

Deutération + méthyl

Taille de protéine accessible
200-300 acides aminés (structure)

~10-20 ~20-100 ~100-200 0.5 -1 MDa (autre)



Mo Composition d'une protéine acst

Abondance naturelle

O H(H s=1/2)
© c (¢ 5:=0)
® N (“N s=1)

@ O (10 s=0)
© s (32s S=0)
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Un cadeau de la nature

O &;ICSH

Noyau | Abondance |Rapport vo @117 T Sensibilité

naturelle (%) | gyromagnétique relative
(107xrad/Txs)

H 99.98 26.752 500.13 1

13¢C 1.11 6.728 125.76 1.6%

(5=1/2)

BN 0.36 -2.712 50.70 0.1%

(5=1/2)

Le noyau le plus abondant dans une protéine est aussi
celui le plus sensible parmi les isotopes H,C,N!
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Noyaux visibles en RMN

Abondance naturelle

O H(H s=1/2)
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Limitation a ~100 acides aminés

1z 650 aa

iz 20 aa

T T T T T T T T T T T T T T T T T
10 8 L] 4 2

T T T

Au-dela de ~100 résidus, I'encombrement des spectres rend l'attribution quasiment

impossible

@Q&ICSH
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8 kDa (Tendamistat) 21 kDa (Cdc42)

1= Les superpositions spectrales deviennent inextricables
1= Les risques de mauvaise attribution sont augmentés

Solution: injecter plus d'informations
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Enrichissement en isotopes °N et 130@'(35”

Marquage 'H/PN/13C

1H/15N

Marquage

° 13¢

@® 5N

O H



Marquage H/N

Source : PNH,CI

Marquage isotopique

Marquage H/PN/13C

Source : 1’NH,CI

et 13C-glucose

Marquage 'H/N/3C/?H

Source : ®NH,CI,
13C-glucose et D,0

Marquage 2H / 13CH,

Source : D,0 et
précurseur d'acides

aminés

et autres: marquages spécifiques de certains acides aminés
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= Les spectres PN-HSQC restent (presque parfaitement) résolus

méme pour des protéines > 600 aa (acides aminés)
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On enléve un maximum de protons pour les remplacer par des deutérons

Tres gros objets (0.5 MDa)

Marquage 2H / 13CH,4

On réintroduit des 13CH; sur les méthyls

3C (ppm)

ILE d, ‘ Ala, 3 o =
o *e?
' &, | 0 e
7 o - »
> e 7
g8, LT
° > ®
¢
TET2 468 kDa
T=50"°C
t.=240ns

Yield ~ 20mg/L

e ICSN
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Ne pas voir les signaux RMN: un avantage!

Les 500 pics !H/®N des acides aminés “rigides” sont trop larges pour étre visibles

Seuls les pics des résidus flexibles sont visible - _,, lO0pics
- 110—— % @ °
pp— E _ o
M'. — ‘-// Q. . 0 ~0 y
\\ 9 — o & oV
0 0
v 7 0
oy 100q / u‘é‘ 15— ¢ o
v
© _
500aa )) = - oo
E 0 ° [b 0 0
120— 0 H
'g 1 o 0'&?;(’;3(‘0
; i oo
A _ L4
- O
125—— ° o
(4]
- 0
= 0
-llllllllllllllllllllll
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TH chemical shifts (ppm)
Les 100 pics 'H/®N visibles se comportent comme une IDP: raies fines, intenses, au
centre du spectre 'H et facilement attribuables
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Ne pas voir les signaux RMN: un avantage! @9 ICSN)

Les 500 pics !H/®N des acides aminés “rigides” sont trop larges pour étre visibles

Seuls les pics des résidus flexibles sont visible - o oo 100 pics
g = 10— ° 50 pics
(‘ _ \
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7 » 50aa 8.5 8.0 75 7.0
e \3653} TH chemical shifts (ppm)

500aa Footprinting sur des protéines intactes
Alternative a la protéolyse ménagée
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De la RMN sur le ribosome?

ecsn

70

110

115

120

126

130

110

15

3
. £ Ribosome 70S intact

130

(wdd) Ng,

Sous-unité 50S du ribosome

marquée N

marqué °N

La RMN voit ce que la cristallo

ne voit pas, et vice-versa
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| Considerations experimentales
r ' k|
i Protéine: de ~1 uM @ 5 mM / ;;
—
= Volume: 200 & 500 ul > 4

15> Tampon: pas de restriction a priori {'
- 4
= Attention au pH si spectre °N (labilité de Hy, accélérée)

== Attention a la concentration en sel (pas trop élevée mais alternatives)

= Un peu (5-10%) de D,0 pour la stabilité du spectrometre (fock)
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Plan

= Considérations pratiques de RMN et protéines

1= Considérations générales sur I'importance des mouvements en biologie
= Temps et sighaux RMN

= Méthodes RMN pour accéder aux différentes échelles de temps

Des échelles tres lentes : s-jour- an
a intermédiaire lent: ms-s
a intermédiaire rapide: us-ms

et finalement rapide: ps-ns



Les Protéines: des objets dynamiques @lcsn

« lock & key »
induced fit

virus/pathogen penetration

order — disorder Ramm— membrane insertion
Sequence Nucléosome activation

flexible linkers
) display of sites
: 9 \ w flexible ensemble / entropic bristles, springs and clocks
S—p=4=—0T \
i ®

molecular recognition
virus/phages assembly
stepping motors

OIS

Dunker et al., Journal of Molecular Graphics and Modelling 19, 26-59, 2001
Dobson, C., Nature 426, 18-25, 2003
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es protéines sont des molécules dynamique

Mouvements dans la gamme picoseconde-nanoseconde

https://www.youtube.com/watch?v=raQI0l69kvg
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Les protéines sont des molécules plastiques

Chaperone Cycle catalytique d'une enzyme

http://home.cc.umanitoba.ca/~joneil/Gro-ribbon.mpg http://chem-faculty.ucsd.edu/kraut/dhfr.html
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Fonction des protéines et dynamique (ﬁlcsn

Macroscopic
diffusion

Conformational exche
Molecular
rotations




&M Rm\

Techniques pour accéder a la dynamique de protéine

X-ray cristallography

B factors

time scales
static disorder, crystal contacts, ..

X-Ray, neutron scattering
Doniach, Chem. Rev. 2001, 101 ; Zacai, science
2000, 288.

size/shape modifications
timescales (ps-ns) for 'H positions

Fluorescence
Weiss, Nat. Struct. Biol. 2000, 7 ; Yang, Science

2003, 302 ; Haustein, Curr. Opin. Struct. Biol. 2004,

14,

ensemble / single molecule
cellular context

probes

Mass Spectroscopy (HX MS)

radical footprinting
Wales, Mass. Spectrom. Rev. 2006, 25 ;
Busenlehner, Arch. Biochem. Biophys. 2005, 433.
Guan, Trends. Biochem. Sci. 2005, 30.

large molecular assemblies

Mossbauer, Raman, 2D infrared
spectroscopy

Molecular dynamics

Forcefields ...
Short timescales ..

NMR

Boehr, Chem. Rev. 2006, 106, 3055.
Palmer, Chem. Rev. 2004, 104, 3623.

=102 10%s

< Site-specific information
< multiple atomic probes 'H, 2H, "*N,
3¢, 3p, ...
= Simultaneous monitoring of probes
< kinetic & thermodynamic profile of
dynamic processes

< isotope labeling
< quantities
< size limitation
< complexity of the method ?

@%; ICSI
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Fonction des protéines et dynamique c@csn

’ ||‘ SIG :
Macroscopic
dlfoSIOH MOICCUIW
' vibrations
Conformational exchange

Molecular
rotations

ﬁ.ﬂ

LT 1/: Y

! : freqmc:&:i nutation
Signal relaxa ‘ :
‘ rexa differences frequencies
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Plan 3
= Considérations pratiques de RMN et protéines
== Considérations générales sur l'importance des mouvements en biologie
1 Temps et signaux RMN

= Méthodes RMN pour accéder aux différentes échelles de temps
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© Comment la RMN voit les mouvements?
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= Les mouvements moléculaire influencent les parametres RMN: déplacement

chimique - largeur de raie - relaxation
== Echelles de femps caractéristiques de RMN:

== Durée d'une expérience RMN (1D: s-mn / 2D: mn-h / 3D : h-jour)

= T1: (ms-s) retour a I'équilibre pour un ensemble de spins
= T2: (ms-s) durée de vie du signal RMN
= Echelle de temps spectral (déplacement chimique) : 1/Av (ms)
Av: différence de déplacements chimiques entre deux sites
1= Echelle de temps de Larmor: 1/(2nw,) (ps-ns)
Wo=YB,
v: noyau (!H, 1N, ...) dépendant
Bo: champ dépendant (500MHz, 800MHz, ...)
IH a 800MHz / 13C a 200MHz / °N a 800MHz
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= Considérations générales sur I'importance des mouvements en biologie
= Temps et signaux RMN, quelques points théoriques

== Un peu de thermodynamique / cinétique

= Déplacements chimiques

1= La question de I'échelle de temps

1= Relaxation

= Méthodes RMN pour accéder aux différentes échelles de temps
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Oscillation entre deux états AetB &

Kag (s71)

Kpa(s™)

>

<

Etat A Etat B
Pa Ps

Les états A et B peuvent €tre différemment peuplés (p, and pg)

Ea: énergie d'activation
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Oscillation entre deux etats Aet B

Kag (s71)

Kpa(s™)

>
<

Etat A Etat B
Pa Ps

L'« oscillation » (ou échange) est caractérisée par les constantes de
vitesse kAB et kBA'

Une grandeur intéressante est Kk,,= K p + Kga

k., est reliée a Ea (loi d'Arrhenius)
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Et+ la RMN dans tout cela? a8 /CsN

Kag (s1)
>
<
kga(s™) wa)
Etat A Etat B
(DA, JA, NOEA, R1A’ RZA’ (DB, JB’ NOEB, R1B, R1B’ waan

Chaque état est caractérisé par des observables RMN qui peuvent
étre distincts.

Que voit-on alors?



el @% CSN

Spectres RMN

En I'absence d'échange entre A et B

| Aw
S

Wa g

\

Wops=PaWatPr®p

Si I'échange est tres rapide
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Spectres RMN et échange 3
TAV!
,‘ ) K., << 27 Av Echangg Ienjr
' Raies séparees
NN, Echange lent
P k., < 2 Av in’r.er'mé,diair:e |
Raies separées mais
35 élargies
o3 Echange intermédiaire
1 Kex = 21 AV Raie unique tres élargie
20
Echange rapide
o K., > 27 Av m’r.er'me.dlalr'e |
Raie unique mais
élargie

k »>2x Ay  Echange rapide
%0 o Raie unique (moyennée)
3kHz 3kHz



FOUZN AR
éiakaBis)

, - @eg (CsN
| Déplacements chimiques 3

En solution, les molécules échantillonnent toujours un ensemble de
conformations (structures)

Les déplacements chimiques sont sensibles a la conformation, ie a la
structure a un instant t

Comment les spectres RMN reflétent la modulation temporelle des
déplacements chimiques?
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Random coil vs structure

Random coil: pelotte s’ra’rls‘rlque toutes les conforma’rlons s’rables sont
échantillonnées de maniere équiprobables . e

14
120 -

Chaque conformation est associée a une
population et une valeur de déplacement
chimique )

L'ensemble est échantillonné tres
rapidement, on observe le déplacement
chimique moyenné et pondéré

"" - I o(°)

Random coil -
. # = |
15N = L .
" - Faible dispersion spectrale
E Le seul parametre est la séquence primaire
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Random coil vs structure 3

Structuration: certaines conformations sont préférées

Le déplacement chimique moyenné et pondéré dévie du random coil.

Forte dispersion spectrale

Random coil - | Structuration_.
rd - - P
> » . : ) } !
- <. .
15N ® . - i < \...
d o ® e "’ * - *
-~ - - - i - r : ’
I, L T dam .
~~” . -
H '.r t o.. '.’
-’. ‘. - I . .‘.‘& . -
o t ® e ® e - L
| - - - L { . - L
i Lo o . . i
: S S . S— —— 1

10.0 9.2 84 76 6.8 6.0 100 92 84 76 6.8 6.4



néfalulis) o csn
" Déplacement chimique, structure et dynamique = @

Le profil de variation des déplacements chimiques (par rapport au random
coil) est riche en information sur la structure et la dynamique d'une

protéine

flexible rigide

Frosr 1'-‘-""l|’l'rl|'-||"|n'||1] rlnﬂj structure

g-;.;__'ﬁ,_wd,,.ul.,r.uum,ug

o

~

Ad
15N

— 0o

Ad 13Ca

;___.,*,_4 _,Tl,.lujll.‘ll. lil hn dynamique

| ‘ | 1 -63 +/- 8

L Il Phi

[T [ Good | i |  Dynamic | Bad | unclassi |
- L Prev ‘ Next ‘ Redraw ‘ Clear ‘ Save ‘ Quit ‘
e e et "I"'ll-'T r 1'rl-|- 'I'I"""'

1 I 1 I 1
190 200 2 ] 0 22() 230 240 250 260 270

1
Residue number 82
0.5

0

~ ®
! ] ]
.};Ncmpmomp Now.p o'o.ho.;;‘
T

13Cp

Ad

TALOS+: Shen, Y, Delaglio, F., Cornilescu, G. and Bax, A J. Biomol. NMR, 44, 213-22 (2009)
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Interaction proteéine-ligand

Considérons une protéine P interagissant avec une autre molécule L

kon
P+L <— PL

koff

A I'équilibre, les concentrations ([P], [L], [PL]) des trois especes
sont reliées par:

[P]L]
[pL]

La constante de dissociation Kd renseigne sur la stabilité de
l'interaction:
faible Kd (e.g. nM) -> haute concentration du complexe PL
haut Kd (mM)  -> basse concentration du complexe PL
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Interaction proteine-ligand et RMN - 1

Ko (s71)
>
<
Kore(sh) 0)li;»'
Protéine libre Protein liée
Wiibre Diie
plibr'e: [P]/[P]‘ro‘r plié:[PL]/[P]‘ro’r

Plibre*Pris=1

La fraction de protéine libre et liée dépend de la concentration des
especes en solution et de Kj.

kex = kon [L] + koff
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= Titration et spectres RMN
Echange lent Echange rapide
kex = kon [L]+ koff << Aw kex = kon [L]+ koff >>> Aw
OWy: «
‘}Ilee, 1 (Dliée, ’
e Wiipre, 2 <5 |
O = ) Wy .
lige, 2 (Dliée, 9 libre, 2
My
Vore, Wipre, 1

Ligand avec haute affinité
(fC(lbIe Kd)

Ligand avec faible affinité

(haut Ky)

Une simple titration donne une idée de l'affinité
On peut aussi obtenir Ky, stoechiométrie, parfois k,,/k,¢¢
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Titration de la calmoduline par TFP
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Waudby et al. Sci Rep. 2016;6:24826.



b

Titration de la calmoduline par TFP 1§|C5n

S
+TFP, 14+ 1 pM TFP, 25 + 1 M ; :@
CaM X CaM:TFP, 2 —_= CaM:TFP, F>(®[N
F

"2270 + 100 s 2070 + 80 s
+TFP, 62 + 2 pM +TFP, 4 + 1 mM \
- > CaM:TFP, < > CaM:TFP, N
11000 + 400 s 12000 + 3000 s LA
~

Waudby et al. Sci Rep. 2016;6:24826.
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Relaxation Tl et T2

Le temps de relaxation longitudinal T1 définit le temps de retour a
I’équilibre du systeme de spin (ie 1z).

o Il conditionne le délai entre deux accumulations
o Les mouvements plus lents que T1 ne peuvent pas
étre caractérisés a partir d'un seul spectre RMN.

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

« Le temps de relaxation T2 définit la largeur des résonances

Il existe d’autres temps de relaxation mais plus difficile a mesurer



T1: le temps d’équilibration - 12

W <> Absence de champ magnétique: B,=0

”3> DOOOO0E )’ w‘f 4
X T
|a> 0000000 ‘ \'\ ‘ T _ = 7 —
ossssse NN i-3p-3T <0

T1: vitesse a laquelle systeme se met
a I'équilibre

Polarisation résultante

ALB X M0=N(Pa—Pﬁ)m=N(Pa—Pﬁ)%
P h e
010000, el Var, Fa _oxp B0 -1 20
B> k“ - > Py k, T k,T
w
> 00000000 A 22
M0=Ny 0=M61VXB

4k,T
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e T1: le temps d’équilibration ®

Le temps de relaxation du systeme vers I'équilibre apres
I'application d'une impulsion courte de champ B, (excitation)

B, 1

0 )
B, t [

0 )
M, 1

N
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i T1: le temps d’équilibration 3
Equilibre de Etat excité Equilibre de
Boltzmann Boltzmann
M, =M, x(P,-P,) M_=0 M, =M, x(P,-P,)
Mxy =0 PUISe Mxy - MO T1 Mxy =0
90° relaxation

B> B

Le temps de relaxation T; est relié au changement de population entre
les états d'énergie o and f

Les changements de niveaux d'énergie (f—>a transition ) absorbent/
libérent de I'énergie
Quelle est l'origine de cette énergie?
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Le phénomene physique des transitions

BO X Bioc (t)
<
X | - Les molécules se
Vel ) réorientent
x Y7
TN Y l
‘ —
V
]/ . a Chaque spin sent un
Bioc (1) champ local effectif
Beff: BO-"Bloc
Le champ local additionnel se l
comporte comme les champs B,

- Dépendent du temps
- Processus stochastique
(non corrélé d'une molécule a
une autre)
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Le phénomeéne physique des transitions ¢

Etat excité

B>

" | AE = hw

Seuls les photons générés par Beff et ala
« bonne énergie » sont capables d'induire des
transitions

L'efficacité de T1 dépend de la

distribution des mouvements au
B> e sein d'une molécule

(cf fonction densité spectrale J)




| m\ T2: durée de vie d’une cohérence / signal RMN - ML

— M. ,sin(wot)exp(—t/Ts)

M,(t) =
l o T, rapide mene a des pics

l A large

frequency -

T, contréle la forme de raie

_1/(xT;)

(1)0 /27!1 (D/ 21
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T2: perte de cohérence 3

Considérons 3 spins associés a 3 copies d'une méme molecule

e, pulse 90° (champ B,)

ey

Tous les spins sont alignés
L'aimantation nette est parallele a I'axe ey
Nous avons créé un état cohérent
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i T2: perte de cohérence ®

La composante z du champ stochastique Bloc
induit des évolutions différentes pour les
trois copies

Rotation de T due a B¢,

Aprés une certaine durée,

, . I'aimantation totale (I+I+I) décroit

Ro ’rcﬁ?;ﬁfclj%nIddeu]é ‘g”B a Bt ; en intensité du fait de la perte de
eff.z cohérence entre les différentes

molécules
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Parametres gouvernant la relaxation

T=1/R
10 | T | | | | | | | 1 T
8 | _
— Rz.— —
— 6 - .‘.' =
.— 4 I .’ — . /,
L . | La relaxation dépend de:
2 — P \& Champ BO
/ 1 Nature des spins (*H, N, ...)
. D 1' L1 ; L1 1 . Taille des molécules
et | Mouvements internes
e Température
Cavanagh et al. 2006, Fig. 5.8 etc.....
Petites Grosses

Molécules globulaires Molécules globulaires
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== Considérations générales sur l'importance des mouvements en biologie
= Temps et signaux RMN
== Méthodes RMN pour accéder aux différentes échelles de temps

Des échelles trés lentes : s-jour- an
a intermédiaire lent: ms-s
a infermédiaire rapide: us-ms

et finalement rapide: ps-ns
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Une expérience RMN typique

Mz Mz
\ |\/| Récuperation du

fid T, signal: T, \

~.01s ~.01s ls

Le bloc élémentaire est répété pour augmenter le rapport
signal sur bruit ou pour échantillonner la dimension indirecte

(2D-3D-nD....)



| Durée typique d’expériences RMN - 251

1D 2D 3D

s-min min-h

aliphatic

¥

g

H ]5 =
= F

i

—

9,

&

993




Expérience de cinétique

J“-(‘ﬁ ! .l
! o 4

time [sec)

Prendre un cliché

instantané a chaque
instant At

Corréler les changements
spectraux avec le
phénomeéne observé

o
0 b P} o =
s O 0 ¢ ,+— 2 E
o 0 ’ &
d L, e |83
*g ,° Sy
.z. . '. .. o vr:‘—)
00.‘. .. -.N—
0..0 ® 9
| 2
L) 13 ?—‘
T T T T U
93 8.7 an 75 6.9
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Neuroglobin: une hémoprotéine
Heme B est presque symétrique




Neuroglobine: deux orientations dans la poche

H AH y HMcB

/2|xt 4t
A
M

ox

23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 -3 -4 -5

'H chemical shifts (ppm)

Les deux orientations de I’heme (A et B) sont présentes dans la neuroglobine

8
ae ICSN
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Liaison de CN- a la neuroglobine

Ngb (Fe3*)
| ~ \ ‘ \
> \:v\::-:::'\\\\ \
. Ve,
Time ==\ :
M,® M,»
Ad d |t| on d e 0 'H chemical :hslf?(ppm) 0 200 'H ch;?nzal shift (ppm) 180 #0 ’3 <(:)hem-caI:h?n (me).5 ’
KCN at t=0h

—

A A

w—  T=97 min /B isomer . L. . .
—  T=19 min /A isomer La forme minoritaire A lie CN- 5 fois

plus vite que la forme majoritaire

Relative Intensity
o
BN

. | .
0 100 200 300 400
time (min)

Bocahut et al. JBIC (2013)
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- Cinétiques suivies par des spectres 2D ¢

Exemple: le chemin de repliement (folding) de la p,-Microglobulin

119 19 E
p |
120 —] 0 120 E‘
D ° 0 | 121

121 ’
0 | I
) 122
12 ]
]
-
8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 0

Corazza Aet al. J sior Lnem. cutu ‘¢03\0):5827—35.
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Refolding suivi en temps réel

La protéine est initialement a pH 2.2
A 1=0s, on induit un saut de pH a 7.4
-> collection de 2D HSQC chaque 15s

15N (ppm)

t=0s

11,0 U . ) é

116,0 - i
L
L)
2 2
121,0 Jon
3.
AL
p Yoo
126,0 - /W

1,0 10,07 9,0 8,0

-

119
120[] 0

0
121 O_D

o O [
122 [l

17,0

n
82 80 78 76 74

t=25s

1+N .*

120

121

122

100/ 90 80 |70

1H (ppm)
0P
<
4
0 ;]

8.2 8.0 /7.8 76 7.4

119

120

121

122

t=2h

=)
L

100/ 90 80 |70

¢ :
©]

o
0 g

@y

8.2 80 78 7.6 7.4

l‘é, ICSI

Corazza A.et al. J Biol Chem. 2010 285(8):5827-35.
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Mecanisme de refolding 3

. a Model A b Model B
” k, =(250.1)x10"" = 75%
R
g ky =(4.7£0.6)x107s" : : v N A=(2.3520.05) 107
2 40 A, =(70.1£1.7)% / \
- vy
' =(23.0%£1.7)% = 5% =~ 11%
zo{ Ay =(23.0%1.7)% U »N U » N
0 bp = (6.8 £0.6)% \ \
5 s e - A - Ay=(1.60+£0.05)- 103!
1004} | I I 2
3 ‘ = 14%
sof } k, = (1.70 £0.03) x 105"
.
t ¢
v 60 ‘.. TS 1.00
g 3 /{f‘ 0.65
'§ 40 U’— ) ” u ‘
20 % . ! N | o/ : g,} 0.35
- } J / N 0

2 m‘:‘ e T ) J .

k, =(4.740.6)x10"s" Nt £ \
@ ' r
80 k,=(53£04)x10"s" "'% E 5 ¥
270 A, =(20.0£0.8)% ; ) -

A =(14.0£0.6)% 0 0.4 0.85 1.00

" bp = (66 £ 6)%
) Corazza A.et al. J Biol Chem. 2010 285(8):5827-35.
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== Considérations générales sur l'importance des mouvements en biologie
= Temps et signaux RMN
== Méthodes RMN pour accéder aux différentes échelles de temps

Des échelles tres lentes : s-jour- an
a intermédiaire lent: ms-s
a infermédiaire rapide: us-ms

et finalement rapide: ps-ns
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S Stockage d’aimantation 9
Mz Mz Mz
\4 l l Mx
T, T / T,

L'aimantation peut tre stockée pendant la séquence d'impulsion dans un
état Mp pendant une durée t,, puis reconvertie en Mx pour la détection

Tout phénoméne dynamique ayant lieu pendant t,, peut tre étudié.
La durée maximale t,, dépend de la durée de vie de Mp (et donc de sa
relaxation)
Pour des protéines:
Ty (H) ~ Ty (PN)~ 1s
T, (*H) ~ T, (**N)~ 10-100ms
L'aimantation a une durée de vie plus longue si elle est stockée sur Mz
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’*@g\?change lent entre deux conformations @'

o

105 1

110 4

15N Chemical Shift / ppm

125 4

-
m
bl

3

Une forme Deux formes (pSer65)
e
-
e
“ *y
o e ® - s
® . ‘e
- -
o o. & - B e e
« (=) B °. ; .-‘ o"
e o ¢ ca
'.. - .‘z;. °°’d':° ® -
D - ® J. - ..
Ry 7L -
*® .l
o; - -
[ o
® o & Wi Ub (72 resonances)
© + &P phosphoUb (130 resonances)
@ phosphoUb major species
- @ phosphoUb minor species

10

8 7 6

Wauer et al. EMBO J (2015)



SN Chemical Shift / ppm

o
: ICSN
change lent entre deux conformations ®

t6m G47m
A
. ® io.n
o
105 o T9
T‘SSm G35 T22m
@ ‘.Glo
110 o css
m
LS
L
(=Y
93952'“
>
I3m c75
115 E‘de ‘T7m ‘ NGOSSSm o K33m
& ¢c76 b @-Y59m
6 6m.gy
® Vim = “3‘“"0‘0’11
0 ram © @o & ©
El8m ®isem 161
281!1 © .szm .°D32 - vsm & 136
120 1
E24 L8m . T 130mgP52  @RK29m
Vine & ™ Izmg omcg El‘%’;"’ o
e ssuk v/ . L_SSEE
144m b
] 71
o o ozr 31m Ggmé&k
L‘gomzm t p2lm
o D58m
125 Fism.g @L1m &62"‘
=
L °1.50m
I13m 167 ® o 6m Y
Vv70m
o
1% L L v
10 9 8

'H Chemical Shift / ppm

Wauer et al. EMBO J (2015)




Mo Spectroscopie d'échange ZZ et

Stockage de I'aimantation sur '®N durant tm = 100 ms

105 4

110 4

-a

-

w»
i

8

N Chemical Shift / ppm

125

130 +

Ay %0 85 80 75 70 Wauer et al. EMBO J (2015)

'H Chemical Shift / ppm
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Stockage de I'aimantation sur °N durant 100 ms

Spectroscopie d'échange ZZ

105 4

110 4

-

-y

w
i

N Chemical Shift / ppm

8

125

130 o

95

'H Chemical Shift / ppm

Il3n
L67

1%|csn

Supglementary Figure 4

Wauer et al. EMBO J (2015)
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i Détermination des deux structures en échange - P

Forme relachée Forme retractée Usauilibre dépend du bH
Similaire & Ub non phosphorylée equilibre depend du p

10 g 0o

relaxed o

0.6
pK63-diub
4

abundance
o o o o
e k. % 8 &
i c
| = I
: 2
18 g
000 LN}
BB e
abundance
R 8
8

o023
retracted o 28
032

6.0 6.4 6.8 72 76 6.0 6.4 6.8 72 76
pH pH

Le pKa de la pSer65 est
différent dans les deux

structures
U. retracted pKa: 5,830 02
E‘o' elaad pKa 7.2120.03 p o0 g
s o
o
gao- d o
3
20
H o 8
; 1.04 o o
o o 0°
R T A

Détermination de la structure 3D de deux formes non purifiables
La phosphorylation rend la structure de I'ubiquitine sensible au pH
et donc aux interactions Dong X et al. PNAS (2017)



| Folding upon binding !

Les domaines Tp/WH2 régulent la polymérisation de l'actine (+ ou -)

1SN-1HN HSQC SPECTRA 106+

TB4-G-actin
T=298K

free tf4
T=277K |

|

1264 K14 © o
7.0 e M e
M (ppm) - 1
K2ig czg.xm
1% A M M M 7
3 H (ppm)

Peptide seul : completement destructuré
Peptide en complexe avec I'actine F: adopte une structure en deux hélices a



l

Folding upon binding @93 ICSN

Deux peptides de séquences similaires mais d'action opposée sur l'actine

10 20 30 40 50
CH1 GPLGSLKDLPKVAENLKSQLEGFNQDKLKKTETQEKNPLPSKETIEQEKQAGES

QQQQQ0Q - mmmmhp  QQQQQQQO

CH2 GPLGSLKDLPKVAENLKSQLEGFDKSKLKKTETQEKNPLPSKETIEQEKQAGES

QQQQQQ QO wump QQQQOQQQQ

Inhibe la polymérisation

Favorise la polymérisation

Mémes spectres donc mémes structures .. mais .. de dynamique différente
105{ CH1 o > 105 CH2 CH1 ) .«
CH2 g 3 £ 106 e &  ------- S
- - o ' ' ' [
110 - @ ; 8 107 ' G54 ! ' G54 !
e PR B I I Sl | Sl
- : - y_
-~ S28 - = = =200ms| o & - 200
; ! K29 I o _ T,= S 7,=200ms
5 . - ¢ ol o o/ "84 82 =80 78 84 82 80 78
g g @ ’KK” 5'H (pp.m.) 5'H (p.p.m)
& - R
% 1201 == 028~><§ — —
o L) i\ = « ov
125 4 % * ‘K Q27 5
K27 & & &
& ‘ N26 \
130 1 .
9.0 8.5 7.5 7.0 6.5
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L Paysage conformationnel de RCPG

) &;ICSH

Une seule isoleucine I229 dans le récepteur BLT2
Marquage 2H uniforme avec reprotonation des isoleucines.

On s'attend a un seul signal dans le spectre 13C HSQC

lle 229
P
! 2 13¢
AREET= N— ‘{_//
| v <[ppm]
V <
L v s
077 076 075 074 073 072 0N
14 [ppm]

5 pics = 5 états conformationnels en échange lent
Intensité = population




M Paysage conformationnel de RCPG !

Les populations relatives varient avec la liaison aux agonistes/antagonistes et la
composition en cholestérol

full agonist ey full agonist
\Y, | I #E | I \Y,
5_0)56 p o ‘) .25 >78 : e
(%) MBS R (%) La forme active (IV) est stabilisée en
TR DT W T D e o 3 pr‘ésence d'agoniSTe ET de cholestérol
partial agonist partial agonist (ppm)

Vi mm L e LV
5—>20! @ ol = . -25-—>26

01T 0% 10 ) % 015 |
1H tpom] — ligand-free —— agonist
—— agonist —— agonist+G protein
----------- inactive -----------, - intermediate -, ----- active ----.
. (I ; n : ; v : e Q
: E : E = : v v
é —=\| | = = E
: AG,_, AG_y AG,_y :

teccccncancaaaaaad conformation conformation

Casiraghi M. et al JACS (2016)
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== Considérations générales sur l'importance des mouvements en biologie
= Temps et signaux RMN
== Méthodes RMN pour accéder aux différentes échelles de temps

Des échelles tres lentes : s-jour- an
a infermédiaire lent: ms-s
a intermédiaire rapide: us-ms

et finalement rapide: ps-ns
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) 2 — y— : @y ICN
L’échange us-ms mene a de I'élargissement de raie ¢
A
1 "R e 2m Av Echange lent
05 ex Raies séparées
— 10
35
6,3
ok, =2mAv  Les pics sont élargis:
20 I22c1pp:|22+|2<ax
0 Ky > 21 Av Terme additionnel

induit par I'échange

50 Kex >>> 21 Av Echange rapide

M Raie unique (moyennée)
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Expéeriences pour détecter les échanges us-ms e

< > §
Suppression of acquisition
14 DD-CSA cross-cor. P—
1’1
15N ICP Tep Tep |Tc i decoupling

La contribution d'échange (R,,) peut €tre réduit par I'application
d'une séquence spécifique CPMG ou spin-lock (T1p):

|22c1pp:|22"'|2ex(":cp)
Vep=1/T¢
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Experiences pour détecter les échanges ms 3

Dans le cas de dispersion de relaxation (CPMG)

Kag (s71)
>
<
Wa Kaa(s™)
State A State B
(DA (DB
Pa Ps

|ReX(tCP) = (A0)°P APBTex [1 ~ Za Tanh(;_cp)ll

Top T, Acces a:
- (1) structure (Aw)
1/7,, =K, =K, p+Kpa (2) thermodynamique (pA/pB)

AW=0)4-00g (3) Cinétique (k.,)
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Expériences pour détecter les échanges ms

40
35
- 30

AA23, T=288K : 600MHz

wdd gIN
P
[
()]

= = 0 200 400 600 8

5HN - 30 75 70 VCPMG(HZ)
T, .~ 0,7:0,2ms

- Ad = 1,0£0,5ppm

Tox = 0.7Ms
Aw =1 ppm
Pe=5% / ps= 95%
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Exemple: le cas de I'annexine

a8 (csn

35 ! . : !

10 |- Re(Verua=8OHz)- Re(veoms=800HzZ) =

25 .--------:--------a---—-----;--------%--------.---------E—--------c--------E-
' [ I ' .

20 -
: : : g

1o PR ——— I T i
10 (RN attl A== e fiemwauess gl fmmanena i
......... S N L S '9

0 -l-h“h--i'l'l;l------- ---"-w- R l--l LIS '.:-
» : :
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Residue number

Mouvement collectif et concerté de structures secondaires

L'arrangement des deux hélices change a I'échelle de la milliseconde



e Structure haute résolution d’un etat excitéqICSn

Structure RMN du mutant L99A/T4L
du lysozyme (état excité peuplé a 3%)

Structure RX du mutant L99A/T4L du
lysozyme (état fondamental)

Bouvignies et al. Nature (2012)
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== Considérations générales sur l'importance des mouvements en biologie
= Temps et signaux RMN
== Méthodes RMN pour accéder aux différentes échelles de temps

Des échelles tres lentes : s-jour- an
a infermédiaire lent: ms-s
a infermédiaire rapide: us-ms

et finalement rapide: ps-ns
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| Réorientation moleculalre et mouvements internes -

52
: T, : Temps requis pour une molécule
¢ pour tourner de 1 rad
T, S2: parametres d'ordre décrit amplitude du

mouvement interne
52=1 si completement rigide
52=0 si complétement flexible

1, temps de corrélation des mouvements
internes

Le temps de corrélation T, décrit la réorientation moléculaire

Et dépend de la taille de la protéine (masse m), de la température T et de la viscosité (p):
-V
- kBT

Equation de Stokes-Einstein

Te

*

n* : viscosité du milieu, kg : constante de Boltzmann, 7' : température

/’m /’p \T —> /"c mmm) Raies RMN élargies
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Relaxation et densité d’énergie J(w) S

Rl(lsNz) = (3d -+ C)J(ws) + dJ(wI — ws) <+ 6d.](w1 —_— ws)
6d + 2 3d d
Ro(N,,) = ;L €7(0) + 2+ ©J(ws) + 5 (wr —ws) +3dJ(wr) +3dJ (w1 +ws)
o_nOC = d[6.](w_[ + (4.)5) — J(UJI - UJS’)] 2 n2n2 2
_ ) ITYsh
. 4;) 476
w§btsa

Fonction densité spectrale
J(w) (ns)

w (102 rad/s)

Wy

0 wy

BN Ry, R, et NOE dépendent des mouvements aux fréquences 0, w et wy
soit ~1000 MHz (ns) et ~100 MHz (10ns)
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Approche model-free ¢
e
N
T:C
Mesure de °N R,, L. \ i >
2. of 115N NOlE Estimation de 7, & E>2<’rrac’r|on de parametres
2 partir de R,/R, 52,1, , R, enajustant les
a un champ By données expérimentales
1 [6R,
T.=— -7
20, \ R,
Détermination de la Détermination de la
réorientation globale mobilité locale
(éventuellement (formalisme model-

rotation anisotrope) free)
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ASP2: une protéine de liaison aux odeurs 3

Nombre de NOE/résidu

L I LU R T . . .

Residue number

La grande dispersion structurale de la boucle est liée au faible nombre de
contraintes
Vraie dynamique interne ou probleme expérimental?
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| ASP2: une protéine de liaison aux odeurs 3

R, (s) : I nmit g A 57 VIR W S Ga e Wy

! e ;;m *‘* ﬁ&a«mmﬂmo s ¥

B |
R,(s") 204

) 10/ LML o) \RASUER AT TRA 0 Y
1.5/

' N nOe pm--!my* ! meiﬂ}ﬁ

...............................................................

308K 298K

1,=4.9 ns (monomerelll)

e B srw 112 A e o e
Backbone rv-'_-—v-q
RMSD (A) Hi
3 g |
bleu: ms (CPMG) T T 0

rouge: ps-ns (R1,R2, NOE, " I LAl

ch ) 4 | 1 X
(Model-Free) 2f ) | -~ el
i o
(CPMG) 0F wh b diypen oy P N s wigh 2

10 20 0 i S0 i 70 S0 a0 100 1o

Residue number



Mouvements dans des boucles

1(0) (x1095)

J(wy) (x10-105)

Ny (x10-1Ts)

o .o
.Lh—.LhN

[+

[ ]

—

Calbindine sans Ca?*

%
;
- %

Residu

15

Calbindine avec Ca?*

T ™,

Residu

8
ae ICSh

Site [ Site II
Calcium

Boucle Calcium

— >
<(DH> w
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| La cytochrome P450 réductase ®
Electron source | Oxydoreductase  Transporter Acceptor
. CPR le+ le
NADPH + H* | R+ 0, + 20+ 2H"

P

NADP* ROH + H,0

Endoplasmic reticulum membrane

Permet la régénération du cytochrome P450 :
1. pour la biosynthese et la dégradation de molécules endogenes
2. détoxification and biodégradation de xénobiotiques (drugs)



La structure RX de la CPR

8
ae ICSN

FAD domain




M La structure RX de la CPR l‘ﬁlcsn

FAD domain

Linker

cytochrome '
flexible

P450

Est-ce que cette conformation est préservée en solution ou biaisée par le packing?



’M RMN de la CPR

'H-15N TROSY spectrum (950MHz, 37°C)

.o‘. .o.' e
® ... ..
: a ~.0 % & .
&, T iSaup w0

llll'llllllllllllllll'lllllIlIlll

lllllllllllllllllllllllllll

10 8
'H (ppm)




s /SN

27
&
Relaxation °N : un outil pour I'étude de dynamique interdomaine .‘G}J

* Sans mobilité interdomaine: * Avec mobilité interdomaine:

La protéine se comporte comme un corps rigide Chaque domaine se comporte différemment
i.e. comme une grosse protéine avec un grandt,  Comme deux petites protéines avec des petits T,

15N R,/R,

TcC

Residue number
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La CPR est rigide en solution l\ﬁICSn

FMN FAD - connecting
15 15 F *
0. :) w-.-.- '.H .4—1. o&-hc .p*. et -}‘ .
100
80
w.wi:ﬁ:i w‘wr* ELRY UM
s 40 |+
o 2() 4
1.2F k
{'H}-'5N O_zl; :W wwfm ﬂg &* $ ?B # w
NOE 06F il
8; 3 | | 1 l| l 1
400 T
ISN RZ/RI ;00 _ —> 30 ns
100 F . —
0 :_‘. 1 i 1 .l i L 1 J. 1 ‘P. L 1 1 1 * —

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Residue number

Méme temps de corrélation pour les deux domaines (30ns)



| ‘*M\ La CPR adopte la structure RX % o

Les Couplages Dipolaires Résiduels (RDC) sont mesurés en dissolvant et en alignant
partiellement la protéine dans un milieu anisotrope (PEG C12E5 / hexanol)

Da=-14.6 Hz / R=0.61
40 - R=94% / Q= 29%
.Mi

|

| 1 | 1
-40 -20 0 20 40

|

Dexp (HZ)

Tenseur expérimental Fit des données RDC sur la structure RX

La structure cristalline de la CPR est préservée en solution ...
.... au moins dans 20mM Tris-HCIl, pH 7.4 (ie sans sel)
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0.0001

1e-05

1e-06

SAXS montre un équilibre a 2 états dépendant du sel l&lCSﬂ

Pente ~ rayon de gyration (Rg)
¥

—  OmM NaCl . Rg=36A
200mM NaCl Rg? vs ionic strength
- 300mM NaCl Rg? l
: . — 400mM NaCl 1300
ISOSC&tterlng 500mM NaCl o
i 700mM NaCl PP Re (OM °
point — 1000mM NaCl 100 | K& (OM)
1000
- o
- 900 .
C . Experimental data
800 ® .
—_— it
700 @
600
u 0 200 400 600 800 1000 1200
- ! g p
: ] WAL NaCl (mM)
0 0.1 0.2

q (A7)
Small Angle RX scattering curve

CPR explore un autre état conformationnel a haute force ionique!!



XM A haute force ionique, la CPR est tres dynamique l@lCSﬂ

0 M [NaCl] 1 M [NaCl]
. 3 o = Les deux domaines sont toujours
..‘ ) 5_110 . e “110  bien foldés
: o ’ s . * 3 :‘ : ’..o ' ¢ & =
SR G ¥ oy 3 W oy = SN (ppm)
te'® 'o» -‘.b 1 §%e 3 p .v‘..- J'!. :
Noi®ihgg J”\,:; - 120 , 1;;;‘!,3.\‘~ ‘&‘{,*.‘ ' £120
o 2% P -r ’ . :,_ ""'o.‘ A o ! e % o :_
e .'f"f‘.fé---" : N .:‘.;..'-2‘.."::"' ’ :
i ey K 130 e ey w 130
ERREN AR RN A R | - UL B NLELELELE BLALELELE NLALALELE LALRLELE i
6 6
'H (ppm) 'H (ppm)
FMN FAD - connecting
S
l | = OM
1 - F 800 mM
XQN R
5 " 054 3 ¢ m 1
“ &“‘ + #ub JM!-H“ ) t*’ ’ -ﬁ
0 T
le ’ y { ... mais sont mobiles I’un par
g, €@ E%W fﬁ’ % "'QM } \ ﬂ rapport a I’autre
| 20 S"“'* 4
0 - T - T —
500 7
400 | i
NRR, 300 h ,i” ! > 25 ns
100 I g
.\ e e ————— | 11
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 o600 650



De I'électrostatique a l'interface des domaines

Des ponts salins sont présents a ’interface
La haute force ionique casse ces ponts salins.



Cinétigue de l'ouverture/fermeture
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Echange rapide a I’échelle des déplacements chimiques (k,, >>> 103 s)
entre les états verrouillés et déverrouillés
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CPR adopte un équilibre en solution

Etat verrouillé Etat devérrouillé

~ Equilibre contrdlé par % N
la force ionique ~— fe

Conclusion:

- RX, SAXS et RMN pour I'étude de protéines multidomaines

- Ne pas hésiter a collecter des données dans différentes conditions pour identifier
des équilibres et faciliter I'analyse structurale
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Take-home message 3

- La RMN peut faire des structures 3D sur des protéines de poids moléculaires
limités...
.. mais la RMN peut bien plus, sans limite de taille

- Utiliser la RMN pour voir les zones invisibles en RX (ou cryoEM) car trop flexibles,
et sans limite de taille

- Structure haute résolution par RX (ou cryo EM) puis étude en solution par RMN,
SAXS, ..ou utilisation de RMN pour faciliter cristallisation

- La RMN: un outil pour I'étude d'interaction moléculaire (protéine/ligand):
thermodynamique, cinétique, comme ITC, fluorescence, MST, BLI.. + STRUCTURE
Pas de limite de Kd, pas de marquage génant, en solution
...mais cher? Quantité de matiere?
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'Description du mouvement de liaisons H- N

Considérons une liaison N-H qui /1%'\
échantillonne toutes les directions ‘r1

de l'espace

La fonction d'auto-corrélation 6(t)
décrit la perte de similarité du

Fonction vecteur H-N apreés un certain
d'auto-correlation | ' temps 1 (par rapport da t = 0)
6(t)

L'échelle de temps de ce processus
est décrit par le temps
caractéristique t, (temps de
corrélation)

Gry=e = '™
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i La fonction de densité spectrale 3
Fonc‘ri;n . :
d'auto-corrélation G(1) Transformation de Fourier
Fonction de densité spectrale J(w) (hs)
0 (10° rad/s)

La fonction de densité spectrale décrit la distribution d'énergie mécanique
disponible a certaines fréquences (de mouvements) w.
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La fonction de densité spectrale

o

J(w) (ns)

14

12

w (10° rad/s)

La fonction de densité spectrale dépend des mouvements
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Relaxation de spin

1€§|05n

BN R, : vitesse de relaxation longitudinale | ®™N R, : vitesse de relaxation transversale

On prépare I'état -Nz
Et on regarde le retour a I'équilibre

I(+)/I,

R (s1)

| t (n;)

On prépare |'état Nx
Et on regarde la vitesse de disparition
de la composante Nx.

I(+)/I,

R, (s1)

{*H}-*N NOE

T (ns)

N {1H}-®N NOE=Isat/Iref

00000000000000000000000
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Mouvements et relaxation

R, (15Nz) = (Bd+c¢)J(ws)+dJ(wr —wsg) + 6dJ(wr — wg) 2 2n2p2
6d + 2 3d d d=(52)
Ry(**N,,) = ':: €J(0) + 2+ ©J(ws) + 5J(wI — wg) + 3dJ(wr) + 3dJ (wr + ws) ,(,;‘}’2) 4
= U8 'CS.-l
o"9%¢ = d[6J(wr+ws) — J(wr — wg)] ’

Sur la base d'un modéle simple de mouvement global, . g Tc
on peut prédire R1, R2 and NOE —> JWw) = 51 4 w22

@ 700 MHz (1H)

aadi 1H-15N NOE

. (ns)
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Et les mouvements internes?

T, ¢ Fonction d'auto-corrélation G(1)
J(w) (ns)
Jrplw) = Sz e + (1 — S_) T
Lt ( ) I+ (.,o'/", )') ( )1 + (..UT,,)')
avec & = TL T _l

S2: parametres d'ordre:
52=1 si completement rigide
52=0 si complétement flexible

1, temps de corrélation des mouvements internes

ES

n

@8] (CSN

0.9

0.8 T

0.7

t (ns)

+ Pas de mouvements interne (t.=10ns)

Mouvements internes (52=0.5)

w (rad/s)
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| ‘ Et les mouvements internes lents? R
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Si le spin N s'échange entre le site (A)
et le site (B) a la vitesse k,,=1/7,, (Kox=us-ms))

RZ eff~ RZ + Rex

NG

Mouvement rapide (<ns)  Mouvement lent (us-ms)

Mouvement interne lent (échange entre deux ou plusieurs sites)
-> Augmentation de ®N R2
-> Elargissement de raie
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Mouvements dans des boucles S

1

S RS pidon
{1|_|}_15No-s» ./o.‘ o o 1%

NOE - ‘" La phosphorylatior

o

VSN[ THINOE

\ rend plus rigide -

3 Sans phosphorylation:
Pic de rigidite

Sk

phosphorylated Odhl

: Unphosphor'ylated Odhl
Barthe et al. Structure 17, 568-578 (2009).
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Le temps de corrélation: une grandeur utile” "%

(x Y
Ay, =470-480nm | | A, =530-540 nm

‘A, =400 nm Les ligands HBR et HMBR
) ] \ / deviennent fluorescents au
s N\ F"”‘Z‘yﬁ’;;".i;‘g" @) vrasT contact de la protéine Y-FAST

+ O
@ HBR or HMBR @0
0
HBR R=H _ _ m NH
HMBR R=Me 7 7 vy ~

La structure cristallographique de Y-FAST est un dimére: réel ou pas en solution?

Ligand Température tc (expérimental) tc (expérimental) prédit
pour un monomere

Sans HBR 293K 8.0 + 0.1ns 8.56 ns

Avec HBR 293K 7.4 * 0.05ns 8.56 ns

Plamont MA et al. PNAS (2016)



