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Structural biology and Nuclear Magnetic Resonance
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A key question :
explore multiple states of proteins and their plasticity

The folding problem

Representative starting structures

Transition state

o
Sequence '

' Saddle point

Free energy

umber of native
interactions

Mative structure
Mumber of residue contacts

Dunker et al., Journal of Molecular Graphics and Modelling 19, 26-59, 2001
Dobson, C., Nature 426, 18-25, 2003
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A key question :

explore multiple states of proteins and their plasticity
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A key question :
explore multiple states of proteins and their plasticity
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Multiple states of proteins : a continuum from order to disorder
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Uversky, V. N.; Oldfield, C. J.; Dunker, A. K. J. Mol. Recognit., 2005, 18, 343.

Habchi, Tompa, Longhi & Uversky, Chemical reviews 2014, introducing protein intrinsic disorder
van der Lee et al., Chemical reviews 2014, classification of IDRs and IDPs
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A key question :
explore multiple states of proteins and their plasticity
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Structural biology and Nuclear Magnetic Resonance

Qu’est ce que la RMN des protéines apporte aujourd’hui ?

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

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

- Complexes macromoléculaires Spectrométrie de masse

» Dynamique

- cinétiques pouvant étre suivies par d’autres techniques

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

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



Structural biology and Nuclear Magnetic Resonance

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

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

» Dynamique

- flexibilité interne sur une large échelle de temps
- boucles
- fragments flexibles (“Intrinsequement Désordonnés”)
- allosteérie
- mouvements de domaines
- cinétique
- repliement, interaction
» Interactions
Changements de conformations/flexibilité au cours de l'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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Questions

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

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

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

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

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

» densités spectrales des mouvements (décomposition en fréquences)

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

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

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

Relations entre parametres mesures et parametres dynamiques?

<  Hamiltoniens dépendants du temps

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

Questions

@ When is NMR “the” appropriate technique?

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

Spectre HSQC: empreinte de la protéine

— == e C 15N Cq C
[T 0
o) O

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

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

Questions

@ When is NMR “the” appropriate technique?

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

Specificities

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

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

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

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

@ Buffer, pH, temperature, pressure ...

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

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

Questions

@ When is NMR “the” appropriate technique?

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

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

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

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

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

Parametres

Fréquence de résonance

Structures / dynamique

Principes physiques

Spins des noyaux
(moment angulaire

Environnement électronique

-~ déplacement chimique Structuration
moment magnétique) Structures secondaires
Champ magnétique Communication entre les spins Interactions/Interfaces

Onde électromagnétique ages scalaires
Spectroscopie Liaisons chimiques

Information angulaire
Distances inter atomiques

Temps caractéristiques
Constantes de temps de relaxation
T1, T2

i Flexibilité interne
Interactions nOes

Réorientation moléculaire

spin-champ magnétique Moyennage des interactions
Spin-spin Fluctuations des interactions
spin-€électrons

Echanges conformationels

Cinétique et Thermodynamique
Relaxation q y q
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DEPLACEMENT CHIMIQUE

COUPLAGE DIPOLAIRE

SPINS/ ELECTRONS/ CHAMPY ™ ANISOTROPIE de DEPLACEMENT

CHIMIQUE

DYNAMIQUE
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otions timescale and NMR parameters
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Larmor timescale:
spin relaxation <> local flexibility (ps-ns)

>

ms 3
Fluctuations Champs
moléculaires <« locaux fluctuants

e(t); I'(t) Blocal(t)
AR 4 Molecular Local Dipolar Field I I
| A Tumbling
T,, T1, hetnOes ‘ m N\ Shoct
, | ectre
(0), J(wn),J(wh) Viva: ; P Fréquences
A INDUCED FIELD , deS deS Ondes
frequences > s
_ électromagnetiques
des fluctuations
v . locales
rotational fluctuations (denSIte SpeCtrale)
ps<->ns J(w) b
models: t,5$2
Wg
“ W+Wg po
R. = 1 — (B2 / J : of Wr ~Ws
P = T (Biocai(t)) ch i(Wk) :
. :
k :
Relaxation a _ : . =

macroscooiaue uctuations S

ms-sp ! ps-ns O 05 wp - g ¥ oo
I S Wy + Wg

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



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

spin relaxation

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

Ri= = (Blou®) Y. cri(wn)
¢ k

\ 4
rotational fluctuations

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

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

Larmor timescale:

spin relaxation <> local flexibility (ps-ns)

< measurement of 3 relaxation parameters: R1, R2, and hetNOE: information on local

In practice

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

< Models to describe the flexibility with motion parameters: global/local correlation
time; order parametres (amplitudes)
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Lipari, G.; Szabo, A. J. Am. Chem. Soc. 1982, 104, 4546-4559
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Les échelles de temps de la RMN Larmor timescale'
spin relaxation <> local flexibility (ps-ns)

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

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

spin relaxation <> local flexibility (ps-ns)

< heteronuclear (1HN->15N) nQOes
< easy to measure
< qualitative information about local flexibility in the 100ps range
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Les échelles de temps de la RMN Larmor timescale.

spin relaxation <> local flexibility (ps-ns)

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

< Local structuration in disordered proteins: secondary structures propensities (+CS,
RDCs, PRE, SAXS — conformational ensembles)
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Les échelles de temps de la RMN Larmor timescale.

spin relaxation <> local flexibility (ps-ns)

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

< Multiple fields data.

< Models for the analysis of relaxation data in disordered proteins

GHH (t) — e’/T] et/TZ Io(t/-rl) 0lB_A]all]‘ Lorentzian dislribution_ [lle34 " Lorentzian distribuﬁoq 7Asp60‘ Lorentzfjn distributioq
Crankshaft-like Ochsenbein et al., Protein Science o4 1! I ]

transitions

Jun(w) = Re(a+iB)/2

a=72+2n-15 ' —w

(2002), 11:957-964. A =

1 1 Dynamical Characterization Of r‘esidual 0_E_A]all' 'Extend'edmodel-freg _Ile34‘ Exrendedmoc'lel-free_ _Asp6d 1Ex(end'edmo(‘j/e]-freg
p=-2w(n +77) and non-native structures in a o | | l
partially folded protein by 15N NMR  °—- L.LL L.

2

Ha”’ C. and Helfand, E. Journal of Chemical Physics (1982) . . olg,A]a“‘ i Loéalmudel—free: 7]1634‘ ' Loc'almudelvfreq 7Asp60‘ " Tocal model-free|
. . relaxation using a model based on a [ Il
DelJean de la Batie, R., Laupretre, F.,, and Monnerie, L. S . ) od 10
M lecules (1988 distribution of correlation times I | | 11 | |
acromo eCU eS ( ) ?o*i 15'1 1|0" 110“ 1‘0' 10107 16‘1 16" 1lo“ 1‘0‘ 10%10° 16‘1 16“ 15“ 10" 10°

T (ns.rd’h) T (ns.rd’h) T (ns.rd’h)

Khan et al., Biophysical Journal 109(5) 988—999

Abyzov et al., J. Am. Chem. Soc. 2016, 138, 6240-6251 Distribution of Pico- and Nanosecond Motions in Disordered Proteins from Nuclear
Identification of Dynamic Modes in an Intrinsically Disordered Spin Relaxation
Protein Using Temperature-Dependent NMR Relaxation IMPACT: Interpretation of motions by a projection onto an array of correlation times
Dynamics : ‘ a t(ns) IMPACT
of IDPs N A L AL L L L L iekeekskasbsk ! ekmekeedBeiees
\ L IR 2 T R R R e R S
“‘ \ © 21ps PEERRUERRREEE D L LER i it i i IR REERE i
‘.‘ — '\. [&] L = = .
\‘ - |‘ w 145 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
By (] residue number
? £ b ssp
» F |
'."; _: 05
f o |/ > 30 : |
{ 2 | kJmol Chain-like | i _
',' A '.' c 2CT
s :: m 20_ ] lnl“;.luu"" i ':::"'”'.l" .||l"||||||l| I..||||I|||I|I“I :I':,III',I.lI,,.lI‘l.Il," o e
; ft 9 :::..--":lllnlll." pun ¥ ululI pin pEEy "u alglyl Ty, ! L (] |Il..'.
w ! . o 8 —
o [ oa 10! ’ 45 150 160 70 T80 90 resz;zoue num;x;r 220 230 240 250 260
>
0 2 | T(rjs) acT L o . o
: ft’ Local T T L T T T T R
T 1 T 2 400 420 440 460 480 500 520 45 150 60 ? 780 750 200 210 220 230 240 250 260

Sequence residue number

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



Motions timescale and NMR parameters

/

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

\ 4
rotational fluctuations

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

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

4 ™
“Jouer” avec T1 : les expériences FAST /BEST

T1 dépend du champ magnétique Bo, de la nature des
spins, de I’état des spins voisins, de la taille de la

(a)
molécule, de la dynamique locale du systeme, de la ] ¢ t ; : ¢ )
température, etc. H e . A-d fp [\ . 3
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N Schanda et al. J. Biomol. NMR (2005) 33:199-211 )
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Les échelles de temps de la RMN

Temps de retour a I'équilibre

Expériences en temps réel : repliement, échanges avec le solvant, interactions
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Schanda et al., JACS 2006, Favier & Brutscher, J. Biomol. NMR 2011
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" “Jouer” avec T1: les expériences FAST/BEST
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Corazza et al,, J. Biol. Chem. 2010, Rennella et al. J. Am. Chem. Soc. 2012
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Les chelles detemps delaRMN Temps de vie du signal, relaxation transversale & perte de cohérence des spins
Largeur de raie & apparence des spectres

Le temps de vie du signal

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

[l détermine la largeur des résonances

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

Relaxation des azotes 15 amides a 500MHz (-) et 800MHz (--)
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Les chelles detemps delaRMN Temps de vie du signal, relaxation transversale & perte de cohérence des spins
Largeur de raie & apparence des spectres

Les échelles temporelles et spatiales sont corrélées

solubilized membrane proteins

“large” size
globular proteins or complexes

“medium” size
complexes

“medium” size
globular proteins

“Small” globular
Protein / domain

» Linewidth

Global correlation time (size)
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Les chelles detemps delaRMN Temps de vie du signal, relaxation transversale & perte de cohérence des spins
Largeur de raie & apparence des spectres

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

Il détermine la largeur des résonances

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

(15N,'H) TROSY

—
n

T

—
D o o) o

15N TROSY resonance linewidth (Hz)

900 1000 1100 1200 1300

fréquence du proton

gOO 600 700 800 1400

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

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

Acad. Sci. U. S. A. 94, 12366-12371
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2H,15N-labeled 110-kDa octameric protein 7,8-dihydroneopterin aldolase
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< Etudes fonctionnelles de gros systemes

H12
H13
14

r15
.5
21

F22
.9

13C (ppm)

21
22
23
24
L 25
L 26

F27
0.4

0.6
'H (ppm)

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

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

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

« 2H, 13C1H3 labeling strategies

(a) L,V-proR,proS (b) L,V-proS (c) V-proS

24 1

1I.2 016 0‘.0 1I.2 0,.6 010 1‘.2 0’.6 010
'H (ppm)

Comparison of HMQC spectra recorded on specifically methyl-labeled TET2

samples (468 kDa).

Guillaume Mas ¢ Elodie Crublet ¢ Olivier Hamelin ¢ Pierre Gans e
Jérome Boisbouvier (2013) Specific labeling and assignment
strategies of valine methyl groups for NMR studies of high
molecular weight proteins. ] Biomol NMR 57:251-262
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“Jouer” avec T2 : Les expeériences 13C1H3z Methyl TROSY

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

< Etudes fonctionnelles

T25y2 , n 6.0 pK,,= 7.8 0’." pK,,=7.5
225 @ - 7.5 £ ,5_0 pKM=10.4~E~ o pKM=9.9
85 | &V a |
Q g 100[ &4 Sl
25l ~ T2 [12} {A|1351110| ¥ o 2 1, N
. 313 AV T1Cy2 T2Cy2

R =155
o ',_\ 75 ex
“ 70
B %65 i
N 3
) <O Y2

£

75572
£ 5 o
O ;4&

: ¢
6
© =
A A £ N £ [ A= 104
= 116951 s &N,
22 ® 5. o\
'szz\,o 112051 + 2

4

09 08 07 06 05

6 7 8 9 101 6 7 8 9 101

'H (ppm) pH ph
=~ 25}
- 20}
2 s
xs [
X 10}
o 51
6 7 8.9 10 11

pKa measurements, catalytic mechanism

80

55
80
=751 AN\
L)
<70
W

%1 37151 :

6
' 0 200 400 600 800 1000
S3'pocket i30 G

BE_~ e - P T ——
‘ Ol % io R,=24s col® R,=11s R,=6s
S3 pocket v : %100 55 \_\'——1 5
C golL56HS1 . j" L88C52 = |vore

0 200 400 600 800 1000 O 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000

45 80
= -1 = -1 - -1
— <Av>=21+29 Hz =2 Ru=7s 40 R.=8s 75 R.=16s
< 200 BN
- 150 S{ZO - % \k_v_l‘ - X
> 100 «" |1109C51 131081 P Sh161Hy 2

2
< 50 0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 8001000 0 200 400 600 800 1000
Y (Hz) Y (Hz2) Y (Hz)

CPMG CPMG CPMG

0 200 400 600 800 1000
= -1
R,=13s

S1 pocket

Methyl group

multiple states & flexibility

mutants, allosteric pathways )
related to functions

Lichi Shia and Lewis E. Kay (2014), Tracing an allosteric pathway regulating the activity of the HsIV protease, PNAS | February 11, | vol. 111 | no. 6

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



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

< Etudes fonctionnelles de “grosses” protéines multidomaines

Ewen Lescop - Etude de la CPR
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Vincent et al., ] Mol Biol. 2012 Jul 20;420(4-5):296-309
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Les echelles detemps de A RMN Temps de vie du signal, relaxation transversale & perte de cohérence des spins
Largeur de raie & apparence des spectres
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Frances et al., Biophys. J. 2015, Vol. 108, 1527-36



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

Les échelles temporelles et spatiales sont corrélées

[15N’2H’1ZC’ 13CH3]

solubilized membrane proteins

[15N,2H]
< [P, 0, el [®N,#H] “large” size
TROSY, high fields globular proteins or complexes
“medium” size
complexes
“medium” size
globular proteins
“Small” globular
Protein / domain
» Linewidth

Global correlation time (size)
- Local Rotational fluctuation timescale
- density of relaxation sources
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Les echelles detemps de A RMN Temps de vie du signal, relaxation transversale & perte de cohérence des spins

Largeur de raie & apparence des spectres

Les échelles temporelles et spatiales sont corrélées

Solid State NMR
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Antoine Loquet et al. Atomic model of the type Ill secretion system needle, Nature 2012

P Linewidth

Global lation time {size)

+ Local Rotational fluctuation timescale
+ density of relaxation sources

+ conformational/chemical exchange

+ conformational heterogeneity
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Les chelles detemps delaRMN Temps de vie du signal, relaxation transversale & perte de cohérence des spins
Largeur de raie & apparence des spectres

Les échelles temporelles et spatiales sont corrélées

[15N,2H’1ZC, 13CH3]
[15N,2H]

solubilized membrane proteins

[15N,2H,1ZC, 13CH3] [15N’2H] “Iarge” size

< TROSY, high fields globular proteins or complexes

“medium” size

complexes
N lllllllllll>

“medium” size

globular proteins

“Small” globular
Protein / domain

» Linewidth

Global correlation time (size)
+ Local Rotational fluctuation timescale
+ density of relaxation sources

+ conformational/chemical exchange
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Motions/processes times

thermodynamic parameters

Keq — kl/k—l :pB/pA
AG =—-RT'InK

kinetic parameters

k'e:z: — 1/7—633 — kl + k—l — kl/pB — k—l/pA
kow(T) = ko exp (— Eq /KT)
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Motions/processes timescales and NMR parameters

Translational diffusion
Chemical Exchange
Saturation DOSY

peak positions

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

n >

» Two conformations : two peaks

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

peak positions

Chemical Exchange
linewidths

d)A we

thermodynamic parameters

Keq — kl/k—l :pB/pA
AG=—-RT'InK

kinetic parameters

kem — 1/7-ex — kl + k—l — kl/pB — k—l/pA
ke (T) = koexp (—E,/kT)




Les echelles detemps de A RMN Temps de vie du signal, relaxation transversale & perte de cohérence des spins
Largeur de raie & apparence des spectres

>
U2AF65 conformation depends on Py tract strength W TN E ) Peak positions

linewidths
Exchange regime & RNA binding affinity
Intermolecular processes
ITC
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G154 F202 L281 5336
e e | [ 33 M
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. : : : ! ; c
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» Two conformations: one or two
(broad) observable peaks!

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

T

Le régime d’échange

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

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

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

Echange “intermédiaire” : Aw = Kex

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

== Echange “lent” : Aw>> Kex

= Deux pics

< Rex indépendant de Bo

& Rex(B)>kpa=pakex ; Rex(®)—>Kkap=pgKex
pa > pB = Rex(B) > ReX(A)
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Les echelles detemps de A RMN Temps de vie du signal, relaxation transversale & perte de cohérence des spins
Largeur de raie & apparence des spectres

Les échelles temporelles et spatiales sont corrélées

ppm
A13Arf6-GDP T=298K pH=7.2
1004 A13Arf6-GTP T=298K pH=7.2 ©
1054
1104
£
g s
<
©
120
1254
1304
10.5 100 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 ppm
O'H(ppm)

» Linewidth

Global correlation time (size)

+ Local Rotational fluctuation timescale
+ density of relaxation sources

+ conformational/chemical exchange
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Les chelles detemps delaRMN Temps de vie du signal, relaxation transversale & perte de cohérence des spins
Largeur de raie & apparence des spectres

Les échelles temporelles et spatiales sont corrélées

[15N,2H,1ZC, 13CH3]

solubilized membrane proteins

[15N,2H]
4 [15N,2H,1ZC, 13CH3] [15N’2H] “Iarge” size
TROSY, high fields globular proteins or complexes
| large IDPs |
medium size
IDPs “medium” size
complexes
“medium” size
globular proteins
“Small” globular
Protein / domain
» Linewidth

Global correlation time (size)

+ Local Rotational fluctuation timescale
+ density of relaxation sources

+ conformational/chemical exchange
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Les chelles detemps delaRMN Temps de vie du signal, relaxation transversale & perte de cohérence des spins
Largeur de raie & apparence des spectres

Les échelles temporelles et spatiales sont corrélées
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Temps de vie du signal, relaxation transversale & perte de cohérence des spins
Largeur de raie & apparence des spectres

Caractériser des fragments flexibles “libres” / fragments liés

A/ppm 1'[59 - Ta27 o

o/ppm T . 2
Pl . 140 & 'qo T17
. 1145 S350 T101
‘ .3? ° 115.0 T386 1377 ‘
1155 ot
l I() 1 ' ’ 1 1 "l
} :ﬁ neo B . ) T205 104 .
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115 - 25 1 @ + oy
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125.5 0.5 b X
' V393 Y
120 ~ 1260 309 e T R '
| 126.5 T . 4
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]
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c o SS1S 1
125 125.5 A165 } I I K I
Y ‘ -
. 160" Earz vard 100 200 300 400
. 3T 126.5 3 residue number
~ ~
130 11T 127.0 R2% KS-W(“_ () Figure 5. Ratio of the peak intensities in the spectra of free tau and PHF-tau.
Only isolated peaks were taken into account.
90 88 86 84 82 80 dppm ., AT2/103 Y P

865 860 855 8.50d/ppm

Figure 4. HSQC spectrum (full spectrum (top) and selected annotated zooms
(bottom)) of tau free in solution (red) and integrated into mature PHFs (blue).

Alain Sillen et al., (2005) ChemBioChem, 6, 1849 — 1856, Regions of Tau Implicated in the Paired Helical Fragment Core as Defined by NMR.
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Temps de vie du signal, relaxation transversale & perte de cohérence des spins
Largeur de raie & apparence des spectres

Caractériser des fragments flexibles “libres” / fragments liés
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Jensen et al. PNAS 2011
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Temps de vie du signal, relaxation transversale & perte de cohérence des spins
Largeur de raie & apparence des spectres

Caractériser des fragments flexibles “libres” / fragments liés

régulation de la polymeérisation de I'actine par des domaines T§/WH?2

15N -1HN .
N-1HN HSQC SPECTRA 05 Tpa-Gactin | o
- . T=298K &
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==Complete folding of all analyzed forms upon binding to ATP-G-actin

:: i [o[e]e]e]0]e)

N-terminal Linker Central & C-terminal

Domanski et al. JBC 2004, Hertzog et al. Cell 2004, Cantrelle et al. EMBO J. (2012)
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Caractériser des variations de dynamique au cours d’interactions

régulation de la polymérisation de I'actine par des domaines T§/WH2

15N-1HN HSQC SPECTRA 05| Tpa-Gactin | ce
-  EEEETE . T=298K &

= 1410 ! free t34

mz110' : : T=277K
© 1 1
1 ]

1 1) of
1 1
1154 : 22 1
5 1509 033 1
200 o s
L] 1
1 8 1
1207 2 0 42 '
16.+:17
1
|
{ |

o 1 .
fﬁl\if N : ol © cia oL2gu. ‘T>22 :
M
9.0 75 7.0 o PPCEuNSeRe '
O'H (ppm) 720 Q%E21 d°é3 ©D13
K25g E24 K19
130 9.0 8.5 8.0 7.5
5 1H (ppm)

=~Complete folding of all analyzed forms upon binding to ATP-G-actin

N-terminal Linker Central & C-terminal

+ nOe data s B
+ partial XRay structures

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




Caractériser des variations de dynamique au cours d’interactions

régulation de la polymérisation de I’actine par des domaines T§/WH?2
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Caractériser des variations de dynamique au cours d’interactions

régulation de la polymérisation de I’actine par des domaines T§/WH?2

Interactions électrostatique/polaires modulent la flexibilité
locale dans I'état lié

Interaction électrostatique clé: contréle de la flexibilité et de
I'ancrage du fragment désordonné sur sa cible

Hélice amphipatique/interactions hydrophobes: controle de
I'ancrage et modulation de I'affinité globale

Modulation fine pour obtenir des affinités modérées et des
fonctions variées, compatibles avec la dynamique du
processus de polymérisation/dépolymérisation de I'actine

Carine van Heijenoort - La RMN pour I'analyse de la dynamique des protéines
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Caractériser des variations de dynamique au cours d’interactions

Un défi

Polymeérisation de I'actine (60uM @ 4°C)
Actine extraite du muscle de lapin
Grande flexibilité des domaines WH2
Flexibilité des états liés
Faible stabilite

Des évolutions majeures

EnN
/\//“ o Spectrometres a tres hauts champs
2 W Cryosondes
(( W \\\ Production d’actine recombinante
NS
N—

Association de plusieurs techniques

Diffraction EM, RX, RMN, SAXS
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e Chemical Shifts

Disorder seen by NMR
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e Secondary shifts : §(measured)-§(random coil) <-> Secondary Structure Propensities

A2d from 8(13Ca,13C0,13C@, 15N, HN, 'Ha)
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NMR Disorder seen by NMR

............. C__15N Ca C ISN oo

e Chemical Shifts
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e Relaxation rates

Disorder seen by NMR

e Relaxation rates <-> line widths

110 ;

€
g 115
pa
©

125 ;

Isolated Ny,

Intact nucleocapsids

38 £

Carine van Heijenoort

8.0 75 7.0

Invisible in
NMR spectra

visible in
NMR spectra

e Combined NMR, EM

Jensen, M.R et al,,(2011) PNAS 108,24
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NMR Disorder seen by NMR

e Relaxation rates <-> line widths

e Relaxation rates
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e Combined NMR, XRay, EM, ITC

visible in
NMR spectra

De Biasio et al., NATURE COMMUNICATIONS 2015
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NMR Disorder seen by NMR

Chemical Shifts
e RDCs
Relaxation rates

Spin relaxation
PRE

D —

e Secondary Structure Propensities
e Restriction of motion

MQ
« Exchange between conformers M couplings averaging

= Different timescales

. . . 18
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EEETNDEDVSDIERRIAMRLAERRQEDSATHGD H1 . J. Am. Chem. Soc. 130 ; (2009) structure 17.
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e Chemical Shifts
RDCs
Relaxation rates

Spin relaxation
PRE

T——

Paramagnetic Relaxation Enhancement
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Influence of lonic Strength and Urea on Intramolecular Long-Range Interactions

Disorder seen by NMR

= Long range contacts
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= contact => intensity decrease
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(A) Hydrodynamic radius values of htau40 in buffer (99.9 % D20, 50 mM phosphate buffer [pH 6.9]), upon addition of 600 mM NaCl and in the presence of 8 M urea.
(B) PRE profiles of amide protons in spin-labelled htau40 in buffer (red bars) and in the presence of 600 mM NaCl (blue bars). The single-cysteine mutant A239C was labelled with

MTSL. Intensity ratios were averaged over a three-residue window.

Carine van Heijenoort

Structural Polymorphism of 441-Residue Tau at Single Residue Resolution.
Mukrasch et al., PloS Biol. 2009, Vol 7, Issue 2
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NMR Disorder seen by NMR

e Chemical Shifts
e« RDCs v Combination of NMR methods
e Relaxation rates = Disordered segments
* Spinrelaxation = Secondary structure propensities
e PRE .
= Timescales of conformers exchange
T——

= Long range contacts
v Combination of techniques
= Back-Calculation of parameters

= Modeling of conformers ensembles
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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
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Caractériser des variations de dynamique au cours d’interactions et au sein de complexes

polymorphism & structural disorder in protein-protein interactions involving IDPs
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Figure 7. Model: hnRNPA2 Phase Separation Is Modulated by Di
ease Mutations, TDP-43 Interaction, and Posttranslational Modifi-

cations

Ryan et al., Mechanistic View of hnRNPA2 Low-Complexity Domain Structure, Interactions, and
Phase Separation Altered by Mutation and Arginine Methylation, Molecular Cell (2018)

Deville et al., FEBS Letters 590 (2016) 3690-99

= Control of the «fuzzyness» of the complexes / aggregation state via scarce variations (mutations / PTMs)

along the whole sequence
= Role of local /global dynamics in the function of intrinsically disordered proteins ?
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Caractériser des variations de dynamique au cours d’interactions et au sein de complexes

polymorphism & structural disorder in protein-protein interactions involving IDPs

High
component
concentration

Low
component

PTMs, temperature,
ionic strength, etc.
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: threshold, »
I assembly is
1 enhanced
[
Increased [
threshold, !
- disassembly :
is promoted e
Disassembly Critical Phase separation/

concentration for assembly

phase separation (M)

Fig. 1 Macromolecular condensation mediates the formation of membrane-less organelles. Membrane-less organelles are dynamic structures
formed via a polymer-condensation-like, concentration-dependent phase separation mechanism. The critical concentration threshold (grey line)
for phase separation can be tuned within a range of concentrations (shaded green box) through physico-chemical alterations to the system
(ie, posttranslational modifications to domains and/or motifs that alter the affinity of their interactions, changes in temperature, altered ionic
strength, etc.). These changes can drive phase separation and assembly of membrane-less organelles, or their disassembly
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\ e N
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Fig. 2 Molecular basis for membrane-less organelles assembly. The proteins enriched within the matrices of membrane-less organelles commonly
exhibit multiple modules that create multivalency, including folded binding domains (red) and low complexity regions (purple). Valency is often
amplified by domains that enable homo-, or hetero-oligomerization (orange). Interactions between proteins containing different combinations of
these interaction modules provide a framework for building a heterogeneous, infinitely expandable network within membrane-less organelles.
Formation of this type of network drives phase separation when the critical concentration threshold is reached. For many of the examples
discussed herein, active RNA transcription is needed for membrane-less organelle assembly. We hypothesize that expression of RNA in excess
of a critical concentration threshold is needed to nucleate interactions with specific, multi-modular proteins, and for nucleating formation of
membrane-less organelles. Stress signals can alter the multivalent interactions that drive phase separation and lead to partial or complete

disassembly of the organelle

Phase separation

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

Mitrea and Kriwacki, Cell Communication and Signaling
2016; 14:1

Phase separation in biology; functional organization of a
higher order

Burke KA, Janke AM, Rhine CL, Fawzi NL. Molecular Cell
2015; 60, 231-41.

Residue-by-Residue View of In Vitro FUS Granules that Bind
the C-Terminal Domain of RNA Polymerase |I.

Ryan et al., Molecular Cell 2018; 69, 1-15

Mechanistic View of hnRNPA2 Low-Complexity Domain
Structure, Interactions, and Phase Separation Altered by
Mutation and Arginine Methylation

Brady et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2017; 114, E8194—
E8203.

Structural and hydrodynamic properties of an intrinsically
disordered region of a germ cell-specific protein on phase
separation.



Echelle de temps des mouvements et parametres RMN
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Caractériser des échanges conformationnels entre états

Régimes d’échange

=~ Echange “rapide”: Aw < Kex

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

" On ne connait pas le nombre de sites en

échange

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

Echange “intermédiaire” : Aw = Kex

= Un ou deux pics élargis

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

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

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

A 500

50
| 50
1.5
0.5

%~ Le pic minoritaire peut devenir indétectable

méme en regime d’échange “lent”

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

1/ntAv
< ms us >

régime lent régime|rapide

L LA~
échange I.m

d’aimantation

longitudinale forme de raie

Dispersion de relaxation
Rzapp=R2+Rex

Une seule résonance apparente,
plusieurs états en échange

!

parametres thermodynamiques

Keg =ki/k_1 =pB/PA

AG = —RT'In K,

parametres cinétiques

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

parametres structuraux

15N]

AW;WA;CUB

1H
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Caractériser des échanges conformationnels entre états
Cas d'un seul pic observé - Dispersion de Relaxation (CPMG)
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Une seule résonance apparente, 2H,NJ N, exp[-Re*f(PN)T, ]
plusieurs états en échange
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Caractériser des échanges conformationnels entre états
Cas d’'un seul pic observé - Dispersion de Relaxation (CPMG)

Sélection conformationelle / allostérie

7%

Free energy

Tex = 30 + O3mS @ 270C

»

Reaction coordinate

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

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

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

Séelection conformationelle / allostérie
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Caractériser des échanges conformationnels entre états
Cas d'un seul pic observé - Dispersion de Relaxation (CPMG)

Séelection conformationelle / allostérie

) 7% -
b I'
» 93% A A
(@)
]
[ o
()
()
o
(N

Reaction coordinate

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

= L'analyse de la transition allostérique du domaine KIX de CBP fournit une description a I'échelle
atomique du mécanisme de transmission coopérative d’'information entre deux facteurs de transcription.
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Echelle de temps des mouvements et parametres RMN
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15N
L J

Caractériser des échanges conformationnels entre états
Cas d'un seul pic observé: Dispersion de Relaxation (CPMG) / CEST

Caractérisation d'un état lié a partir d'un complexe minoritaire
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Vallurupalli, Bouvignie & Kay, J. Am. Chem. Soc. 2012, 134, 8148-8161

Interaction between the mitogen-activated protein kinase (MAPK) p38a and the intrinsically
disordered regulatory domain of the MAPK kinase MKK4. Our study demonstrates that MKK4

employs a subtle combination of interaction modes in order to bind to p38a
displaying significantly different dynamics across the bound regions

R CPMG

)

m&’ \.‘N_‘
m\‘v—-.——.—.

CEST

N (ppm)

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

Dynamic interaction

profile of IDP

, leading

to a complex

> \!('

Deciphering the Dynamic Interaction Profile of an Intrinsically Disordered Protein

by NMR Exchange Spectroscopy
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NMR-challenging
bound state

CPMG

Structural model
and dynamics

Chemical exchange NMR
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Charlier et al., . Am. Chem. Soc. 2017, 139, 12219-12227
Structure and Dynamics of an Intrinsically Disordered Protein Region
That Partially Folds upon Binding by Chemical-Exchange NMR
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