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Les lipides sont des molécules biologiques qui jouent un réle clef dans la physiologie
des organismes vivants. Sous la forme de phospholipides et de glycolipides associés a des
protéines, ils sont les constituants principaux des membranes biologiques qui assurent la
compartimentation cellulaire. Chez les végétaux supérieurs, ils constituent les briques
élémentaires des couches de protection et d’imperméabilisation des organes de la plante
(lacutine et la subérine) qui constituent la premiére barriere physique aux agressions
environnementales (stress hydrique, bioagresseurs...). Toutes ces fonctions nécessitent un
trafic intra et extracellulaire de ces molécules hydrophobes, qui doivent donc étre transportées
par des molécules hydrophiles. C’est dans ce contexte qu’une famille de petites protéines
hydrophiles a été identifiée : les LTPs pour Lipid Transfer Proteins.

Depuis la montée en puissance des outils de génomique et de transcriptomique, de
nombreux ARNm (ADNCc) ou genes codant des séquences homologues aux protéines de
transfert de lipides ont été isolés dans des organes et contextes physiologiques variés. Les
LTPs d’origine végétale sont de petites protéines basiques possédant 8 résidus cystéine qui
sont regroupées en 2 familles : les LTP1 (9kDa) et les LTP2 (7kDa). Ces 2 familles sont
multigéniques et plus de 150 séquences sont présentes dans les bases de données. Bien que la
fonction biologique des LTPs d’origine végétale ne soit pas connue, une des hypotheses les
plus étayees par de nombreux travaux, est celle d’un rdle dans les mécanismes de défense des
plantes. En effet, il a é&té montré que ces protéines participeraient a la synthese de la cutine ou
de la subérine ; certaines présentent une activité antifongique et/ou seraient impliquées dans la
signalisation cellulaire.

Un réseau pluridisciplinaire francais impliquant des équipes de I’'INRA, du CNRS et
de I’Université a été mis en place dans le but de préciser la ou les fonction(s) biologique(s)
des LTPs en s’appuyant sur des études de relations structure-activité. Depuis plusieurs années,
I’équipe de RMN et modélisation des peptides et protéines du Centre de Biophysique
Moléculaire d’Orléans participe activement a ce réseau pluridisciplinaire par la détermination
des structures en solution de LTPs libres ou sous forme de complexes. Au début de ma these
les études structurales étaient limitées aux LTPs extraites de graines de céréales
(Monocotylédonnes). Nous disposions donc de données structurales extremement réduites et
probablement incomplétes si I’on considere que les LTPs sont décrites chez tous les végétaux
supérieurs et qu’elles sont exprimées de maniére différentielle selon les organes et les stades
de développement de la plante. C’est pourquoi nous avons entrepris d’étudier une LTP1
identifiée chez une plante modéle : le tabac Nicotiana tabacum, en collaboration avec I’'INRA
d’Antibes.
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L’objectif de mon travail de thése a donc été dans un premier temps d’élargir la
base de données structurales des LTPs, en déterminant la structure 3D par RMN de la
premiére LTP1 constitutive d’organes végétatifs. Cette protéine, nommée LTP1 1, a été
surexprimee dans la levure Pichia pastoris, permettant ainsi son marquage isotopique
>N et *C. Nous avons déterminé sa structure tridimensionnelle par RMN 2D, 3D et
modélisation moléculaire et avons réalise difféerentes études d’interactions et de
dynamique qui nous ont permis de décrire les propriétés biophysiques particuliéres de
cette nouvelle LTP1.

Ce mémoire s’articule en cing parties. La premiere présente la bibliographie des LTPs
d’origine végétale. La seconde est consacrée a I’exposé des techniques utilisées pour réaliser
ce travail. Les trois chapitres suivants sont dédiés a la présentation des résultats obtenus : le
premier décrit la structure tridimensionnelle obtenue par RMN 2D, 3D et modélisation
moléculaire et les études d’interaction de cette nouvelle LTP1 1 avec des molécules
lipidiques. Ce chapitre présente également des resultats de modélisation comparative que nous
avons obtenus pour les séquences de LTP1 identifiées chez N. tabacum. Le second chapitre
détaille les résultats des études de dynamique réalisées par RMN et in silico de la LTP1_1.
Enfin, le troisieme expose les résultats de I’exploration de la cavité hydrophobe de la LTP1_1
en utilisant la RMN du xénon hyperpolarisé. Par ailleurs, en marge de mes principaux travaux
de thése, j’ai réalisé un travail de modélisation comparative en collaboration avec I’équipe de
biologie cellulaire et moléculaire de la glycosylation du Centre de Biophysique Moléculaire
d’Orléans. Ces résultats sont présentés en annexe de mon manuscrit sous la forme d’un article

qui a été accepté dans le journal Protein Engineering Design and Selection
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I) Les protéines de transfert de lipides
d'origine végétale
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Protéines de transfert de lipides

Les protéines de transfert de lipides d’origine végétales (LTPs pour Lipid Transfer
Proteins) forment une famille ubiquitaire chez les plantes supérieures. Elles sont présentes
dans tous les organes végétaux et sont particulierement abondantes dans les graines ou elles
peuvent représenter jusqu’a 5% des protéines solubles (Kader 1997). Découvertes en 1975,
lors de travaux sur le trafic intracellulaire des lipides (Kader 1975), on a longtemps supposé
qu’elles participaient au transfert de lipides d’une membrane a une autre, en raison de leur
capacité de fixation et de transfert, in vitro, de molécules aussi bien amphiphiles
gu’hydrophobes (Kader 1997). Mais en 1988, (Tchang et al. 1988) le premier ARN messager
(via son ADNc ou ADN complémentaire) codant une LTP a été identifié, révélant la présence
d’un peptide signal. Cela signifie que les protéines matures correspondantes sont adréssées
vers le compartiment extracellulaire (Bernhard et al. 1991; Sterk et al. 1991). L hypothése de
la participation des LTPs au trafic intracellulaire des lipides était ainsi sérieusement mise a
mal et a été par la suite définitivement exclue. Plus de 150 séquences d’ADNc ou de génes
codant des LTPs ont été identifiées dans des organes et des contextes physiologiques variés.
Pour une plante donnée, la diversité tant génétique que spatiotemporelle des LTPs suggere
que ces protéines jouent plusieurs réles au sein de la plante. Toutefois ces fonctions restent
encore inconnues. Dans la suite de ce chapitre, je vais présenter la famille des LTPs, leurs

structures tridimensionnelles, ainsi que leurs fonctions biologiques supposées.

1. LTPs : famille multigénique

Les LTPs forment une famille multigénique chez les plantes supérieures : environ 170
séquences appartennant a 60 especes différentes sont répertoriées dans la banque de données
de séquences protéiques UniProt, (Apweiler et al. 2004). Par exemple, pour la plante modele
Arabidopsis thaliana dont le génome a été totalement séquencé (Nature, 2000) plus de trente
genes putatifs codant des LTPs ont été identifiés. De plus, le profil d’expression a été
déterminé pour six d’entre elles et il a été montré qu’au niveau de la feuille et du fruit
d’Arabidopsis thaliana (les siliques) cing LTPs s’expriment en méme temps
(Arondel et al. 2000).

En fait deux groupes de LTPs sont connus a ce jour : les LTP1 et les LTP2, ayant
respectivement des masses moléculaires d’environ 9kDa et 7kDa. La majorité (environ 80 %)
des séquences protéiques de LTPs déposées dans les banques de données correspondent a la
famille des LTP1.

217 -



LTP1 (9kDa)

Protéines de transfert de lipides

LTP2 (7kDa)

Code d"acces Séquences de protéines matures origine organe pl
UniProt (sans peptide signal)
10 20 30 40 50
NLT1_ARATH -ALSCGSVNSNLAACIGYVLQ-GGVIPPACCSGVKNLNSIAKTTPDRQQA A.thaliana fleur 9.4
NLTA_BRAOL -ALTCGTVNSNVAPCIGY ITQ-GGTLPGACCTGVSKLNSMARTTPDRQQA choux feuille 9.1
NLTP_MALDO -AITCGQVTSSLAPCIGYVRS-GGAVPPACCNGIRTINGLARTTADRQTA pommier fruit 9.3
NLT1_PRUDO --ITCGQVSSNLAPCINYVKG-GGAVPPACCNGIRNVNNLARTTADRRAA prunier fruit 9.4
NLT4_ARATH -AITCGTVASSLSPCLGYLSK-GGVVPPPCCAGVKKLNGMAQTTPDRQQA A_.thaliana fleur 9.2
NLT1_WHEAT --IDCGHVDSLVRPCLSYVQG-GPGPSGQCCDGVKNLHNQARSQSDRQSA blé graine 8.2
NLT1_HORVU --LNCGQVDSKMKPCLTYVQG-GPGPSGECCNGVRDLHNQAQSSGDRQTVY orge graine 8.2
NLTP_MAIZE -AISCGQVASAIAPCISYARGQGSGPSAGCCSGVRSLNNAARTTADRRAA maTs graine 9.1
NLT1_ORYSA —-ITCGQVNSAVGPCLTYARG-GAGPSAACCSGVRSLFAAASTTADRRTA riz graine 9.4
NLTP_BETVU -AITCGLVASKLAPCIGYLQG-APGPSAACCGGIKSLNSAAASPADRKTA betterave graine 9.2
NLTP_PRUDU  AITCGQVSSNLAPCIPYVRG-GGAVPPACCNGIRNVNNLARTTPDRQAA- amandier fleur 9.1
NLT6_AMBAR ASPTCDTVQNILAPCAGFLTG--QEPSKACCTGVNNLNNSRKTKADRVAV ambroisie fleur 8.9
Consensus C C* + CC. DR
60 70 80 90
NLT1_ARATH CNCIQGAARALGSGLNAGRAAGIPKACGVNIPY-KISTSTNCKTVR- 93 A_thaliana fleur 9.4
NLTA BRAOL CRCLETAARALGPNLNAGRAAG IPKACGVSVPF-PISTNTNCNNVK- 93 choux feuille 9.1
NLTP_MALDO CNCLKNLAGS!SG-VNPNNAAGLPGKCGVNVPY-KISTSTNCATVK- 92 pommier fruit 9.3
NLT1_PRUDO CNCLKQLSGS!IPG-VNPNNAAALPGKCGVNVPY-KISASTNCATVK- 91 prunier fruit 9.4
NLT4_ARATH CRCLQSAAK----GVNPSLASGLPGKCGVSIPY PISTSTNCATIK- 89 A_.thaliana fleur 9.2
NLT1_WHEAT CNCLKGIARGIHN-LNEDNARSIPPKCGVNLPY-TISLNIDCSRV-- 90 blé graine 8.2
NLT1_HORVU CNCLKGIARGIHN-LNLNNAASIPSKCNVNVPY-TISPDIDCSRIY- 91 orge graine 8.2
NLTP_MAIZE CNCLKNAAAGVSG-LNAGNAASIPSKCGVSIPY-TISTSTDCSRVN- 93 maTs graine 9.1
NLT1_ORYSA CNCLKNAARGIKG-LNAGNAASIPSKCGVSVPY-TISASIDCSRVS- 91 riz graine 9.4
NLTP_BETVU CTCLKSAATSIKG-INYGKAASLPRQCGVSVPY-AISPNTNCNAIH- 92 betterave (graine 9.2
NLTP_PRUDU CNCLKQLSASVPG-VNPNNAAALPGKCGVNIPY-QISPSTNCANVK- 91 amandier fleurs 9.1
NLT6_AMBAR CNCIKELTKSIAY--DPKRMPLLSTKCGVKPDFPAVDKNLDCSKLPV 93 ambroisie fleur 8.9
Consensus ccC C C:.
10 20 30
NL21 WHEAT ---ACQASQ--LAVCASAILS--GAKPSGECCGNLR-———=————- AQQG blé graine 8.2
NLT2_HORVU ---ACEPAQ--LAVCASAILG--GTKPSGECCGNLR-———=————- AQQG orge graine 7.0
NLTX_ORYSA --AGCNAGQ--LTVCTGAIAG--GARPTAACCSSLR-————————- AQQG riz graine 9.1
NLT2_MAIZE -ANPCNPAQ--LTPCAGPALF--GGAVPPACCAQLR---——————- AQQG maTs graine 9.1
NLTP_VIGUN --VTCNPTE--LSSCVPAITG--GSKPSSTCCSKLK--——=————- VQEP haricot racine 8.9
Consensus .C C cC
40 50 60 70
NL21 WHEAT CFCQYAKDPTYGQY IRSPHARDTLTSCGLAVP--————-- HC--—-- 67 blé graine 8.2
NLT2_HORVU CLCQYVKDPNYGHYVSSPHARDTLNLCGIPVP--———--- HC--—-- 67 orge graine 7.0
NLTX_ORYSA CFCQFAKDPRYGRYVNSPNARKAVSSCGIALP----—--- TCH---- 69 riz graine 9.1
NLT2_MAIZE CLCGYARSPNYGSY IRSPNAARLFAICNLPMP--———--- RCR---- 70 mais graine 9.1
NLTP_VIGUN CLCNYIKNPSLKQYVNSPGAKKVLSNCGVTYP---————- NC--—-- 68 haricot racine 8.9
Consensus C*C + + C C

Figure 1.2 : Alignement multiple de quelques sequences de LTP1 et de LTP2 présentes dans la

banque de séquences protéiques UnitProt.
et aromatiques conservées parmi les séquences de LTPs répertoriées.

et + sont respectivement les positions hydrophobes
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Les séquences protéiques des LTPs sont pour la plupart déduites de leur ARNm
(ADNCc) et seulement quelques protéines (environ une vingtaine) ont été séquencées et
caractérisées. Enfin, la propriété de transfert de lipides n’a été étudiée réellement que sur un
échantillon de LTPs encore plus réduit (environ une dizaine). Par conséquent, parmi les 170
séquences référencées comme étant des LTPs dans les banques de données, on ne connait pas
le vrai nombre de « LTP » possédant une activité de transfert de lipides et celui de protéines
apparentées qui ne fixent pas de lipides.

Les LTP1 et LTP2 ne présentent pas ou peu d’homologie de séquence a I’exception
d’un méme motif cystéine (figure 1.1). Ces cystéines sont toutes impliquées dans la formation
de ponts disulfure dont les connexions sont similaires, sauf un « mésappariement » au niveau
du motif consensus CXC entre LTP1 et LTP2 (Douliez et al. 2001b) (figure 1.1). On peut
noter qu’au niveau de ce motif CXC le résidu central X est hydrophobe pour les LTP2 et
hydrophile pour les LTP1 (figure 1.2). Cette différence suggere que la nature du résidu X est
importante, voire déterminante, pour I’organisation du réseau de ponts disulfure et peut-étre

méme pour la structure tridimensionnelle des LTPs.

LTPL ‘é“‘?“‘(ﬁ“‘ Xé“‘?“‘l‘ Figure 1.1: Comparaison du

réseau de ponts disulfure des
familles LTP1 et LTP2

LTP2 -é---?---??---&x&---q---é-

Au niveau de leur séquence, les LTPs sont dépourvues de résidus tryptophane. Les
LTP1 possédent généralement deux résidus tyrosine qui sont respectivement dans les parties
N- et C-terminale. De plus, parmi toutes les séquences de LTP1 répertoriées dans les banques
de données de nombreux résidus hydrophobes sont tres bien conservés, ainsi qu’un motif
hydrophile « DR » (figurel.2). Ceci indique que ces résidus sont probablement importants
aussi bien pour le réle biologique des LTP1 que pour leur repliement. Les LTP2 possedent
elles aussi des positions hydrophobes et hydrophiles trés bien conservees mais différentes de
celles des LTP1, suggérant peut-étre une fonction différente au sein de la plante. Enfin, les
LTP1 et LTP2 sont des protéines généralement basiques avec un pl (point isoélectrique)
supérieur ou égal a 8 (figure 1.2). Cependant, deux LTPs acides ont été identifiées dans le
milieu extracellulaire de cellules embryogéniques de Cichorium en culture (Blanckaert et al.
2002). Chez A. thaliana plusieurs genes codant des LTPs acides ont également été mis en
évidence (Arondel et al. 2000).
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180°

L2

Figure 1.3 : Ilustration de la structure tridimensionnelle de la LTP1 de blé représentative de la
famille LTP1. Les ponts disulfure sont représentés en jaune.
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2. LTPs : propriétes structurales

Les LTPs sont des protéines trés stables. Par exemple une LTP1 d’orge résiste bien a
des traitements par des dénaturants chimiques (chlorure de guanidinium), par des
températures élevées (> 95 °C) et par des protéases (Lindorff-Larsen and Winther 2001). On
observe la méme stabilité pour une LTP2 de riz (Samuel et al. 2002). Cette remarquable
stabilité est certainement importante pour les fonctions biologiques des LTPs et est sdrement
due a leur structure tridimensionnelle (3D) particuliére trés compacte. Actuellement, seules
les structures tridimensionnelles de LTPs extraites de graines de céréales sont connues : blé,

mais, orge, riz.

2.1 LTP1 : structures tridimensionnelles sous forme libre

Historiquement, pour les LTP1, il a tout d’abord été proposé un modele de structure
3D essentiellement composée de feuillets B. Cette hypothese était basée sur I’analyse des
séquences de LTP1 et sur des prédictions de structures secondaires (Tchang et al. 1988). Ces
prédictions ont été invalidées par des études spectroscopiques RMN, infrarouge et Raman qui
ont révelé que les LTP1 étaient principalement formées d’hélices a (Simorre et al. 1991;
Desormeaux et al. 1992). Notre équipe a confirmé ces résultats préliminaires grace a la
détermination de la premiere structure 3D de la LTP1 de blé (Gincel et al. 1994). Depuis, trois
autres structures de LTP1 ont été obtenues par RMN ou radiocristallographie : les LTP1 de
graines de mais (Shin et al. 1995; Gomar et al. 1996), d’orge (Heinemann et al. 1996), et de
riz (Lee et al. 1998; Poznanski et al. 1999) (tableau 1.1).

La structure des LTP1 est formée de 4 hélices a. (H1 a H4) reliées entre elles par des
boucles (L1 a L3). Ces quatre hélices sont enroulées en spirale droite et suivies par un long
segment C-terminal qui ne présente aucune structure secondaire canonique. La premiére
hélice H1 présente une courbure, dont la valeur varie d’une LTP1 & I’autre, et se divise ainsi
en deux heélices Hla et H1lb. Ce repliement est stabilisé par quatre ponts disulfure répartis
deux par deux de part et d’autre de la structure. lls relient les hélices entres elles et les
extrémités N- et C-terminales aux hélices (figure 1.3). L’existence d’une cavité tapissée
d’acides aminés hydrophobes constitue I’originalité du repliement des LTP1. Les quatre LTP1
présentent toute cette cavité dont la taille varie d’une protéine a I’autre (tableau 1.1). Cette
cavité hydrophobe confere aux LTP1 la remarquable propriété de fixer toutes sortes de
molécules hydrophobes, a I’exception des stérols (Kader 1996; Douliez et al. 2000;
Douliez et al. 2001a; Pato et al. 2001).
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Volume
Code Volume
Structures 3D de la
Source PDB . de la cavite Références
Techni des LTP1 Protéine A9
echnique
| (A%
) 1GH1
Graine )
RMN 7780 330+£50 (Gincel et al. 1994)
de blé
15 modeles
1AFH
RMN 7300 290 + 100 (Gomar et al. 1996)
15 modeles
Graine
de mais
1IMZL _
7380 420 (Shin et al. 1995)
RX
1LIP
Graine
RMN 7750 160 + 30 (Heinemann et al. 1996)
d’orge
4 modéles
1BV2
RMN 7260 240+ 70 (Poznanski et al. 1999)
14 modeles
Graine
de riz
1RZL
RY 7320 100 (Lee et al. 1998)

180°

Tableau 1.1: Tableau récapitulatif des structures 3D de LTP1: les structures 3D des LTP1

déterminées par RMN ont été représentées sous forme de « boudin » ; plus le diametre de celui-ci est

petit, meilleure est la définition structurale. Les tailles des cavités ont été obtenues a I’aide du

programme « cavité » (Gomar et al. 1998)
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A) Complexes avec la
LTP1 de blé

Ligand / Technique
Code PDB / Cavité (A%

Référence

DMPG / RMN
750+250

(Sodano et al. 1997)

2 LMPC/RX
1BWO /1180
(Charvolin et al. 1999)

Prostaglandine / RMN
1CZ2/700+120
(Tassin-Moindrot et al. 2000)

B) Complexes avec la
LTP1 d’orge

Ligand / Technique
Code PDB / Cavité (A%)
Référence

Palmitate / RMN
1BE2 / 490+30

(Lerche and Poulsen 1998)

Coenzyme A /RX
1JTB /1180
(Lerche et al. 1997)

LLPG /RMN
IMID /770
(Henriksen 2004)

C) Complexes avec la
LTP1 de riz

Ligand / Technique
Code PDB / Cavité (A%
Référence

Myristate / RX
1UVA /1080

(Cheng et al. 2004b)

2 palmitate / RX
1UVB /1350

(Cheng et al. 2004b)

Stéarate / RX
1UVC /780

(Cheng et al. 2004b)

Tableau 1.2 : Représentation des différents complexes de LTP1 réalisés expérimentalement. A) Trois
complexes avec la LTP1 de blé : un avec le DiMyristoylPhosphatidylGlycérol (DMPG), un autre avec 2
molécules de LysoMyristoylPhosphatidylCholine (LMPC) et un dernier avec la prostaglandine. B) Trois
complexes avec la LTP1 d’orge : le premier avec le palmitate, le deuxiéme avec le coenzyme A et le plus
récent avec le LysoLauroylPhosphatidylGlycérol (LLPG). C) Trois complexes avec la LTP1 de riz: le
premier avec du myristate, le deuxiéme avec deux palmitate et le dernier avec du stéarate.

Figure 1.4: Comparaison
de la structure 3D de la
LTP1 de blé sous forme
libre (& gauche) et de la
méme LTP1 (a droite) fixant
un phospholipide a deux
chaines grasses le DMPG,
en rouge. La cavité est
représentée en orange. Les
ponts disulfure sont
également illustrés en jaune.
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2.2 LTP1 : structures de complexes

Jusqu’a présent de nombreux complexes de LTP1 ont été réalisés avec des ligands de
nature et de taille variées. Les tableaux 1.2 et 1.3 récapitulent tous les complexes réalisés
expérimentalement. On peut remarquer que les LTP1 adaptent la taille de leur cavité a celle
de leur ligand sans déformation majeure de leur structure tridimensionnelle, simplement par
un écartement des hélices et un repositionnement des chaines latérales (figure 1.4). Par
exemple la taille de la cavité de la LTP1 de blé passe de 300 A® sans ligand & 750 A® aprés
fixation d’un phospholipide a deux chaines aliphatiques. Toutefois on peut noter que lorsque
la taille du ligand est trop importante, la structure 3D de la LTP1 se déforme. Ainsi, quand la
LTP1 d’orge fixe le palmitoyl-coenzyme A (ester biologiquement actif de I’acide palmitique,
activation des fonctions carboxyliques, activation des fonctions carboxyliques qui leur
permette d’étre des substrats de nombreux systéemes enzymatiques de type transférase qui
donnent des conjugués type esters, amides...), elle présente une déformation anormale
comparativement aux autres complexes.

La partie C-terminale apparait trés importante pour la fixation des ligands. Elle se
comporte comme un couvercle et son soulévement permet I’augmentation de la taille de la
cavité (figure 1.4). De plus, bien qu’il n’existe aucune preuve expérimentale, elle pourrait
constituer la porte d’entrée par laquelle le ligand arrive. La question du mode de fixation des
ligands aux LTP1 n’a pas encore trouvé de réponse définitive et fait I’objet d’investigations.

Dans tous les complexes réalisés, on observe que la fixation des ligands aux LTP1 est
non covalente. En effet, la stabilit¢ des complexes est assurée par un certain nombre
d’interactions hydrophobes, de liaisons hydrogéne et d’interactions électrostatiques. Ces
liaisons faibles sont assurées par des résidus conservés parmi les séquences des LTP1. On
retrouve par exemple la tyrosine C-terminale, Y79 (numérotation de la LTP1 de blé). Cette
tyrosine, qui obstrue I’entrée possible de la cavité dans la forme libre, pivote d’un angle de
100° pour former dans la plupart des cas une liaison hydrogéene avec le ligand a I’aide de sa
fonction hydroxyle (phénolique). De plus, une LTP1 de blé dans laquelle la Tyr 79 est mutée
en alanine (Lullien-Pellerin et al. 1999) ne présente plus d’activité de transfert, confirmant
I’importance de ce résidu dans la fixation du ligand. Enfin, le motif d’acides aminés chargés
« DR », également trés bien conservé parmi les LTP1, est impliqué souvent dans des liaisons
électrostatiques et/ou hydrogene avec le ligand et constitue ainsi un point d’arrimage possible
pour les ligands.

La différence majeure existant entre tous les complexes de LTP1 est I’orientation du
ligand au sein de la cavité. L’orientation prédominante du ligand dans de nombreux
complexes est la suivante : sa téte polaire est localisée vers la boucle L2 tandis que la partie
C-terminale et sa queue hydrophobe sont enfouies dans la cavité. Cette orientation est
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retrouvée dans tous les complexes avec la LTP1 de mais, dans le complexe blé/DMPG et les
complexes blé/LMPC et riz/palmitate ou les LTP1 de blé et de riz fixent respectivement deux
molécules de LMPC et de palmitate. Ces deux derniers complexes présentent une deuxiéeme
orientation possible du ligand. En effet, une des molécules de LMPC ou de palmitate a sa téte
polaire située entre la boucle L1 et L3. Cette deuxiéme orientation est également observée
dans le complexe orge/palmitate et dans le complexe mais/caprate ou il a été observé
expérimentalement que I’acide gras pouvait adopter deux orientations différentes au sein de la
cavité (Han et al. 2001). Enfin, une troisiéme orientation est observée dans le complexe
orge/coenzymeA. Dans ce complexe la téte polaire du ligand est orientée entre le milieu de
I’hélice H1 et H3. Ces différences d’orientation du ligand suggeérent donc trois entrées et/ou
sorties possibles de la cavité hydrophobe. Deux d’entre elles, illustrées par le complexe
blé/LMPC, ont été observeées récemment par dynamique moléculaire a haute température

D) Complexes avec
la LTP1 de mais

(Sy et al. 2003).

Palmitate / C16: 0
1MZM / 740
(Shin et al. 1995)

Caprate /C10: 0
1FKO /560
(Han et al. 2001)

Laurate /C12:0
1FK1 /550
(Han et al. 2001)

Ligand / carbone : sat
Code PDB / Cavité (A%
Référence

Complexes avec la
LTP1 de mais

Ligand / carbone : sat
Code PDB / Cavité (A%
Référence

Myristate / C14 : 0
1FK2 /570
(Han et al. 2001)

Palmitoléate / C16 : 1
1FK3 /570
(Han et al. 2001)

Stéarate / C18: 0
1FK4 /560
(Han et al. 2001)

Complexes avec la
LTP1 de mais

¥

Ligand / carbone : sat
Code PDB / Cavité (A%
Référence

Oléate /C18: 1
1FK5 /560
(Han et al. 2001)

Linolénate / C18 : 3
1FK6 /610
(Han et al. 2001)

Ricinolénate / C18 : 1
1FK7 /620
(Han et al. 2001)

Tableau 1.3 : Représentation de neuf complexes avec la LTP1 de mais obtenues par diffraction X.
Les ligands sont tous des acides gras possédant des longueurs de chaines aliphatiques variables

allant de C10 a C18 ainsi que des degrés divers de saturation (sat : nombre de doubles liaisons)
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2.3 LTP2 : structures tridimensionnelles

Plus récemment, les structures 3D d’une LTP2 de riz sous forme libre
(Samuel et al. 2002) et de blé sous forme complexée (Pons et al. 2003) ont été déterminées
par RMN et modélisation moléculaire. La structure tridimensionnelle des LTP2 présente un
repliement plus compact que celui des LTP1 (figure 1.5). Elles possédent cing hélices (H1 a
H5). Les heélices H1, H2 et H5 trouvent respectivement leur correspondance avec les hélices
H1, H2 et H4 des LTP1 (figure 1.5). Les plus grandes différences structurales résident d’une
part au niveau des deux courtes hélices H3 et H4 qui sont remplacées par une longue hélice
H3 dans les LTP1, et d’autre part dans I’absence de la longue partie C-terminale présente dans
les LTP1. Comme les LTP1, les LTP2 possédent également une cavité qui est douée d’une
certaine plasticité. Ainsi la cavité de la LTP2 de riz sous forme libre mesure environ 150 A3
contre 340 A® pour la cavité de la LTP2 de blé liée a une molécule de LPG
(LysoPalmitoylphosphatidylGlyceérol). D’autre part, contrairement aux LTP1, les LTP2 sont
capables de fixer des molécules de stérols. En effet, la LTP2 de riz peut fixer du cholestérol
(Cheng et al. 2004a).

L2 f)

Figure 1.5 : Comparaison des structures 3D de la LTP1 de blé fixant 2 LMPC (a gauche) et de la
LTP2 liant un LPG (a droite).
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2.4 Protéines de méme repliement

L’étude des structures de LTPs sous forme libre ou liée a permis d’établir une relation
directe entre leur structure et leur capacité de transfert in vitro. Par ces propriétés de fixation
de lipides, les LTPs constituent donc une famille de transporteurs a part entiére. L’explosion
du nombre de structures protéiques dans la Protein Data Bank de Brookhaven a permis de
mettre en évidence que le repliement des LTPs se retrouve dans d’autres protéines végétales
comme les inhibiteurs d’a amylases des céréales (Oda et al. 1997), la protéine hydrophobe du
soja (HPS pour Hydrophobic Protein of Soybean) (Baud et al. 1993; Sodano and Ptak 1995),
les protéines de réserve du type 2S albumine des graines (Rico et al. 1996) et enfin une
protéine antifongique extraite des graines d’oignon, Ace-AMP1 (Allium cepa Antimicrobial
Protein) (Tassin et al. 1998). Toutefois, aucune de ces protéines ne posséde la capacité de
transfert de lipide méme si elles partagent le méme repliement que les LTPs. Cette similarité
structurale est évidente pour la protéine Ace-AMPL qui est totalement superposable aux
structures des LTP1 (figure 1.6). Il apparait donc que le repliement des LTPs constitue une
plate forme structurale permettant I’expression de fonctions biologiques trés diverses. De plus
il est a noter que, parmi ces protéines, certaines ont été identifiées comme des agents

allergénes.

Figure 1.6 : Superposition des structures 3D de la LTP1 de blé (en gris) et de celle de Ace-AMP1

(en blanc).
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2.4.1 Allergie alimentaire

A la fin du 20° siécle, on a remarqué que certaines personnes dans le bassin
méditerranéen développaient une allergie alimentaire aux Rosaceae. Parmi les membres de
cette famille végétale, on retrouve de nombreux fruits comme les pommes, les poires, les
cerises ou encore les péches. Les allergénes impliqués ont été identifiés comme étant des
LTP1 situees principalement dans la peau des fruits (Marion et al. 2003). D’autres LTP1
allergénes ont été isolées de plantes n’appartenant pas a la famille des Rosaceae comme la
noisette, I’olive ou encore certaines céréales tels que le mais ou I’orge (Marion et al. 2003).
De plus, il s’avere que les protéines présentant un repliement de « type LTP » sont également
des allergenes alimentaires, comme la protéine HPS (Gonzalez et al. 1995), les 2S albumines
(Pastorello et al. 2001) et les inhibiteurs d’a-amylases (Armentia et al. 1993; Amano et al.
1998) (figure 1.7). Ces protéines ont aussi en commun le motif cystéine retrouvé dans les
LTPs. Ces particularités structurales conférent a ces protéines une stabilité remarquable. Les
LTPs comme les 2S albumines sont ainsi trés résistantes a I’hydrolyse pepsique (enzyme du
suc digestif) et a la dénaturation thermique (Lindorff-Larsen and Winther 2001;
Murtagh et al. 2002). Cette stabilité est a rapprocher de la propriété allergene de toutes ces
protéines. Le motif cysteine des LTPs apparait comme «une signature de protéine
allergéne ». Sa recherche dans les banques de données de séquences de protéines pourrait
permettre de détecter des allergénes potentiels dans les produits végétaux.

Figure 1.7 : Représentation
schématique du domaine
structural de protéine « type
LTP ». (a) Structure 3D de la
LTP1 de mais, (b) (c) et (d)
représentent  respectivement
la superposition schématique
du domaine structural des
LTP1 en noir, et de celui de la
protéine HPS, des 2S
albumines et des inhibiteurs
d’a-amylase, en gris.
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3. Activités biologiques

In vitro, les LTPs sont capables de complexer et de transférer des molécules
amphiphiles ou hydrophobes d’une membrane a I’autre alors que leur fonction biologique au
sein de la plante reste encore inconnue. Ces propriétés de complexation sont liées a la
présence d’une cavité hydrophobe au cceur de la protéine.

Bien que la (les) fonction(s) biologique(s) des LTPs végétales ne soi(en)t pas
connue(s), leur role dans les mécanismes de défense des plantes semble clair, que ce soit en
participant a la synthése de la cutine ou de la subérine et/ou comme agents antimicrobiens
(Kader 1996). De plus, selon des travaux récents (Buhot et al. 2001; Maldonado et al. 2002),
les LTPs seraient impliquées dans la Réponse Systémique Acquise (RSA) (protection de
I’ensemble de la plante) souvent consécutive d’une Réponse Hypersensible (RH) (nécrose des

tissus suite a une interaction incompatible avec un agent pathogéne).

3.1 La cuticule

Les parties aeriennes des plantes sont recouvertes d’une couche extracellulaire
continue : la cuticule, qui joue un réle important dans la protection de la plante contre la perte
d'eau, I’irradiation des rayons UV, les dommages du gel, mais aussi contre I’attaque des
agents pathogeénes. L'élément structural principal de la cuticule est la cutine, un polymére de
dérivés d’acide palmitique C16 ou oléique C18 (figures 1.8 et 1.9). La cutine est recouverte
par la cire, un mélange complexe de composeés aliphatiques a tres longues chaines (C26-C36).
La combinaison de la cutine et des cires forme la cuticule. Bien que la voie générale de
biosynthése de la cutine soit bien décrite depuis de nombreuses d'années (Kolattukudy 1981),
on connait tres peu choses sur le transport des monomeéres de cutine de leur lieu de synthese
vers la cuticule. Les LTPs pourraient constituer des candidates potentielles pour ce transport.
En effet, les LTPs sont des protéines sécrétées et leur localisation est extracellaire
(Bernhard et al. 1991; Sterk et al. 1991). Certaines se situent au niveau de la paroi cellulaire
(Thoma et al. 1993), d’autres sont sécrétées dans le milieu de culture de cellules
embryonnaires (Sterk et al. 1991; Coutos-Thevenot et al. 1993). Cette localisation
extracellulaire a conduit Sterk et ses collaborateurs (Sterk et al. 1991) a formuler pour la
premiére fois I’hypothése du réle possible des LTPs dans le transport de monomeéres de
cutine. Cette hypothese est confortée par la capacité des LTPs a fixer in vitro des ligands aussi
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Monomeres de cutine Monoméres de subérine
Famille C16 Famille C18
CH,(CH,),,COOH CH,4(CH,),CH = CH(CH,),COOH CH,(CH,),,COOH
HOCH,(CH,),,COOH HOCH,(CH,),CH = CH(CH,),COOH CH,(CH,),,CH,0H
HOCH,(CH,) CHOH(CH,) COOH HOCH,(CH,),CHOH-CHOH (CH,),COOH = HOCH,(CH,),COOH
(y=876,0r5x+y=13) HOCH,(CH,),CH-CH(CH,),COOH HOOC(CH,),COOH
XA Phénols
(0] (m = 18-30; n = 14-20)

Figure 1.8 : Composants majeurs de la cutine et de la subérine.
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Figure 1.9 : Structures modéles de polyméres de cutine (a gauche) et de subérine (a droite).
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Figure 1.10 : Modéle du r6le des LTPs dans la formation de la cuticule d’aprés (Hendriks 1994).

Les LTPs agissent comme des transporteurs de monoméres de cutine, de leur lieu de synthése vers la
cuticule. Deux modéles d’interactions sont présentés. Le premier (& gauche) : aprés fusion de deux
vésicules I’une contenant les LTPs, I’autre les monomeres de cutine provenant de I’appareil de Golgi, les
LTPs chargent les monoméres de cutine dans la cellule. Le deuxiéme (a droite) : les LTPs chargent les
monomeres de cutine au niveau de la paroi cellulaire. Ces derniers se présentent a la surface de la
membrane plasmique apres la fusion d’une vésicule contenant une protéine membranaire qui lie les
monomeéres de cutine.
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bien amphiphiles qu’hydrophobes, de taille et de nature variées (cf. paragraphe 2). D’autre
part, cette fonction est également appuyée par le fait que de nombreuses LTP1 sont exprimées
dans les tissus épidermiques des plantes (Sossountzov et al. 1991; Kotilainen et al. 1994). Une
LTP1 a méme été identifiée comme étant la protéine majoritaire de la surface cireuse des
feuilles de brocoli (Pyee et al. 1994). De plus, on a remarqué une corrélation entre
I’augmentation de I’épaisseur de la cuticule et la surexpression d’une LTP1 dans la feuille
d’orge (Hollenbach et al. 1997). Tous ces résultats suggérent fortement I’implication des
LTPs dans la formation de la cuticule. Hendricks et ses collaborateurs (Hendriks 1994) ont
méme propose deux modeles moléculaires de transport de monomeres de cutine de leur lieu
de synthése vers la cuticule (figurel.10). On retrouve des LTPs dans des organes végetaux
dépourvus de cuticule comme les racines mais qui contiennent un autre polymere hydrophobe,

la subérine (figures 1.8 et 1.9).

3.2 La subérine

La subérine est un polymére hydrophobe complexe composé de molécules
phénoliques (dérivés cinnamiques) et d’acides gras dicarboxylés et hydroxylés (figures 1.8 et
1.9) qui recouvre les organes souterrains des plantes, comme les racines. Il a été montré que
les LTPs qui s’expriment dans les racines appartiennent a la famille des LTP2, alors que les
LTP1 y sont faiblement ou pas du tout exprimées (Sossountzov et al. 1991; Sterk et al. 1991;
Canevascini et al. 1996; Vignols et al. 1997). De plus les LTP1 et LTP2 sont synthétisées
dans les graines ou la cutine et la subérine sont simultanément présentes. Enfin au cours de la
symbiose entre une plante de la famille des Fabaceae (exemple : Légumineuses) (Smith et al.
1986), et la bactérie du genre Rhizobium, les nodosités racinaires (organes siege de la
symbiose) qui se forment sont constituées de composés de type subérine ; et au cours du
développement de la nodosité, on observe I’expression d’une LTP2 (Krause et al. 1994).

Par conséquent, tous ces résultats suggerent que les LTP1 participent au transport des
monomeres de cutine et les LTP2 a celui de subérine. Toutefois, jusqu’a présent, ces
observations ne constituent que des faisceaux de présomptions qui convergent vers le réle
possible des LTPs dans la formation de la cuticule et de la subérine. Mais aucune preuve
moléculaire, comme par exemple I’isolement d’une LTP liée avec un monomere de cutine ou
de suberine, n’a éteé faite.

En plus de ce role probable dans la mise en place de polymeéres hydrophobes, il a été
montré  que certaines LTPs  possédaient des  propriétés  antimicrobiennes.
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3.3 LTPs : activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne in vitro de certaines LTPs a été découverte par deux
groupes différents : celui de Broekaert en Belgique et I’équipe espagnole de Garcia-Olmedo.
Ils ont identifié respectivement I’activité antifongique d’une LTP extraite de graines de radis
(Terras et al. 1992) et I’activité antimicrobienne de LTPs extraites de feuilles d’orge et de
mais (Molina et al. 1993). Depuis, de nombreuses LTPs possédant une activité
antimicrobienne ont été isolées de feuilles d’Arabidopsis thaliana et d’épinard (Segura et al.
1993) et de feuilles de betterave sucriére (Nielsen et al. 1996). Ceci a amené certains auteurs a
classer les LTPs parmi les « PR (Pathogenesis Related)-proteins », protéines induites lors de
I’attaque d’agents pathogeénes (Van Loon and Van Strien 1999). Plus récemment, de nouvelles
LTPs antifongiques ont été caractérisées: une dans les feuilles de betterave sucriére
(Kristensen et al. 2000) et deux autres dans les graines de riz (Ge et al. 2003).

De plus, I’attaque d’agents pathogénes induit in planta la surexpression de genes
codant pour des LTPs (Garcia-Olmedo et al. 1995; Broekaert et al. 1997). Par exemple lors
de la réplication du virus de la mosaique du tabac chez le poivron (Capsicum annum), on
observe la surexpression d’une LTP (Park et al. 2002). On peut également noter que des
plants de tabac transgénique surexprimant une LTP antimicrobienne d’orge sont plus
résistants a I’attaque d’agents pathogenes (Molina and Garcia-Olmedo 1997). Toutefois
certaines LTPs, comme la LTP1 de la graine de blé ne possédent pas d’activité
antimicrobienne mais leur présence augmente I’activité antimicrobienne des thionines,
peptides de 4 a 5 kDa impliqués dans la défense des plantes (Dubreil et al. 1998). Elles
agiraient donc en synergie avec les thionines pour lutter efficacement contre I’attaque
pathogene.

Actuellement, on ne connait pas le mode d’action des LTPs vis-a-vis des agents
pathogénes. On suppose qu’elles pourraient agir en perméabilisant la membrane des agents
pathogenes, du fait de leur point isoélectrique élevé (Kader 1996) ce qui a été partiellement

démontré en comparant I’activité antifongique des LTPs et des histones (Gomes et al. 2003).

La découverte d’une protéine Ace-AMP1 (Allium cepa AntiMicrobial Protein), isolée
des graines d’oignon, homologue des LTP1 et possédant une puissante activité
antimicrobienne renforce I’idée que les LTPs participent a la défense des plantes contre les
agents pathogénes (Cammue et al. 1995). Toutefois, Ace-AMP1 présente peu d’identité de
séquence avec les autres LTP1, a I’exception des huit cystéines. Elle posséde 2 résidus
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tryptophane alors que celui-ci est absent des séquences des LTP1. De plus, Ace-AMP1
contient 19 résidus arginine contre, en genéral, quatre fois moins pour les LTP1. Enfin sa
structure tridimensionnelle est parfaitement superposable a celles des LTP1 mais est
dépourvue de cavité hydrophobe (Tassin et al. 1998) et est donc incapable de fixer des lipides.
Ace-AMP1 pourrait représenter le premier maillon d’une divergence fonctionnelle des LTP1.
On suppose donc que la fonction principale des LTPs est de participer a la synthése de
cuticule et de subérine et que secondairement, grace a leur pl basique, elles possedent une
activité antimicrobienne. Certaines LTPs ou protéines de type LTPs comme Ace-AMP1 ont
peut-étre développé cette derniére activité au détriment de I’activité de transport de molécules
lipidiques.

Des travaux récents ont suggéré un nouveau role possible des LTPs dans la
signalisation cellulaire, role qui serait complémentaire des deux fonctions précédemment

évoquées.

3.4 LTPs : signalisation cellulaire

Il a été montré que les LTPs possédaient un récepteur spécifique qui se trouve étre en
fait celui des élicitines (Buhot et al. 2001). En recherchant le mode d’action des élicitines, il a
donc été découvert une fonction jusqu’alors inconnue des LTPs, qui serait d’induire la mise

en place de mécanisme de défense.

3.4.1 Les élicitines

Les élicitines sont des protéines de petite masse moléculaire (10 kDa) secrétées par les
Phytophthora et les Pythium, oomycétes connus pour les dégats qu’ils causent aux cultures de
par le monde. Ces protéines, décrites pour la premiere fois a Antibes (Bonnet et al. 1986),
sont connues depuis une quinzaine d’années pour leurs propriétés inductrices de Réaction
Hypersensible (RH, nécrose) et de Résistance Systémique Acquise (RSA, protection vis-a-vis
d’autres agents pathogénes). Les élicitines possedent la propriété de se charger en lipides
(Osman et al. 2001a), avec une forte affinité pour les stérols, et de transférer ces petites
molécules entre membranes biologiques (Mikes et al. 1998). Cette capacité a se complexer
avec un stérol est trés importante, car elle permet d’expliquer leur activité élicitrice chez le

tabac.
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Reproduction du

Phytophthora .
Membrane plasmique Récepteur de la plante
} Elicitine (forme libre) (état inactif)
stérol (état actif)
Récepteur membranaire
I . hypothétique du pathogéne
Figure 1.11 : Evénements possibles lors de [Iinteraction plante
A S Phytophthora (adapté de (Blein et al. 2002)). Les élicitines constituent des
0_.- navettes de stérols. Le complexe élicitine/stérol est reconnu par le
Phytophthora et permet sa reproduction. Il est également reconnu par la
l plante et déclenche la RH (Réponse Hypersensible) et la RSA (Réponse
Réponses Sytémique Acquise).
cellulaires y q quise)
de la plante
RH et RSA
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En effet, seule une élicitine chargée peut se fixer sur un récepteur spécifique localisé
sur la membrane plasmique, puis déclencher une cascade d’événements conduisant a la
résistance (Osman et al. 2001b). Les Oomycetes qui sécretent ces protéines sont connus pour
leur incapacité a fabriquer des stérols qui, pourtant, sont importants pour leur croissance et
leur reproduction (Hendrix and Guttman 1970). On suppose donc que les élicitines sont des
navettes qui permettraient a ces agents pathogénes de pouvoir récupérer ces précieuses
molécules au détriment de la plante qu’ils envahissent (figure 1.11).

Jusqu’a présent seules les structures tridimensionnelles de deux élicitines ont été
déterminées par RMN ou radiocristallographie : la cryptogéine (Boissy et al. 1996; Fefeu et
al. 1997) et la cinnamomine (Rodrigues et al. 2002) extraites respectivement de Phytophthora
cryptogea et de Phytophthora cinnamomi. La structure 3D de ces deux élicitines est similaire.
Elles présentent 5 hélices (al-a5), un feuillet g antiparallele a deux brins et une boucle Q.
L’ensemble de la structure est stabilisé par 3 ponts disulfure (figure 1.12). Les élicitines
possédent également une cavité hydrophobe dans laquelle se fixent les stérols. De plus, deux
structures 3D de la cryptogéine liée a I’ergostérol (Boissy et al. 1999) ou au cholestérol
(Lascombe et al. 2002) obtenues par radiocristallographie ont révélé que cette fixation
n’entrainait pas de modifications structurales importantes a I’instar des complexes avec les
LTP1 (figure 1.12).

Figure 1.12 : Comparaison des structures 3D de la cryptogéine sous forme libre (& gauche) et sous
forme liée avec une molécule de cholestérol (en bleu) (a droite). Les ponts disulfure sont

représentés en jaune.
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Figure 1.13 : Comparaison des structures 3D des élicitines et des LTP1. a) Structure 3D de la

cryptogéine, b) Structure 3D de la LTP1 de blé, ¢) Superposition des structures 3D de la cryptogéine

et de la LTP1 de blé.
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Complexe LTP et
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Récepteur possible
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Figure 1.14 : Actions possibles des LTPs au cours de I’attaque d’un pathogéne (cas
général), adaptée de (Blein et al. 2002). L’action de la cutinase constitutive produite par le
pathogene entraine la libération de monomeres de cutine qui se fixent aux LTPs sentinelles
de la paroi cellulaire (1). Ce complexe LTP/monomere de cutine peut se fixer sur son
récepteur et déclencher alors une cascade d’événements (2) aboutissant a la synthése de
protéines comme des LTPs pour réparer la cuticule et lutter contre le développement du
pathogéne. Ce complexe peut également se fixer sur le récepteur possible du pathogéne et

induire la synthese de cutinase.
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3.4.2 Dialogue entre LTPs et élicitines

Récemment il a été montré que les LTP1 étaient capables de déplacer les élicitines de
leur récepteur et d’entrer en compétition avec les activités biologiques induites par ces
protéines. En fait, une LTP1 de graine de blé est capable d’entrer en compétion avec la
cryptogéine tant pour sa fixation a son récepteur situé sur la membrane plasmique de tabac
que pour les réponses qu’elle induit sur cultures cellulaires (Buhot et al. 2001). Bien que les
LTP1 et les élicitines ne possédent pas d’identité de séquence ni d’homologies structurales
évidentes, il est néanmoins possible de superposer des hélices des LTP1 avec celles des
élicitines (Buhot et al. 2001). On peut ainsi noter que les hélices al, a4, a5 des élicitines
trouvent leurs homologues respectifs dans les hélices H3, H1, H2 des LTP1 (figure 1.13).
Cette analogie structurale pourrait expliquer en partie I’affinité des LTP1 pour les récepteurs
des élicitines.

Cependant la fonction des LTPs ne se limiterait pas a inhiber I’action des élicitines. En
effet, au cours de I’attaque d’un champignon pathogeéne, la cuticule est considérée comme une
zone d’échange de signaux entre la plante et les bio-agresseurs. Dans plusieurs systéemes
plante/pathogéne, la cutinase, une enzyme produite par différents agents pathogenes
fongiques, est impliquée dans la pénétration de la cuticule. Les monomeéres de cutine produits
par l'action de la cutinase se sont avérés importants en tant que molécules signal, d’une part
dans la plante pour activer potentiellement des mécanismes de défense (Fauth et al. 1998),
d’autre part chez les microorganismes pathogénes en induisant I'expression de cutinase
(Kolattukudy et al. 1995). Dans ce contexte, les LTPs participeraient au transport de ces
molécules signal. Le complexe LTP/monomere de cutine pourrait alors se fixer sur son
récepteur et déclencher une cascade d’événements aboutissant a la synthese de protéines
comme des LTPs pour réparer la cuticule et empécher la pénétration de I’agent pathogeéne.
Mais I’agresseur pourrait aussi détourner le complexe LTP/lipide a son avantage. Ce
complexe se fixerait alors sur un possible récepteur membranaire et déclencherait la synthése
de cutinase. La régulation de ce complexe apparait donc essentielle pour la survie de la plante
ou du bio-agresseur. La figure 1.14 résume le double réle possible du complexe LTP/lipides,
ainsi que les différentes fonctions supposées des LTPs.

D’autre part, le réle de signalisation cellulaire des LTPs a été conforté par une
découverte récente faite par une équipe en Grande Bretagne (Maldonado et al. 2002). Cette
équipe a montré qu’un mutant d’A. thaliana incapable de développer de la RSA était affecte

au niveau de I’expression d’un géne codant une protéine de type LTP2. De plus notre équipe,
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en collaboration avec I’INRA de Nantes, essaie d’identifier les ligands « naturels » des LTP1.
Ceci permettrait d’apporter une preuve moléculaire de la fonction biologique supposee de
signalisation cellulaire des LTPs.

Il ressort de I’ensemble de ces études que les LTPs seraient des actrices importantes
dans la formation des couches de protection des organes végétaux (cuticule, subérine) et dans
la défense des plantes contre leurs agresseurs microbiens. Comme nous I’avons vu, ces deux
fonctions ne sont pas indépendantes, dans la mesure ou la cuticule constitue une barriére
physique aux bio-agresseurs et que ses composants participent a la signalisation de

I’agression.
4. Ligands naturels

Jusqu’a present, les structures de complexe de LTPs ont été déterminées avec des
ligands modeles qui correspondent a des molécules qui se rencontrent rarement sous forme
libre au sein de la plante. Cependant, lorsque les LTP1 des graines d’orge et de blé sont
extraites, un adduit d’une masse moléculaire de 294 Da est observé. Cet adduit est fixé de

maniere covalente et ne s’hydrolyse qu’en milieu alcalin (pH 8).
4.1 Ligand de la LTP1 d’orge
Le groupe danois de Poulsen (Lindorff-Larsen et al. 2001) a identifié I’adduit de la

LTP1 d’orge comme un compose lipidique ajouté lors d’une modification post-traductionnelle

dont la formule serait C170sH,g et dont la structure supposée est présentée sur la figure 1.15.

C-O-Asp7
CH3-(CH,),-CH-CO-(CH;),-CO-CH,-CH=CH-(CH,)s-COOH

Figure 1.15: Structure semi-développée proposée par (Lindorff-Larsen et al. 2001) de la
modification post-traductionnelle de la LTP1 d’orge. Le ligand identifié formerait une liaison ester

avec la chaine latérale du résidu Asp7. La double liaison du ligand est en configuration cis.
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Cependant la nature de cet adduit post-traductionnel constitue seulement une
proposition. En effet, pour I’identifier, les auteurs de I’article ont eu recours tout d’abord a
une protéolyse de la LTP1 d’orge et ont ensuite étudié par RMN la structure du ligand sur le
fragment protéique possédant la modification. La structure chimique qu’ils proposent pour le
ligand, avec un nombre impair de carbone, en Cy7, est tres rare dans la nature mais, d’apres les
auteurs, aucune formule en C,,, plus compatible avec le métabolisme des lipides ne pouvait
correspondre a leurs résultats.

4.2 Ligand de la LTP1 de blé

De méme, nous avons essayé d’identifier I’adduit de 294 Da de la LTP1 de blé.
D’aprés nos expériences RMN et de spectrométrie de masse, nous avons obtenu un faisceau
de preésomptions qui nous conduit a proposer une formule de I’adduit en C;304H3;
(figurel.16) sans pouvoir identifier sur quel acide aminé est fixe ce ligand.

CH3'(CH2)5'CO'CHOH'(CH2)7'CH:CH'COOH
Figure 1.16: Proposition de structure pour I’adduit de la LTP1 de blé. D’apreés les résultats RMN, la

double liaison est en configuration trans.
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Figure 1.17 : Différentes oxilipines issues des voies LOX POX. LOX :lipoxygénase,

POX :péroxygénase, EH, époxyde hydrolase. 2
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4.3 Nouvel éclairage sur les structures des ligands des LTP1 d’orge et de blé

Récemment, nos collaborateurs de I’INRA de Nantes ont découvert que I’adduit n’est
pas observé quand les graines d’orge ou de blé sont délipidées avant extraction des LTPs.
Cette découverte révele que I’adduit serait issu du pool des lipides. En effet, si on observe
attentivement les deux structures hypothétiques des ligands des LTP1 de blé et d’orge, on
remarque qu’ils présentent des analogies structurales avec des oxylipines (acides gras
oxygeénés issus de la voie des lipoxygénases (LOX) et des peroxygénases (POX)). Les LOX et
les POX sont des enzymes impliquées en général dans la biosynthése des acides gras
précurseurs de la cutine et en particulier dans la génération d’acides gras peroxydés
cytotoxiques pouvant expliquer les nécoses induites au cours d’une RH (Rusterucci et al.
1999 ; Montillet et al. 2002). De par sa structure en C18, la formule que nous avons proposée
ressemble aux produits de la voie de peroxidation des acides gras: acides coronarique et
vemolique et leurs dérivés (Blee 1998) (figure 1.17). Cependant les produits des voies de
peroxidation des acides gras sont dans la cellule alors que les LTPs sont sécrétées, il n’y donc
pas a priori de raison pour que les LTPs fixent les oxilipines, sauf si la compartimentation
cellulaire disparait. C’est le cas lors de I’extraction et la purification des LTPs, et également
lors d’une attaque par un bioagresseur qui en détruisant quelques cellules pour se nourrir
pourrait induire des réactions en cascade conduisant a une RH (mort cellulaire programmee et
nécrose des tissus).

En conclusion, les LTP1 d’orge et de blé fixeraient des oxilipines issues de la voie des
LOX et POX, précurseurs de la cutine et impliquées dans la signalisation de défense des
plantes. Cependant on peut se poser la question de I’origine des formes complexées des LTP1
d’orge et de blé. S’agit-il d’une modification post-traductionelle ou d’un artefact de
purification ? Pour vérifier cela, il serait nécessaire d’inhiber la voie des LOX et POX au
cours de I’extraction des LTPs sans réaliser de délipidation. Si la forme complexée des LTP1
d’orge et de blé n’est plus observée, on concluerait donc a une origine artéfactuelle de
I’adduit. Cet artéfact de purification pourraient par contre réfléter une réalité biologique,
puisque la décompartimentation cellulaire a bien lieu lors d’une attaque pathogene de la
plante. Il est donc nécessaire, d’une part de déterminer la structure exacte du complexe, et
d’autre part d’étudier les effets biologiques de ce complexe sur la plante. La formation d’un
adduit covalent pourrait constituer un messager responsable du développement de la réponse
systémique acquise (RSA), qui intervient dans la protection de I’ensemble de la plante contre
une agression pathogéne. Nous aurions alors apporté la preuve moléculaire de I’implication
des LTPs dans la signalisation cellulaire.
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Dans ce chapitre je présenterai les techniques utilisées pour réaliser 1’étude
structurale et dynamique sur la LTP1 1 de tabac : dans une premicre partie j’exposerai la
méthodologie employée pour déterminer une structure tridimensionnelle de protéine par RMN
et modélisation moléculaire ; la seconde partie sera consacrée aux méthodes d’études de la
dynamique interne des protéines par relaxation nucléaire ; la troisiéme partie traitera des
simulations de dynamique moléculaire et enfin la derniére partie exposera la méthodologie de

la modélisation comparative.

1. Détermination de la structure tridimensionnelle d’une protéine (par

RMN et modélisation moléculaire)

Depuis la publication de la premiére structure 3D de protéine par RMN en 1985
(Williamson et al. 1985), d’énormes progres technologiques et méthodologiques ont été
réalisés pour rendre la spectroscopie RMN performante dans la détermination de structures
tridimensionnelles de macromolécules (protéines, acides nucléique, sucres, complexes
protéine/protéine ou protéine/acide nucléique). Ces progres ont permis d’augmenter la
résolution et la sensibilit¢ de la RMN, les points faibles de la technique. Ils ont consisté dans
le développement de spectromeétres a haut champ (25 T a 2K actuellement) et de sondes
cryogéniques. Ces progrés technologiques ont été accompagnés de développements
méthodologiques : avec I’apparition du marquage isotopique (N, “C et ’H), le
développement de séquences RMN 3D, et 4D (Cavanagh et al. 1996; Sattler et al. 1999;
Kanelis et al. 2001), la mise au point de la séquence TROSY (pour Transverse Relaxation
Optimized SpectroscopY) (Pervushin et al. 1997) et derniérement, I’avénement de 1’utilisation
des constantes de couplages dipolaires (Tolman et al. 1995; Tjandra and Bax 1997). Ces
développements ont permis de réaliser I’étude structurale de biomolécules de taille de plus en
plus importante (Tugarinov et al. 2004). Par exemple, I’enzyme malate synthase de E. coli de
723 résidus (Tugarinov et al. 2004) est actuellement la plus grosse protéine dont les
déplacements chimiques sont connus ('H, C et °N).

Dans la suite de cette partie, je vais présenter tout d’abord les méthodes d’attribution
RMN des protéines puis les contraintes structurales déduites de données RMN et utilisées en
modélisation moléculaire et enfin les logiciels de modélisation moléculaire utilisés pour

déterminer la structure tridimensionnelle de la LTP1 1 de tabac
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1.1 Méthodes d’attribution RMN des protéines

Quelle que soit sa taille, I’étude RMN d’une protéine ne commence réellement
qu’aprés ’attribution de ses déplacements chimiques. La structure 3D de I’inhibiteur de
trypsine de taureau de 53 résidus, publiée en 1985 (Williamson et al. 1985) par I’équipe de
Kurt Wiithrich, prix Nobel de chimie 2002, a été la premicre structure 3D de protéine en
solution. L’attribution des déplacements chimiques de ses protons, seuls noyaux alors
observables en abondance naturelle de fagcon exploitable a I’époque, a été obtenue par la
méthode d’attribution séquentielle (Wiithrich 1986) basée sur Ieffet NOE
(Nuclear Overhauser Effect).

1.1.1 Méthode d’attribution sequentielle

Cette méthode exploite tout d’abord les informations de corrélations scalaires révélées
par les expériences de type COSY (COrrélation SpectroscopY) et TOCSY (TOtal Correlation
SpectroscopY, encore appelées HOHAHA (HOmonuclear HArtman HAhn spectroscopy)).
Ces expériences qui mettent en évidence des corrélations entre protons au travers des liaisons
permettent d’obtenir les signatures caractéristiques des systémes de spins de chaque acide
aminé. L’étape suivante consiste a déterminer la position des acides aminés ainsi identifiés
dans la séquence de la protéine. C’est ce que 1’on appelle 1’attribution séquentielle. Celle ci se
base sur des expériences NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY) qui permettent
d’observer des protons distants de moins de SA. Pour Iattribution séquentielle, on cherche les
corrélations dipolaires entre le résidu i et le résidui+l et plus particulicrement, les
corrélations Houi)-Hni+1) qui permettent de reconstituer 1I’enchainement des systémes de spins.
Cette méthode d’attribution séquentielle est largement utilisée et applicable aux protéines de
petite taille, généralement inférieure a une centaine de résidus. Toutefois, pour les protéines
de plus de 80 résidus que sont les LTP1, I’attribution des protons a partir des expériences 2D
est tres difficile a réaliser en raison de nombreuses superpositions de signaux. Pour la LTP1 1
de tabac, un marquage au "N a donc été effectué. Ce simple marquage a été suffisant pour
réaliser I’attribution des fréquences de résonance des noyaux 'H et °N et déterminer par la

suite la structure 3D de la protéine.
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1.1.2 Attribution facilitée par un simple marquage >N ou *C

La méthode d’attribution séquentielle présentée précédemment est facilitée par un
simple marquage "N (ou BC). Lattribution se réalise alors a partir de spectres 3D
hétéronucléaires comme par exemple les expériences 3D TOCSY-ou NOESY-HSQC éditées
"N ou "* C. Ces expériences 3D sont simplement la combinaison de deux expériences 2D : la
premiére TOCSY ou NOESY 'H, et la deuxiéme HSQC (pour Heteronuclear Single Quantum
Coherence) qui permet d’étaler I’information selon la fréquence de I’hétéronoyau auquel sont
liés les protons (figure2.1). L’expérience HSQC peut en effet étre considérée comme une
expérience « COSY hétéronucléaire » de type "N/Hy (ou C/Hc) qui se compose de deux
séries d’impulsions : une séquence INEPT (Insensitive Nuclei Enhanced by Polarisation
Transfer) et une séquence INEPT-inverse qui assurent respectivement le transfert de
polarisation du proton vers le noyau "N (ou °C) puis de ce dernier a nouveau vers le proton,
qui est finalement détecté.

Le gain en résolution de ces expériences 3D est trés important grace a la dispersion
des gammes de déplacements chimiques °N ou "*C. C’est cette dispersion dans la dimension

N ou "*C qui facilite ’attribution des déplacements chimiques "H.

90 90 90

1 Tm t

a N " i NOE “Q 8
INEPT -

IQEPT lgverse

90 18090 180 90 180

N t [ DECOUPLE
NOESY HSQC
% 90 "0 18090 180 90 18’0
Tm t
wl o fuisel [ I Dl
c) o
180 90 9 180
1
N DECOUPLE [ ’. t2 [ DECOUPLE

Figure 2.1 : Exemples de schémas simplifiés de séquences d’impulsions pour des expériences 2D
et 3D. (a) Séquence d’impulsions pour I’expérience 2D NOESY ; (b) Séquence d’impulsions pour
I’expérience 2D  'H-N HSQC; (c) Séquence d’impulsions pour I’expérience
3D 'H-""N NOESY-HSQC, obtenue en combinant celles de (a) et (b). Les impulsions
radiofréquences sont indiquées par des barres verticales étroites et larges qui correspondent
respectivement a des impulsions de 90 et 180°.
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1.1.3 L’expérience 3D *H-""N NOESY-HSQC

Le schéma de base de la séquence d’impulsions de [Dexpérience 3D
'H-"N NOESY-HSQC est illustré dans la figure 2.lc. Schématiquement 1’aimantation
originelle du spin K; (‘H) est transférée sur le spin I; (Hn) pendant le temps de mélange ., de
la séquence NOESY. L’expérience HSQC transfere ensuite I’aimantation du spin I; vers le
spin S; (°N) via le couplage scalaire 'Jis. Pendant le temps t1 1’aimantation évolue sous 1’effet
du seul déplacement chimique de S ; enfin on observe le retour de 1’aimantation sur le spin I
via le couplage scalaire 'Jis pour la détection (figure 2.2). Le résultat de cette expérience est

schématisé sur la figure 2.3.

NOE lJ 1S 1J IS
K > INEPT > 5 INEPT-Inverse > 1
(t1) (t2) (t3)
H=C—H  H—C—H
e _HT%T] N
O H K_O/v ] H O H
Ki NoE

Figure 2.2: transfert d’aimantation dans une expérience 3D 'H-N NOESY-HSQC.

3D *H-""N NOESY-HSQC

2D 'H -'H NOESY

15N

Figure 2.3: Schéma de la
relation entre une expérience
3D 'H-"N NOESY-HSQC et
deux expériences 2D 'H-"N
HSQC et *H —'H NOESY. Les
systemes de spins dont les
protons "N résonnent a la
fréquence 15 sont superposés
dans  I’expérience  'H-'H
NOESY. Cette dégénérescence
est levée grace a I’expérience
2D 'H-""N HSQC. L’ expérience
3D permet de disperser
I’information contenue dans
I’expérience NOESY avec la
résolution des déplacements
chimiques N obtenue avec
I’expérience HSQC.
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1.1.4 Expériences tridimensionnelles triple résonance

La LTP1 1 a également été doublement marquée en °C et '’N. Ce double marquage
isotopique nous a permis de réaliser 1’attribution des déplacements chimiques °C utiles pour
la suite de notre étude structurale de la protéine (cf. chapitre xénon). D’autre part, 1’avantage
de posséder une protéine doublement marquée réside dans la possibilit¢ de réaliser
I’attribution des déplacements chimiques sans avoir recours a la méthode d’attribution
séquentielle classique. En effet, comme nous 1’avons vu précédemment, cette stratégie
d’attribution est basée sur 1’existence et I’identification des NOEs. Il existe pour les protéines
doublement marquées une attribution séquentielle alternative basée sur les transferts de
cohérence a travers les principaux couplages scalaires homonucléaires et hétéronucléaires
suivants : 1Jc-c, 1JC_N, 1JH_N, 1JH_C, 2JH_H, 2JC_N, et enfin ch-c- La figure 2.4 résume les
constantes de couplages scalaires 'J et *J existant au sein d’une protéine. L’attribution est
facilitée et réalisée a partir d’une série d’expériences 3D triple résonance qui permet, d’une
part de réaliser ’attribution des résonances des noyaux du squelette peptidique, et d’autre part
celle des noyaux des chaines latérales des acides aminés. Je me contenterai de décrire
brievement le résultat des expériences 3D triple résonance sans détailler leurs séquences

d’impulsions.

13C
y

|35 Hz
°Cy H,C;H,

Iss Hz |35 e

13Ca &130, 15 Hz 15N 11 Hz 13Ca 55 Hz ISC,
Hu H H(l

Figure 2.4 : Valeurs caractéristiques des constantes de couplage scalaire 'J et 2J pour une protéine

Les expériences 3D triple résonances HNCA, HN(CO)CA, HNCO, HN(CA)CO,
CBCANH, CBCA(CO)NH (Cavanagh et al. 1996; Sattler et al. 1999; Kanelis et al. 2001)
permettent ’attribution compléte des noyaux du squelette peptidique (‘Hy, N, CO,
'H,, °C,), ainsi que celles des protons et des carbones B des chaines latérales (IHB et Cp).

Les noms de ces expériences proviennent des noyaux qui sont impliqués dans les
chemins de cohérences suivis. Les noyaux qui sont entre parenthéses ne sont pas édités au

Jon o \ 7 1 15 A
cours de I’expérience. Par exemple, I’expérience HNCA corréle les résonances Hyet "N ala
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résonance °C, du méme résidu i et a la résonance °C, du résidu i-1. En revanche
I’expérience HN(CO)CA relie les résonances 'Hy et '°’N d’un méme résidu avec seulement la
résonance °C, du résidu i-1 via le carbonyle CO, ce dernier n’étant pas édité au cours de
I’expérience. Les expériences HNCA et HN(CO)CA, HNCO et HN(CA)CO, CBCANH et
CBCA(CO)NH s’interpretent donc par paires. De plus, chacun de ces couples fournit un

chemin d’attribution séquentielle possible.

a) HNCA et HN(CO)CA
Ce couple d’expériences permet d’obtenir un chemin d’attribution séquentielle qui
relie les 13Ca a la fois aux résonances 1HN, SN du méme résidu et a celles du résidu précédent

(figure 2.5).

A) B) HNCA HN(CO)CA
| | I |
H-(T':-H H-(I')-H H-(l)—H H-CI)-H
ppm T
c87 Cc87 S88 S88 K89 K89 H-C-H H-C-H H-C-H H"?"H
1 C—N- C—C—N-—
d I Il 10
HO@HOH HO@HOH
o Bc.086 |, Das Figure 2.5 : Expériences 3D triple résonance
a4 . utilisées pour attribuer les fréquences de
¢, c87 o , .
; = | résonance *Hy, N et **C, d’une protéine. A)
3¢ “C,C87 | 1c,c87 . 15

* Bandes extraites des plans N des spectres
HNCA (en noir) et HN(CO)CA (en rouge) aux
ol - déplacements chimiques des protons ‘Hy des

3¢, s88 13 13 L. )
o Ca SO0 I 7Ca 558 résidus C87, S88 et K89. Le chemin
d’attribution est indiqué par des fleches. B)
Noyaux impliqués dans les expériences HNCA
et HN(CO)CA, entourés par un cercle noir si
o leur fréquence de résonance est éditée, par un
8.8 8.8 85 8.4 85 8.4 7.1 71 -
1 ppm cercle blanc sinon.
Hy

Ces deux expériences suffiraient donc a identifier la position des acides aminés au sein
de la séquence. Cependant il peut y avoir des superpositions de corrélations ne permettant pas
d’identifier tous les résidus. Ces ambiguités sont alors levées par I’interprétation d’un autre
couple d’expériences qui fournit des corrélations alternatives: le couple HN(CA)CO et

HNCO.
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b) HN(CA)CO et HNCO

Selon le méme principe, les expériences HN(CA)CO et HNCO procurent les
corrélations entre les résonances 'Hy, "N et les CO intra et interrésiduels ; HNCO fournit
uniquement les corrélations interrésiduelles tandis que HN(CA)CO, en plus de ces

corrélations, donne celles qui sont intrarésiduelles (figure2.6).

A) B)

HN(CA)CO HNCO
| | | |
- H-CH  H-CH H-CH - H-G-H
of C87 Ce7 | 88 | se8 || K89 I K89 H-C-H H-C-H HCH  H-C-H

!
. S (- 4B
HO@HOH HO@H O H

s 3co s88 Bcoses || o s88
.c cs7 - i :

co c87

13C0 €87

— 3co K89
°CO D86

8.8 8.8 8.5 8.4 85 8.4 71 7.1

Hy ppm par un cercle blanc sinon.

L’analyse combinée de ces deux couples d’expériences offre donc systématiquement au
moins un chemin d’attribution séquentielle. 11 faut noter toutefois que ce dernier couple
d’expériences, méme s’il constitue un chemin d’attribution séquentielle alternatif, est
rarement utilisé. En effet, la dispersion des déplacements chimiques des carbonyle (CO) est
trois fois moins grande (environ 10 ppm) que celle des C,, (environ 30ppm), donc le risque de
superpositions et d’ambiguités éventuelles est plus important. Pour lever d’éventuelles
ambiguités persistantes, on a recours au dernier couple d’expériences: CBCANH et

CBCA(CO)NH.
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Figure 2.6 : Expériences 3D triple résonance
" utilisées pour attribuer les fréquences de
résonances *Hy, °N et **C, d’une protéine. A)
Bandes extraites des plans °N des spectres
- HN(CA)CO (en noir) et HNCO (en rouge) aux
5 0 086 déplacements chimiques des protons Hy des
résidus C87, S88 et KB89. Le chemin
d’attribution est indiqué par des fléches. B)
" Noyaux impliqués dans les expériences
HN(CA)CO et HNCO, entourés par un cercle
noir si leur fréquence de résonance est éditée,



Matériels et Méthodes

c) CBCANH et CBCA(CO)NH

Ce dernier couple d’expériences fournit les mémes informations que le couple HNCA
et HN(CO)CA, de plus met en évidence les corrélations entre les résonances des noyaux 'Hy,
N et les 13CB intra et interrésiduels, constituant un troisiéme et dernier chemin d’attribution

séquentielle possible (figure 2.7).

A)
CBCANH CBCA(CO)NH
| | | |
H-C-H H-C-H H-C-H H-(I:-H
ppm T C87 ca7 | se8 588 K89 K89 H@H H@H H@H  H-OH
13 C C—N— C—C—N-—
Il I 0o
17 HO@HOH HO@HOH
i Figure 2.7 : Expériences 3D triple résonance
’ °c, K89 utilisées pour attribuer les fréquences de

13¢, c87

I
13,
e, ose ‘ C, C87
’ —fm—»ﬁ

Tl —

résonances 'Hy, N et °C, et *C 4 d’une

noir) et

15 | s protéine. A) Bandes extraites des plans N
\ des spectres CBCANH (en
J= || = CBCA(CO)NH (en rouge) aux déplacements
= >

67

&7

a3

8.8 8.8 85 84 85

8.4

71

chimiques des protons 'Hy des résidus C87,
S88 et K89. Le chemin d’attribution est
indigué par des fleches. Seules les
connectivités relatives aux **C, sont annotées.
B) Noyaux impliqués dans les expériences
CBCANH et CBCA(CO)NH, entourés par un
cercle noir si leur fréquence de résonance est

Hy pom .
éditée, par un cercle blanc sinon.

De toutes ces expériences, on tire donc des données complémentaires qui permettent de

réaliser 1’attribution séquentielle plus facilement, en limitant les risques d’erreurs. Jusqu’a

présent, seules les résonances des protons et des carbones [ des chaines latérales sont

attribuées. Il reste a réaliser 1’attribution compléte des chaines latérales pour aboutir par la

suite a la structure 3D de la protéine.

1.1.5 Attribution des chaines latérales

L’expérience HCCH-TOCSY permet d’identifier tous les protons et les carbones
aliphatiques des chalnes latérales. Le résultat de cette expérience 3D contient la méme
information qu’une expérience 3D TOCSY-HSQC éditée °C. Toutefois, cette expérience est
bien plus sensible que 1’expérience 3D TOCSY-HSQC éditée *C car le transfert
HCCH-TOCSY est bien plus efficace qu’un transfert par les hydrogenes. En effet, les
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constantes de couplage *J ou °J entre les hydrogénes sont de I’ordre de quelques hertz
(4-10 Hz) alors que celles 'J entre les carbones et les hydrogénes sont beaucoup plus élevées
(de I’ordre de centaine d‘Hertz 140 Hz).

Apres avoir réalisé 1’attribution de tous les déplacements chimiques, il est nécessaire
pour obtenir la structure 3D d’une protéine d’extraire les contraintes structurales utilisées dans

la modélisation moléculaire.
1.2 Les contraintes structurales utilisées en modélisation moléculaire

1.2.1 Les contraintes de distance
Les parametres les plus importants pour la modélisation moléculaire sont les
contraintes de distance. Ces derni¢res sont extraites des expériences de type NOESY :
2D homonucléaire proton, des expériences 3D NOESY-HSQC édité °N ou "*C. Les volumes
des corrélations dipolaires obtenues dans ces expériences peuvent étre en premicre
approximation convertis en contraintes de distance grace a la relation suivante :
dijoc Iy (2.1)
ou dj; et I; désignent respectivement la distance et le volume du pic de corrélation dipolaire

entre les atomes i et j.

1.2.2 Les contraintes d’angles diédres

Les angles diédres qui décrivent le squelette peptidique d’une protéine sont au nombre
de trois: ¢, y, o (figure2.8). Les angles di¢dres ¢ et y, pour un résidu i, sont définis
respectivement autour des liaisons Ni-Cg; et Cyi-C’i. L’angle diédre o décrit la liaison

peptidique qui est généralement plane.

4 Figure 2.8 : Représentation schématique du
I P T squelette peptidiqgue d’une protéine. Les
H C Cogq ¥ N H . . R )
-..(f:/ \N)Jﬂr‘\:&c/ Nl . cercles noirs représentent les chaines latérales.
[i-1 |!| G Il i Les angles diédres ¢, v, @ qui définissent le
‘ squelette peptidique sont indiqués.
(0]
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Les contraintes d’angles diédres sont extraites des constantes de couplage scalaire °J
entre protons séparées par trois liaisons. Ces constantes de couplage sont reliées a I’angle de
torsion @ autour de la liaison centrale par I’intermédiaire de la formule empirique suivante,

appelée relation de Karplus (Karplus 1959):

3J(6) = Acos’ 0+ B cos@+ C (2.2)

ou A, B, C sont des coefficients semi-empiriques
La constante de couplage 3JHN_HQ est la plus communément mesurée. Elle est reliée a
I’angle diedre ¢ par la relation de Karplus avec les coefficients semi-empiriques A, B, C

définis par Pardi en 1984 (Pardi et al. 1984) (figure 2.9) :

3Jinotio () = 6.4 cos’0-1.4 cosO+ 1.9 avec 0= | ¢ - 60°) (2.3)

Figure 2.9 : Courbe de variation de
la constante de couplage 3Jun-tg €N
fonction de [I'angle ¢ Les
coefficients semi-empiriques A, B, C
sont ceux définis par Pardi en 1984
rappelés dans I’équation (2.3) (Pardi
et al. 1984). Les plages d’intervalles
pour la constante de couplage *Jyn.
ne des hélices o droites et des
feuillets # canoniques sont indiquées
en fonction des valeurs angulaires
permises.

150 <100 =50 0 30 100 150

¢ (deg

Différentes méthodes (Cavanagh et al. 1996) permettent de mesurer les constantes de
couplage 3JHN_HOL Pour I’é¢tude de la LTP1 1 nous avons utilis¢ une méthode quantitative
(Vuister and Bax 1993) reposant sur I’expérience HNHA.

Cette expérience est trés largement utilisée lors de 1’étude par RMN de la structure 3D
de protéines simplement marquées °N. Elle met en corrélation les résonances 'Hy, "N et 'H,,
d’un méme résidu. Cette expérience permet par ailleurs d’identifier les résonances 'H, des
résidus. Le résultat de I’expérience HNHA se traduit par la présence de deux pics en antiphase
aux déplacements chimiques de "°N et du 'Hy du résidu i. Dans le plan °N, nous avons un pic

positif sur la diagonale et une corrélation croisée négative.
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Le rapport d’intensité des deux pics est relié & la constante de couplage *Jin-io par la

relation suivante :
Ic/Id = -tan*(2 7 *Jinctia &) (2.4)

ou Ic et Id correspondent respectivement aux intensités des pics de corrélations croisées et de
la diagonale. C est un délai de 13.5 ms défini dans la séquence d’impulsions de 1’expérience
3D HNHA. La courbe *Jyn.no en fonction de |Ic/Id| déduite de 1’expression (2.4) permet
d’obtenir les constantes de couplages *Jun.uo et d’identifier rapidement les résidus impliqués

dans les hélices et dans les structures étendues comme les feuillets (figure 2.10).

3
J HN-Ho

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
|Le/1d|
Figure 2.10 : Evolution de *Jyn.1e €n fonction du rapport |Ic/Id| (d’aprés (Vuister and Bax
1993)). Les résidus impliqués dans une hélice possédent une valeur de constante de couplage *Jun.te

faible (<5Hz) alors que ceux participant a un feuillet en ont une élevée(>8Hz).

Remarque : la méthode de détermination quantitative HNHA entralne une sous estimation de
la constante de couplage *Jin-iq. Dans le cas de la nucléase du staphylocoque, protéine de 136
résidus utilisée par Vuister et ses collaborateurs (Vuister and Bax 1993) pour valider la
méthode HNHA, une sous estimation de 11% a été¢ mesurée. D’autre part, le cas des résidus
glycine doit étre considéré séparément. En effet, ces résidus possédent deux protons Ha et le
couplage géminal tend a moyenner les deux constantes de couplages mesurées. De plus,
I’absence d’attribution stéréospécifique des deux protons Ha ne permet pas de conclure sur la

définition de I’angle diedre ¢.
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1.2.3 Données qualitatives

Des informations qualitatives sur ’existence de liaisons hydrogéne peuvent étre
obtenues a partir d’expériences d’échange des protons apres dissolution dans un solvant
deutéré. Expérimentalement, 1’échange des protons amide de la LTP1 1 avec ceux du solvant
deutéré a été suivi en réalisant des spectres 'H-'"N HSQC. Les protons amide de la protéine
exposé€s au solvant s’échangent rapidement et leurs signaux disparaissent immédiatement
alors que les protons engagés dans une liaison hydrogéne ou inaccessibles au solvant

s’échangent lentement et leurs signaux persistent plus ou moins longtemps.

Les paramétres structuraux obtenus a partir des expériences RMN sont utilisés ensuite

en modé¢lisation moléculaire pour construire le modele 3D de la protéine.

1.3 Modélisation moléculaire

Déterminer la structure tridimensionnelle d’une protéine par RMN et modélisation
moléculaire consiste a trouver un ensemble de conformations qui correspondent a des minima
énergétiques et qui sont en accord avec les données expérimentales. En 1985, la structure 3D
de I’inhibiteur de trypsine de taureau (Williamson et al. 1985) a été obtenue par la méthode de
géométrie des distances développée par W. Braun (Braun and Go 1985) dans I’équipe de Kurt
Wiithrich. Cette méthode de géométrie des distance est de moins en moins utilisée, au
bénéfice des méthodes de calcul par recuit simulé ; elle ne sera donc pas exposée ici. Nous
avons choisi pour déterminer la structure 3D de la LTPI 1 le logiciel CNS

(Crystallography & NMR System) http://cns.csb.yale.edu/vl.1/ (Briinger et al. 1998) qui

utilise ces méthodes de calcul de recuit simulé.

1.3.1 Le logiciel CNS

Ce programme est un logiciel de modélisation moléculaire utilisé pour déterminer les
structures 3D de macromolécules en utilisant les données expérimentales obtenues par
radiocristallographie ou RMN. Avant d’expliquer la méthode de recuit simulé, je vais
introduire briévement la notion d’énergie potentielle d’une molécule qui sera expliquée plus
en détail avec la technique de dynamique moléculaire dans le paragraphe 3 de simulations de

dynamique moléculaire.
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a) Fonction empirique de I’énergie d’une molécule

On peut considérer 1’énergie potentielle d’une molécule comme la somme de deux
termes : un terme représentant I’ensemble des interactions entre atomes non liés et un terme
li¢ a la géométrie covalente de la molécule. Ces termes seront détaillés dans la troisiéme
partie de ce chapitre (p 63).

A cette énergie potentielle de la molécule, on peut ajouter un troisiéme terme
énergétique représentant les contraintes expérimentales de distance déduites de I’effet NOE et
d’angle di¢dre résultant de la mesure des constantes de couplages. Ce dernier terme

énergétique est nécessaire pour déterminer la structure 3D de la protéine.

b) Recuit simulé

Les méthodes de recuit simulé, dynamique moléculaire a trés haute température et a
température constante permettent en un temps raisonnable d’explorer convenablement
I’espace conformationnel et de générer des structures compatibles avec les données
expérimentales. Le recuit simulé peut se réaliser en utilisant les coordonnées cartésiennes ou

internes.

Utilisation des coordonnées cartésiennes

Partant de structures aléatoires, le recuit simulé s’effectue en plusieurs étapes : une
premicre étape de chauffage permet d’atteindre une température ¢levée (1000 ou 2000 K), une
seconde période permet I’évolution du systéme a haute température pour 1I’exploration de
I’espace conformationnel et la recherche d’un puits de potentiel; enfin une dernicre étape de
refroidissement permet de stabiliser le systeme dans le puits de potentiel ainsi déterminé. Pour
diminuer les temps de calcul, le champ de force utilisé pour le recuit simulé est simplifié
(pas de contribution des termes électrostatiques et termes de van der Waals simplifiés). Les
constantes de force des termes d’énergie interne sont augmentées afin de maintenir une bonne

géométrie covalente.

Utilisation des coordonnées internes

Le logiciel CNS offre également la possibilité¢ d’effectuer les calculs dans I’espace des
angles diédres. Les structures initiales sont des structures aléatoires et le protocole est
similaire a celui décrit précédemment, mais les températures de chauffage sont beaucoup plus

¢levées 10000K.
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La réalisation d’un recuit simulé en coordonnées internes permet une exploration de
I’espace conformationnel beaucoup plus rapide par rapport un recuit simulé dans les

coordonnées cartésiennes.

Dans ce travail nous avons également utilis¢é ARIA (Ambiguous Restraints for

Iterative Assignment) http://www.pasteur.fr/recherche/unites/Binfs/aria/ (Nilges et al. 1997;

Nilges and O'Donoghue 1998; Linge et al. 2001; Linge et al. 2003a), un logiciel d’attribution

semi-automatique des pics NOE qui fonctionne en interface avec le logiciel CNS.

1.3.2 Le logiciel ARIA

ARIA exploite de nombreux concepts nouveaux. Le plus important d’entre eux est la
notion d’ADR (Ambiguous Distance Restraint) ou contrainte de distance ambigué qui a été
introduite par M. Nilges en 1995 (Nilges 1995). Cette notion permet d’utiliser les contraintes
de distance ambigués dans la modélisation moléculaire alors qu’auparavant seulement les

contraintes de distance non ambigués étaient utilisées.

a) Contraintes de distance ambigués

La notion d’ADR permet de considérer un pic NOE non plus comme le résultat de
I’interaction dipolaire d’une unique paire de protons mais comme la somme des contributions
dipolaires entre plusieurs paires de protons dont les fréquences de résonance sont proches. Un
pic NOE avec une attribution multiple (n > 1, n: nombre d’attribution) peut étre considéré
comme la superposition de n pics NOE. Sachant que la distance entre 2 protons est reliée au

volume du pic NOE par la relation (2.1), la contrainte sera appliquée sur une distance

moyenne d calculée par la relation suivante :

d= [;df} 2.5)

ou chaque distance d; correspond a la distance entre une paire d’atomes d’hydrogene p; et q; et

n représente le nombre d’attributions possibles.

b) Principe de fonctionnement du logiciel ARIA
L’utilisation simultanée des logiciels ARIA et CNS permet de réaliser I’attribution des

pics NOE et le calcul des structures 3D de manicre itérative (figure2.11).
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it0

Données initiales
Table de déplacements chimiques
Attribution partielle des NOEs

Angles diedres
Structures 3D aléatoires

Calibration des pics NOE
Création des fichiers de
contraintes

N

Cycle itératif

attribution automatique et
calibration  nouvelles
chaque itération

a

it3
Le processus itératif est
renouvelé N fois pour
obtenir un jeu final de
structures 3D de la

it9

protéine en adéquation
avec toutes les donnees
expérimentales

Derniére étape de raffinement
des structures dans une boite

d’eau

Figure 2.11: description schématique simplifiée du processus itératif ARIA/CNS utilisé pour la

modélisation moléculaire de la LTP1_1 de tabac.
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ARIA utilise comme données initiales une table de déplacements chimiques, une liste
de pics NOE avec une attribution partielle réalisée manuellement (corrélations intra-
résiduelles, séquentielles, et certaines longues distances non ambigués). Il peut prendre
¢galement en compte des contraintes d’angles di¢dres, de constantes de couplage dipolaire
résiduelle et de liaisons hydrogéne. ARIA réalise d’abord la calibration des pics NOE et crée
un fichier de contraintes de distance qui est utilis¢ par le logiciel CNS pour générer un
premier jeu de structures 3D de la protéine (par défaut 20 structures) : c’est I’itération 0. Les
structures 3D de départ sont des structures 3D générées aléatoirement. On entre ensuite dans
un processus itératif ou a chaque itération ARIA réalise des attributions automatiques a partir
d’une fenétre de déplacement chimique fixée par I’utilisateur. ARIA affine également la
calibration des pics NOE et crée un fichier de contraintes que CNS utilise pour générer un
nouveau jeu de structures. Ce sont les structures 3D de plus basse énergie (par défaut 7
structures 3D sur les 20 générées) de I’itération i-1 qui sont exploitées par ARIA pour réaliser
’attribution automatique et la calibration des pics NOE a I’itération i. Le nombre d’itérations
réalisée par ARIA est fixé a 8. La neuvieme itération correspond a une étape de raffinement et
d’analyse des structures 3D. En effet, ARIA offre la possibilité de raffiner les structures 3D
en réalisant une courte trajectoire de dynamique moléculaire en solvant explicite dans un
champ de force réaliste (Linge et al. 2003b). Les attributions des NOE réalisées
automatiquement par ARIA au cours du cycle itératif sont vérifiées manuellement et sont
introduites, ou non au cycle itératif suivant. Ce processus est renouvelé N fois jusqu’a
introduction de toutes les données expérimentales qui doivent étre en accord avec les

structures 3D obtenues.

c) Calibration des pics NOE

L'effet NOE est li¢ aux interactions dip6le-dipole entre les moments magnétiques de spin
de deux protons voisins dans I'espace. Dans le cas d'une paire de spins isolés, si on travaille a
temps de mélange suffisamment court (temps pendant lequel on laisse évoluer le systeme),
l'intensité NOE Ij; est proportionnelle a la vitesse de relaxation croisée G;.

Cette vitesse se met alors sous la forme :
oi= f(1o) / di’ (2.6)

ou 1. est le temps de corrélation rotationnel du vecteur dj.(t. = temps moyen nécessaire au

vecteur d;; pour tourner de 1 radian).
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On voit donc que dans ce cas Ij est inversement proportionnel a dij6 et ceci permettra une
premicre étape de « calibration» des NOE ou l’intensité des pics NOE est convertie en
contraintes de distance.

Dans ARIA, la calibration est obtenue a partir d’un jeu de structures 3D initiales. Pour
chaque paire de protons correspondant a un pic NOE de volume [ on calcule une distance
moyenne <> sur les structures. On en déduit un facteur de calibration global (C) de la maniére
suivante :

C= ZNOE; (2.7)

<dij >° I

obs

Les contraintes de distance observées (d;™ ) sont alors calculées de la fagon suivante :

1
Cxl. J'®

]

a” = 2:8)
Une des difficultés majeures de la modélisation des structures 3D provient de la dynamique
interne des molécules. Les mouvements intramoléculaires des protéines qui couvrent une large
échelle de temps (107 a 1s) rendent difficile la quantification précise des distances inter protons.
La flexibilité¢ de la molécule dans certaines régions telles que les boucles, les parties terminales
etc. peut entrainer une diminution de certaines intensités NOE. Pour tenir compte de ce

phénomene, on utilise la notion d’intervalle de valeurs permises pour les distances inter protons :

din < di?bs <dmax. Dans ARIA, I’erreur sur 1’évaluation des contraintes de distance ( A) est

estimée a 12,5 % du carré de la distance observée di?bs . Les valeurs dpin et dimax sont alors égale

a:
_ obs
dmax = A7+ A (2.10)
avec A=0,125 (d™ ). (2.11)

D’autre part, il faut noter qu’ARIA offre la possibilité de réaliser une calibration plus
¢laborée en tenant compte de la matrice de relaxation pour limiter les effets de la diffusion de

spin. Pour ce faire, il est nécessaire de connaitre le temps de corrélation 1. de la protéine

(Linge et al. 2001; Linge et al. 2003a).
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d) Attribution des pics NOE ambigus

Pour chaque pic NOE ambigu, c’est-a-dire dont une coordonnée de déplacement
chimique correspond a la fréquence de résonance de plusieurs protons, une contrainte de
distance ambigué est créée. Le pic NOE est donc la somme de plusieurs contributions Cy
correspondant aux différentes attributions possibles. Chaque contribution Cy est calculé de la
maniére suivante :

d -6
Ch = 74— (2.12)

Zn: d; "’

i=1
ou di est la distance moyenne de la paire de proton K calculée sur les 7 structures de plus basse
énergie de I’itération précédente. On classe ensuite les contributions CK par ordre décroissant

et on exclut les contributions Cy de faible poids des lors que :

NP
2.C>p (2.13)
i=1

ou p constitue la valeur du seuil d’attribution et Ny est le nombre de contributions Cy
participant majoritairement a la définition du pic NOE. La valeur du seuil d’attribution est
proche de 1 a la premiére itération et décroit progressivement au fur a mesure des itérations
pour atteindre la valeur de 0,8 a I’itération 8. Pour essayer de comprendre intuitivement la
signification de la valeur seuil d’attribution p (Nilges and O'Donoghue 1998), on considére un
pic NOE qui posséde deux attributions possibles donnant lieu a deux distances distinctes
(figure 2.12). Si la plus courte des deux distances est de 2,5 A, une valeur seuil p = 0,999
exclura une seconde distance supérieure a 7,9 A, une valeur seuil de p= 0.95 exclura une
distance supérieure a 4,1 A et enfin une valeur seuil de p = 0,8 exclura une distance
supérieure a 3,3 A. Si la distance la plus courte est de 4 A, les distances minimales exclues
pour les valeurs seuil de p précédemment évoquées sont respectivement 12,6, 6,6 et 5.2 A.
Ceci signifie qu’au fur et a mesure des itérations, le nombre d’attributions des pics NOE
ambigus est réduit en faveur des attributions les plus probables d’un point de vue de la
structure 3D. Cette réduction du nombre d’attributions facilite le calcul et la convergence des
structures 3D.

Figure 2.12 : Effet de différentes valeurs du

seuil dattribution p sur les contributions
rejetées. Plus la valeur de p est petite, plus les

faibles contributions correspondant a des

atomes éloignés sont rejetées. La figure

illustre le cas de deux distance : 2,5 A et 4,0 A
avec différentes valeur de p.

- 60 -



Matériels et Méthodes

De plus, au fur a mesure des itérations le traitement ambigué des pics NOE permet d’exclure
de la modélisation des pics dont les distances correspondantes sont systématiquement violées
sur plus de la moitié des structures analysées. Le seuil d’exclusion correspond a une violation
de plus de 50% de I’intensité du pic NOE considéré. Ces pics exclus sont vérifiés
manuellement aprés chaque cycle itératif et peuvent correspondre a des pics qui résultent de
situations diverses : probléemes de correction de ligne de base, bruit t1, mauvaise suppression
du solvant, diffusion de spin.

Pour traiter correctement les pics NOE ambigus, les parametres importants sont la
valeur du seuil d’attribution p et celle de la fenétre de déplacement chimique. Ce sont ces

deux parameétres qui ont été optimisés pour obtenir la structure 3D de la LTP1_1 de tabac.

1.3.3 Sélection et analyse des structures

La stratégie ARIA/CNS permet de générer un grand nombre de structures. Une
sélection s’impose pour ne conserver que les meilleures, du point de vue de la géométrie
covalente et du respect des contraintes expérimentales. Les structures retenues seront
considérées comme représentatives de la molécule en solution. Dans ce travail, une dizaine de
modeles ont été retenus pour la LTP1_1 de tabac. Ce choix s’est effectué en utilisant divers

critéres :

a) Nombre de violations et geométrie covalente.

Apres le raffinement des structures dans la boite d’eau, ne sont conservees que les
structures possédant un nombre minimal de violations de distance excédant 0,3 A. Les

structures retenues doivent également posséder une bonne geométrie covalente.
b) Les logiciels d’analyse PROCHECK et PROMOTIF

Les programmes PROCHECK (Laskowski et al. 1996) et PROMOTIF (Hutchinson
and Thornton 1996) ont ete utilisés pour I’analyse des structures obtenues de la LTP1_1.
Ils facilitent I’identification des structures secondaires. Le logiciel PROCHECK fournit de
nombreux indicateurs sur la qualité des structures, notamment la carte de Ramachandran
qui définit les régions de I’espace conformationnel (¢, ) stériquement et énergétiquement

favorables (Ramachandran et al. 1971).
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Méthodes d’études des

mouvements moléculaires

(RMN ou simulations)

Simulations
de dynamique
moléculaire

Analyse des largeurs
de raie, T2 et échange
chimique NH :ND

Ty
T,

NOE

T1,
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10° . __5
10° . __10
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Mouvements moléculaires

Mouvements
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Flexibilité : mouvements locaux
de boucles, rotation des chaines
latérales ...

Echange conformationnel

Mouvements de domaines

Repliement d’une protéine

Figure 2.13: échelle de temps (a gauche) et barriere énergétique (a droite) des mouvements
moléculaires observables par RMN et simulations de dynamique moléculaire
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2. Etude de la dynamique interne des proteines par relaxation nucleaire

Une des possibilités les plus intéressantes offertes par la RMN est sa capacité a sonder
les mouvements moléculaires, sur une gamme de temps tres large, localement et au niveau
atomique. En effet, les spins nucléaires ont des propriétés remarquables pour analyser la
dynamique interne des molécules. Ils sont sensibles a leur environnement proche et leur
relaxation s’étale sur une gamme de fréquences trés large qui traduit celle des mouvements
des macromolécules. Depuis le développement du marquage isotopique des protéines avec les
noyaux *°N et *3C, les études de dynamique par relaxation nucléaire se sont multipliées afin
de comprendre la relation entre la structure, la dynamique et la fonction d’une protéine. La
dynamique interne des protéines est étudiée essentiellement a partir de la relaxation des spins
nucléaires *°N ou *3C qui portent un seul proton. L’analyse des mouvements internes de la
LTP1_1 de tabac a été centrée sur I’étude de la relaxation du noyau >N sur un échantillon
uniformément marqué en *>N. Ce sont les mouvements du vecteur *°N-H et par conséquent
ceux du squelette peptidique qui ont été explorés. Dans la suite de ce chapitre, je décrirai
brievement les principes théoriques qui sont sous-jacents a I’étude de la dynamique interne
d’une protéine par relaxation nucléaire. Cette description est inspirée de revues scientifiques
qui exposent en détails les théories de I’analyse des mouvements internes des protéines par
RMN (Fischer et al. 1998; Korzhnev et al. 2001; Palmer 111 2001).

2.1 Mouvements moléculaires des protéines

Les protéines en solution ne sont pas rigides, mais présentent des mouvements
moléculaires dus a I’agitation thermique qui les anime. La cinétique de ces mouvements
moléculaires s’étale sur une large gamme de temps allant de la femtoseconde a la minute. Les
mouvements de faible amplitude nécessitant peu d’énergie sont extrémement rapides alors
gu’inversement, ceux de grandes amplitudes sont plus lents et plus colteux en énergie. Ce
sont les mouvements rapides (de la pico a la nanoseconde) qui peuvent étre sondé par I’étude
de la relaxation nucléaire. La figure 2.13 illustre I’échelle de temps et la barriere d’énergie des

mouvements moléculaires observables par RMN.
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2.2 La fonction de densité spectrale

Les mouvements moléculaires provoquent des réorientations du vecteur X-H
(X correspondant & N ou '*C). Les variations angulaires de ce vecteur sont décrites
mathématiquement par une fonction d’autocorrélation C(t) qui représente la probabilité du
vecteur X-H de retrouver son orientation originelle aprés un intervalle de temps donné. Si on
considere simplement une protéine comme une sphére rigide adoptant un mouvement
brownien isotrope, la fonction d’autocorrélation C(t) peut étre associée a une fonction
monoexponentielle décroissante (Abragam 1961) :

C)= e[:] (2.14)

gl

ou 1. représente le temps de corrélation d’un vecteur X-H. Ce temps correspond a la durée
nécessaire au vecteur pour tourner d’un angle de 1 radian.

La transformée de Fourier de la fonction d’autocorrélation C(t) est la fonction de
densité spectrale J(w) qui fournit une analyse en fréquence des mouvements des vecteurs
X-H. Elle caractérise ainsi la « quantité » de mouvements a une frequence définie pour un
vecteur donné. Dans le cas d’une sphere rigide en mouvement brownien, la densité spectrale
est décrite par une fonction Lorentzienne :

2 T,

oll @ correspond & la fréquence de Larmor du noyau considéré >N ou **C.
2.3 La relaxation nucléaire

Lorsque les spins nucléaires sont soumis a un champ magnétique By, ils se répartissent
sur différents niveaux d’énergie, le systeme est alors a I’équilibre thermodynamique. Apres
une excitation provoquée par un champ magnétique B, le systéeme est déplacé hors de sa
position d’équilibre et le retour a cette position se réalise grace a la relaxation nucléaire. De
nombreux mécanismes sont a I’origine de la relaxation nucléaire, les deux plus importants
étant I’interaction dipdle-dipdle (DD) et I’anisotropie de déplacement chimique (CSA pour
Chemical Shift Anisotropy). Les deux phénomeénes se traduisent par I’existence de champs
magnétiques locaux autour des noyaux de la protéine. Ces champs magnétiques fluctuent a

cause des mouvements globaux et internes de la protéine. Parmi tous ces mouvements de la
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protéine certains présentent des fréquences qui correspondent a celles des transitions des spins
nucléaires. Plus ils sont nombreux, plus la relaxation est rapide. Les mouvements rapides avec
une fréquence moyenne de 100MHz sont a I’origine de I’efficacité de la relaxation du
systeme. Le systéme retourne a son état d’équilibre rapidement en empruntant les transitions

décrites par la figure 2.14

Figure 2.14: Niveaux d’énergie et transitions
correspondantes pour un couple de spins XH. Les
transitions simple quantum aux fréquences wy et wy,
Zéro quantum a wy-wy et double quanta a wy+ax
sont représentées par des doubles fleches.

Les vitesses de relaxation d’un systéme de spins couplés dépendent donc des valeurs

adoptées par la fonction de densité spectrale J(w) aux fréquences de transition décrites dans

figure 2.14 c’est a dire : J(ax), J(wn+@x), I(on), I(on-wx).

2.3.1 La relaxation longitudinale

Liée aux échanges d’énergie entre les spins et leur environnement (appelé réseau : on
parle parfois de relaxation spin/réseau), elle décrit le retour a I’équilibre de I’aimantation M,
le long de I’axe z , associé au passage des spins de I’état B a I’état o (et réciproquement). La
vitesse de relaxation sera notée Rx(X;) ou X, désigne I’aimantation longitudinale du noyau X.
Cette relaxation est favorisée par des fluctuations de champ magnétique a haute fréquence
(o ~ mp). Seules celles qui fluctuent a des fréquences de I’ordre de wo sont notables dans le
repére tournant. Le temps de relaxation longitudinal T; est donc minimum pour t. = 1/wy
(figure 2.15).

103

Figure 2.15: Variations des temps
de relaxation T1 et T2 en fonction
du temps de corrélation .

10t

10°

10°
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2.3.2 La relaxation transversale

Produite par échange d’énergie entre les spins sans interaction avec le réseau, elle
décrit le retour a zéro de I’aimantation transversale M; située dans le plan xy
perpendiculairement au champ magnétique By. La vitesse de relaxation est notée Rx(Xxy).
Elle correspond au déphasage des aimantations nucléaires sous I’effet des fluctuations du
champ local a toutes les fréquences : les mouvements « lents » (devant les fréquences de
transition RMN) y contribuent cette fois aussi bien que les mouvements haute fréquence. T,
est inférieur a T, puisqu’un plus grand nombre de phénomenes contribuent au T,. La courbe
décrivant les variations de T, en fonction de t. est décroissante, indiquant que la relaxation

est d’autant plus efficace que les mouvements sont lents (figure 2.15).

2.3.3 La relaxation croisée ; I’effet NOE n

Comme nous I’avons déja vu, il s’agit d’une interaction dipble-dipble transmise a
travers I’espace. La relaxation croisée résulte en un gain ou une perte de polarisation du noyau
N ou °C suite & la modification de polarisation du proton avec lequel il intéragit.
L’expérience donne acces au gain ou a la perte d’aimantation par mesure de I’effet NOE qui
dépend de Rx(X7) et de la vitesse de relaxation croisée Rx(Hz-Xz). Le facteur NOE n s’écrit

de la maniére suivante :

77:7/_HX RX(HZ(_)XZ) (2.16)

7 x Rx(xz)

oll 1 et % sont les rapports gyromagnétiques respectifs du proton et de hétéronoyau °N ou
13
C.
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2.3.4 Parameétres expérimentaux mesures

Dans notre étude, nous avons mesuré pour le spin nucléaire >N les paramétres de
relaxation suivants : la relaxation longitudinale (R;=1/T,), la relaxation transversale (R,=1/T,)
et le NOE hétéronucléaire (NOE = 1+7) a I’état stationnaire. Ces trois paramétres dépendent

de la fonction de densité spectrale J(w) de la fagon suivante (Abragam 1961):
R, = RX(XZ): dZ{J (a)H -o, )+ 3J (a)N )+ 6J (a)H + @y )}+ CZJ(a)N) (2.17)

R, = RX(Xxyy)=%{4J(O)+ I, —wy )+33(wy )+63(w, )+6J(, +a)n)}+%{3J(a)N)+ 43(0)}+ R, (2.18)

NOE =122 |<4?63, +0,)- 2o -, ) - 219
VN R,
Les constantes d” et ¢ sont définies de la facon suivante :
2
47 = ( 1 j hyu7y
10 2, 220)
¢ =200, -0, ) (2.21)
15

Le terme d* représente la constante d’interaction dipolaire et c® la constante
d’anisotropie de déplacement chimique. Les fréquences ay, wn représentent respectivement
les fréquences de résonances des noyaux 'H et N, s et s sont leurs rapports

gyromagnétiques avec y,, = 26,756x10"rad.s*.T" et y, =—2,711x10" rad.s*.T", h est la

constante de Planck dont la valeur est 6,626x10°*J.s, ryy est la distance interatomique de
1,02 A entre 'H et °N et enfin o et o, sont les composantes paralléles et perpendiculaires du
tenseur de déplacement chimique de °N. La quantité o, - o, qui constitue I’anisotropie de
déplacement chimique de *°N est proche de -170 ppm. Le terme Rey est inclus dans I’équation

(2.19) pour tenir compte d’éventuels phénomenes d’échange au sein de la protéine.
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2.3.5 Le phénomeéne d’échange
La présence d’eéchange chimique pour wun résidu particulier se traduit

expérimentalement par une valeur de R, élevée par rapport a la valeur moyenne mesurée. Le

paramétre de relaxation transversale mesuré expérimentalement R,® est en fait la somme de

la vitesse de relaxation transversale réelle R;* et du terme d’échange Rex:

RY” = R;™ +Rex (2.22)
2 2
avec R, = Am ALTP, Py (2.23)
* 1+ 0’2

dans le cas d’un échange chimique entre deux états A et B de populations Pa et Pg dont les
fréquences sont va et wvs. Ao correspond a la différence de déplacement chimique
(Av = va - Lg). Tex €St €gale a I’inverse de la somme des constantes de vitesse d’echange entre

ces deux états A et B, ky et k., Tex = (kg + k)™

1
A 4%’8 (2.24)

2.4 Détermination expérimentale des paramétres de relaxation du noyau N

Les séquences d’impulsions qui ont été utilisées pour mesurer les paramétres de
relaxation de la LTP1_1 de tabac sont celles décrites par Farrow et ses collaborateurs en 1994
(Farrow et al. 1994) pour étudier la dynamique interne de I’ubiquitine, protéine modele des
spectroscopistes RMN.

2.4.1 Mesure de la relaxation longitudinale R; et transversale R,

Les séquences d’impulsions pour mesurer les vitesses de relaxation longitudinale R; et
transversale R, sont basées sur la séquence d’impulsions HSQC (figure 2.1b). Cette sequence
commence par la série INEPT pour transférer ’aimantation du proton vers le noyau “N.
Ensuite une série d’impulsions améne le systéme hors de son état d’équilibre, dans I’un des
états dont on veut mesurer la relaxation. Suit un délai tr de relaxation, avec une série
d’impulsions qui permettent de conserver le simple processus de relaxation en supprimant les
effets de relaxation croisée dipble-dipble et d’anisotropie de déplacement chimique. Enfin

I’aimantation du noyau °N est traitée afin de transférer sa polarisation vers le proton & travers
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une série INEPT-inverse. Une série d’expeériences est enregistrée en faisant varier le delai tr
afin d’échantillonner au mieux la courbe de relaxation.

On obtient donc une série de spectres de type *H-">N HSQC pour les différentes
valeurs de tr. L’intensité des pics croisés décroit de maniére exponentielle et tend vers zéro
quand les temps de relaxation tendent vers I’infini. Les valeurs de R; et R, sont déterminées
en réalisant un ajustement de I’intensité des pics croisés a I’aide d’une fonction

monoexponentielle décroissante :

I(tr) = 1,e*) (2.25)
ou I(tr) est I’intensité du pic croisé au délai de relaxation tr et Iy I’intensité au temps tr = 0 et
R correspond a la constante de vitesse de relaxation R; ou Ra.

L’optimisation des valeurs de Iy et R est obtenue en minimisant la fonction cible 1y

dont I’expression est la suivante :

oy (1t )ea | (tr).o ) (2.26)
i=1 (o

ou I(tr)caic et I(tr)exp SoNt respectivement les intensités des pics calculées et mesurées

expérimentalement, et o, correspond a I’incertitude de mesure sur I’intensité du pic. Plus la

valeur du y? est faible plus la correspondance entre le modéle et les valeurs expérimentales est
correcte.

Les incertitudes sur les valeurs des paramétres de relaxation R; et R, sont évaluées par

la méthode de Monte Carlo (Press et al. 1986). Les intensités calculées grace a I’équation 2.25

sont perturbees aléatoirement selon une distribution normale avec un écart type correspondant

a celui de I’erreur sur la mesure. Un échantillonnage statistique de 200 vitesses de relaxation

par acide aminé a été obtenu et a permis d’aboutir a une vitesse de relaxation moyenne avec

un écart type.

2.4.2 Mesure de I’effet NOE

La mesure de I’effet NOE nécessite la réalisation de deux expériences: une avec
irradiation des 'H et I’autre sans. Cette irradiation est assurée par un train d’impulsions qui
permet de saturer les protons. Lorsque les protons sont saturés, le systéme se trouve a I’état
stationnaire. Il relaxe alors vers I’équilibre thermique aux transitions zéro quantum et double
guanta avec un transfert de polarisation du proton vers le noyau *>N. On obtient deux spectres
de type *H-"N HSQC correspondant aux deux expériences avec et sans irradiation. Il faut

noter que la sensibilitt de mesure de I’effet NOE est moins importante que celle des

-69 -



Matériels et Méthodes

parameétres de relaxation Ry et R, car on ne peut bénéficier du premier transfert de polarisation
du *H vers °N réalisé par la premiére série INEPT.
Les valeurs du NOE hétéronucléaire *H —'°N sont déterminées par le rapport suivant :

.
NOE ="
. (2.27)
ou lir et leq correspondent respectivement aux intensités des pics croisés dans I’expérience
avec et sans irradiation du proton. L’incertitude sur la mesure du NOE est estimée a = 10% de

I’intensité du pic mesuré.
2.5 Interprétation des parametres de relaxation en terme de mouvement

De nombreuses approches théoriques ont été réalisées pour modéliser la fonction de
densité spectrale a partir des constantes de relaxation R; et R, et du NOE. Je me contenterai de
décrire dans cette partie le modéle le plus couramment utilisé dans I’interprétation des
parameétres de relaxation en terme de mouvements : I’approche « model-free » introduite par
Lipari et Szabo en 1982 (Lipari and Szabo 19823; b).

2.5.1 Le modele de Lipari et Szabo

L’approche de ce modeéle dits « a deux paliers » consiste a réduire les mouvements
moléculaires d’un vecteur N-H d’une protéine a deux types de mouvements: le mouvement de
rotation globale de la molécule et les mouvements internes locaux. On consideére que ces deux
types de mouvements présentent des échelles de temps trés différentes et sont par conséquent
indépendants. De plus ce formalisme considére la protéine comme une sphére rigide
présentant un mouvement global caractérisé par le temps de corrélation isotrope z.. Alors, la
fonction d’autocorrélation C(t) qui décrit le mouvement de I’ensemble de la molécule est le
résultat de la multiplication de deux fonctions, I’une caractérisant le mouvement global de la

protéine C(t), et I’autre les mouvements internes C;(t). Son expression est la suivante :

C(t) = C(t) x Ci(t) (2.28)

~t

Tc

2 (2.29)

ou: Cc(t)=%xe( J et C,(t)=S? +(1_32)Xe[re

ol S% est le paramétre d’ordre généralisé et représente la valeur limite de Cj(t) quant t tend

vers I’infini. 1l est interprété comme décrivant la restriction spatiale des mouvements internes
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du vecteur N-H (figure 2.16). Il est égal a zéro quand il n’y a pas de restriction de mouvement
et prend la valeur de 1 quand au contraire les mouvements internes sont restreints et n’ont pas
d’amplitude (alors C(t) = 1). Enfin, t. et 1. caractérisent respectivement les temps de

corrélation de la molécule et des mouvements internes.

La transformée de Fourier de cette fonction d’autocorrélation est la fonction de densité

spectrale J(w) suivante. Elle est le résultat de la somme de deux lorentziennes :

J(a)):g{ 'r, (1_52)1} (2.30)

5|1+ (wr,) 1+(wr)
avec 7 = —cle (2.31)
7 + Te

>
; Figure 2.16 : lllustration schématique des parametres
(fapide) du model-free défini par Lipari-Szabo. Le mouvement
globale de la protéine est caractérisé par un temps de
corrélation 7, alors que le mouvement interne du vecteur
Q(Igcnt) N-H est défini par un temps de corrélation z, et par le

paramétre S (z > 7).

Le modele de Lipari et Szabo n’est valable que si I’échelle de temps des mouvements
internes . (de I’ordre de la picoseconde) est largement inférieure a celle du mouvement
globale de la protéine 1. (de I’ordre de la nanoseconde).

La figure 2.17 représente la fonction d’autocorréalation C(t) en considérant z

largement supérieure a te.
C(t) 14

Figure 2.17: Représentation de la
fonction d’autocorrélation C(t) avec z
largement supérieur a 7,
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D’autre part, le modéle de Lipari Szabo se simplifie si on considere que les
mouvements internes sont trés rapides avec z inférieur a quelques picosecondes.

L’expression de la fonction de densité spectrale J(w) (2.30) devient alors égale a :

I(o)= %{S—T} (2.32)

1+ (a)rC )2

Les mouvements des vecteurs N-H ne sont plus dépendants que du mouvement global de la
protéine caractérisé par le temps de corrélation 1.

En 1990, Clore et ses collaborateurs ont remarqué que le modele proposé par Lipari et
Szabo ne reproduisait pas le comportement dynamique de certains acides aminés de la
nucléase de staphylocoque et de I’interleukine-1p (Clore et al. 1990a; Clore et al. 1990b).

C’est alors qu’ils ont proposé un modeéle étendu du « model-free » de Lipari Szabo.

2.5.2 Modeéle de Lipari Szabo étendu
Ce modele étendu introduit un deuxieme temps de corrélation pour décrire les
mouvements internes. On considére donc avec ce nouveau modele que les mouvements

internes sont décrits sur deux échelles de temps distinctes, avec deux temps de corrélation s

et 1 et deux parametres d’ordre S? et SZ.

La fonction de densité spectrale J(w) caractérisant les mouvements moléculaires de

I’ensemble de la molécule devient alors la somme de trois lorentziennes :

2] sisie.  stl-sik [-sik, 233)
(a)):_ 2 T e T )2
5|1+ (wr,) 1+(0)Z'S) 1+(a)ff)
avec: 7, =1 ety = Tefs (2.34)
T, + 7, T, + T,

Le paramétre d’ordre S? représentant I’amplitude de I’ensemble des mouvements internes

devient égal a :
§*=5} x 8¢ (2.35)
Ce modele étendu de Lipari Szabo décrit donc trois types de mouvements caractérisés

par trois temps de corrélation z, %, 7 avec 1. >> > 7 et z et # différent d’au moins un
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ordre de grandeur. Quand les mouvements internes rapides sont trés rapides, on neglige le

terme 7, . L’expression (2.34) de la fonction de densité spectrale devient alors égale a :

_E 2 SSZTC (1_852)75 2.36
J(a))_SSf{l+(a)rc)2+1+(wr;)2} (&%)

ol il ne reste plus que quatre paramétres a ajuster: S7, SZ, r et z. De plus si les
mouvements internes rapides définis par S? sont restreints, S est égale a 1 et S* devient

alors égal & S? : on retrouve le modéle de Lipari Szabo et I’expression (2.36) de la fonction

de densité spectrale J(w) devient égale a celle numérotée (2.32).

Les paramétres S°, z et z. du modéle de Lipari Szabo ou ceux du modéle étendu S?,

SZ, s et . sont ajustés a I’aide des mesures des données de relaxation Ry, Ry, et NOE.

Il est nécessaire de determiner le temps de corrélation global de la protéine z afin de

faciliter I’ajustement des parameétres de relaxation.

2.5.3 Détermination du temps de corrélation globale de la protéine =

Le temps de corrélation globale de la protéine z est classiqguement accessible a partir
des rapports Ry/R; des résidus dont les vecteur N-H présentent une mobilité interne réduite et
pas de phénomeéne d’échange qui conduirait a surestimer la valeur de R, (Clore et al. 1990a).
Les résidus qui réunissent ces deux conditions sont généralement impliqués dans des
structures secondaires. Pour ces résidus, les mouvements internes sont négligeables et le
temps de corrélation qui leur est associé z est quasiment nul. Le rapport R./R; devient
indépendant de z et de S? et on en déduit le temps de corrélation z (Kay et al. 1989; Clore et
al. 1990a).

Le logiciel Modelfree (Palmer 1l et al. 1991; Mandel et al. 1995)

http://cpmcnet.columbia.edu/dept/gsas/biochem/labs/palmer/software/modelfree.html, en

interface graphique avec le programme Fast-Modelfree (Cole and Loria 2003)

http://xbeams.chem.yale.edu/~loria/software.htm, nous a permis de modéliser les

mouvements caractéristiques des vecteurs N-H de la LTP1_1 de tabac.

2.5.4 Modelfree et Fast-Modelfree
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Le logiciel Modelfree permet de modéliser les mouvements caractéristiques des
vecteurs N-H a partir des données de relaxation R;, Ry, et NOE. Ce logiciel utilise cing
modeles qui sont basés sur le formalisme de Lipari Szabo. Ces cing modéles sont représentés
dans le tableau 2.1 et contiennent un nombre de parametres ajustables differents.

. . Paramétres | Degré de
Modeles Hypothéses . )
ajustables liberté
1. Lipari-Szabo simplifié Te trés court < 20ps est négligé s 2
2. Lipari-Szabo Te €St pris en compte dans le modéle % % 1
3. Lipari-Szabo simplifié avec terme . . )
) modele 1 avec terme d’échange S°, Rex 1
d’échange
. . . . $ %
4. Lipari-Szabo, avec terme d’échange | modele 2 avec terme d’échange . 0
et Rex
les mouvements internes sont de deux types g2 g2
5. Lipari-Szabo étendu et on néglige les temps de corrélations les b 0
plus courts avec 7 =0 etn=r

Tableau 2.1 : Présentation des cing modéles utilisés dans Modelfree pour modéliser les mouvements

caractéristiques des vecteurs N-H.

2.5.5 Choix des modéles

Le choix des modeéles utilisés pour modéliser les mouvements caractéristiques des
vecteurs N-H de la LTP1_1 de tabac a été réalisé a I’aide d’une évaluation statistique utilisée
par Mandel et ses collaborateurs en 1995 pour décrire la dynamique interne de la ribonuclease
HI d’E. coli (Mandel et al. 1995). L’objectif de cette analyse statistique est de faire
correspondre au mieux a chaque vecteur N-H I’un des cing modeles précédemment présentés,
afin de décrire au mieux sa dynamique.

Cette procédure statistique consiste a tester successivement chacun des modeles pour
chaque vecteur N-H en ajustant leurs parametres de relaxation. Pour tester la validité du

modeéle & reproduire les paramétres de relaxation, on détermine la fonction cible ? suivante :

7%= (2.38)

2
Op, Op, O NoE

) (lees _ZRlcaIc )2 . (Rénes _ZRgalc )2 . (NOE mes NOE calc )2

ou les o correspondent aux incertitudes sur les mesures des paramétres de relaxation.
Les modeles sélectionnés doivent reproduire les données expérimentales a + 5%, et
posséder un faible y? traduisant ainsi leur validité. Comme nous I’avons vu, les modéles

possedent un nombre de parameétres ajustables différents. Pour trancher entre deux modeles i
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et j et déterminer si I’ajustement avec un paramétre supplémentaire est statistiquement
justifié, on utilise le test de Fischer-Snedecor (test - F). La valeur du test-F est calculée de la

maniére suivante :

ozt - ?) (2.39)

test—F =
(Uj —; )Ziz
ou ;(jz,;(f sont respectivement les valeurs de la fonction cible y? pour les modéles j et i et V;

et v; correspondent respectivement aux degrés de liberté des modeles j et i. Le nombre de
degré de liberté v de chacun des modeles est égal a la différence du nombre de données
expérimentales mesurées (N=3) et du nombre de parameétres a ajuster pour chaque modele (n).
Par exemple pour le modele 1, le nombre de parameétre a ajuster est égal a 1 donc nous avons
deux degrés de liberté pour ce modele (tableau2.1).

D’apreés les valeurs y? calculées pour chaque modéle, on en déduit une valeur test-F
gue I’on compare a la valeur théorique test-Fy, donnée par la table de Fisher-Snedecor. Si
test-F est supérieur a test-Fy, le modéle possédant un degré de liberté plus petit est choisi.

L utilisation du logiciel Fast-Modelfree permet I’automatisation du choix des modéles.

Remarque : les modeles 4 et 5 possédent le méme nombre de parametres expérimentaux et
ajustables, par conséquent leur nombre de degrés de liberté est nul. On ne peut donc pas
calculer pour ces modeles la valeur test-F. Ces modéles 4 et 5 sont alors acceptés si leur

fonction cible y? est voisine de zéro.
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3. Simulations de dynamique moléculaire

Pendant les trente derniéres années, les expériences numériques de simulations de
dynamique moléculaire par ordinateur ont remarquablement contribué a la compréhension des
propriétés de la matiére dans I'état liquide. Plus récemment, I'évolution des moyens de calcul
a permis I'étude de systémes plus complexes, notamment les macromolécules biologiques. La
méthode de simulation numérique dite de dynamique moléculaire permet de simuler le
comportement macroscopique de la matiére dans I'état solide, liquide ou gazeux a partir de la
description microscopique d'un systéeme de particules soumises a un champ de force classique

bien défini.

3.1 La fonction d'énergie potentielle

Les informations sur les interactions entre atomes sont contenues dans la fonction
d'énergie potentielle, qui définit donc le modéle étudié. Les variables de I’énergie potentielle
sont les coordonnées nucléaires. La forme fonctionnelle de I’énergie potentielle est
représentée a priori de fagcon empirique. Ses variables dépendent de parameétres qui doivent
étre ajustés de maniére a reproduire les propriétés énergétiques d'un systeme moléculaire
particulier, ce qui constitue le champ de force.

Pour un systeme atomique, I'énergie potentielle est souvent divisée en termes qui
caractérisent les atomes individuellement, les interactions entre les paires d'atomes, triplets,
etc. Dans la simulation des liquides on considére d'habitude seulement les termes a deux
corps en incluant dans ceux-ci des corrections pour tenir compte en moyenne des termes
d'ordre supérieur.

Une expression classique de I'énergie potentielle d'une protéine isolée est celle
proposée par Brooks et ses collaborateurs en 1983 (Brooks 1983) et utilisée dans le
programme de modélisation CHARMM (Chemistry at HARvard Macromolecular
Mechanics).
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Celle-ci a la forme suivante :

Bp(r)= D K (r—1,)2+ 2 k(062 + D Ko (0—,)?

liaisons angles impropres
© o \12 o \6 09,
+ > D kalltcos(ng— )]+ D 4ey| | == —| =L |+ (239)
diedres n=1 ij rij } rl ) i,]j gri'

ou r désigne lI'ensemble des positions des noyaux atomiques. On distingue dans cette fonction
les quatre premiers termes, appelés termes liés, qui sont directement en relation avec les
liaisons covalentes entre les atomes, et les deux autres termes, appelés termes non-liés, qui
concernent les interactions entre les atomes non-liés de maniére covalente.

Les trois premiers termes rendent compte du colt en énergie de I’élongation des
liaisons covalentes (r), des fluctuations de I'angle formé par deux liaisons covalentes d'un
atome (0) ou encore de l'angle diédre impropre formé par trois liaisons (w) et maintient la
planarité de certains groupements ou la chiralité des C,. Les valeurs de référence dérivent de
géométries moléculaires expérimentales obtenues par diffraction de rayons X ou de neutrons,
ou de calculs de mécanique quantique ab-initio. Les constantes de forces ki, kq et k, sont
ajustees pour reproduire les frequences de vibrations de molécules en phase gazeuse. Le
quatrieme terme est un potentiel de torsion sur les angles diedres (¢).

Le cinquieme terme de la fonction d'énergie est un terme de van der Waals. Ce
potentiel a été introduit historiquement, par London pour expliquer la condensation des gaz
rares. L'énergie d'attraction de deux atomes identiques de gaz rare s'explique par une
fluctuation de leurs nuages électroniques respectifs, qui conduit a une interaction du type
dipole induit/ dip6le induit. Il en résulte un terme attractif de la forme —A/r® appelé interaction
de dispersion, ou r est la distance séparant les deux noyaux et A est une constante qui dépend
de la nature chimique des atomes. La partie répulsive du potentiel traduit le principe de Pauli.
On exprime souvent le terme qui en résulte sous la forme B/r'? pour représenter la répulsion
des nuages électroniques a courte distance.

L'énergie de van der Waals s'exprime alors par le potentiel de Lennard-Jones qui a

pour expression :

V LJ ( r )
(2.40)
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Il comporte un puits de potentiel dont la profondeur est donnée par ¢ et dont le

minimum se trouve en ry = 2/

o. La valeur ro/2 est le rayon de van der Waals de I'espéce
chimique considérée.
Jusqu'ici nous avons consideré des interactions entre atomes de méme nature ; lorsque

les atomes sont de nature différente on utilise les regles de combinaison suivantes
g; =,J&¢; eto; =5(0; +0,), ou les indices i et j font reéférence aux especes chimiques
iet].

Le dernier terme de la fonction dénergie (2.39) est le terme d’interaction
électrostatique. Dans cette fonction, le potentiel électrostatique est généré dans
I'approximation de charges ponctuelles portées par les atomes. Les termes de polarisation sont
négligés.

Les termes électrostatiques et de van der Waals comportent chacun une sommation sur
% N (N-1) paires d'atomes. S’il y a plusieurs milliers d'atomes, le calcul peut devenir tres
long. On a alors recours & une approximation qui permet de diminuer notablement le temps de
calcul. Cette approximation consiste a ne tenir compte que des interactions non-liées d'un
atome donne avec ses plus proches voisins situés dans une sphere, dont le rayon r. est appelé
rayon de coupure. Pour éviter les instabilités, on multiplie la fonction d'énergie potentielle par
une fonction "switch" permettant de faire tendre lentement, la fonction énergie potentielle vers

0 entre ron et re.

1
, or 3 pour  r<r,
r, —r)2(r, +2r-3r,
sw(r) = (r )((°+ ¥ on) pour r, <r<r, (2.41)
r,—r
¢ pour  rxr,
0

La plupart des programmes de simulation (CHARMM, AMBER, GROMOS etc...)
utilisent une fonction d'énergie potentielle semblable, mais pas toujours rigoureusement
identique a celle donnée en (2.39). Elles différent principalement par les paramétres du champ
de force.

3.2 Les simulations de dynamiques moléculaires

La dynamique moléculaire permet de simuler I'évolution du systéme a une température
donnée sur un intervalle de quelques nanosecondes. Elle permet le franchissement de barrieres

énergétiques grace au terme d'énergie cinétique. Les moyens techniques actuellement
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disponibles permettent d'étudier des systéemes ou le nombre N datomes (ou centres
d'interaction) est de I'ordre de 20000. Le systéeme est généralement confiné dans une région
définie de I'espace, de volume V. Des conditions périodiques imposées au bord de ce volume,
ou cellule de simulation, permettent de minimiser les effets de bord.

3.2.1 Résolution des équations du mouvement

La dynamique moléculaire standard est basée sur la résolution de I'équation
fondamentale de la dynamique (2.42). Les forces étant reliées a la fonction d'énergie
potentielle (2.43) connaissant la position a l'instant t, il est possible, par application de

développements de Taylor, d'obtenir les positions r(t+dt)et les vitesses v(t+ot)des

différents atomes.

F-ma (2.42)

L . VE

F=-VE, =N a=-——27" (2.43)
m

F(t+8) =2r(t)—r(t—&)+d2a(t) (2.44)

V() = F(t L) —r(t- 5’[)}/25’[ (2.45)

Cet algorithme introduit par Verlet (Verlet 1967) est aussi simple que stable et précis.
Le pas d'intégration ot doit étre petit devant le temps caractéristique le plus court dans un
systeme moléculaire. Dans le cas d'une protéine, ce dernier correspond a la période de
vibration des liaisons, soit 10 fs. Cela rend nécessaire l'utilisation d'un pas d'intégration 6t de
l'ordre de 0,5 fs (1fs = 10™s). On peut passer & 2 fs si on s’affranchit des vibrations de

liaisons peu intéressantes en utilisant I’option SHAKE (Ryckaert et al. 1977).

3.2.2 Les conditions initiales

Une simulation de dynamique moléculaire s'effectue a partir d'une structure initiale, en
attribuant aux atomes des vitesses initiales. Les vitesses sont géneralement échantillonnées a
partir d'une distribution de Maxwell dont la variance est liee a la température a laquelle on
veut effectuer la simulation.

Le choix des positions initiales est trés important dans la simulation des protéines. En
raison de la complexité de I'espace conformationnel accessible a une chaine polypeptidique et

de I'échelle de temps tres longue impliquée dans la relaxation conformationnelle, en initiant la
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simulation a partir d'une conformation aléatoire et dépliée, on a peu d'espoir d'arriver a une
conformation d'équilibre.

Les simulations des protéines ne peuvent pas étre effectuées sans la connaissance des
positions des atomes obtenues expérimentalement par diffraction de rayons X et de neutrons,
ou par résonance magnétique nucléaire (RMN). Pour la LTP1 1 de tabac, les structures 3D
initiales sont celles que nous avons déterminées expéerimentalement par RMN et modélisation

moléculaire.

3.2.3 Dynamique moléculaire a température constante

Lors de la simulation de systemes d'intérét biologique tels que les protéines, suivant
I'ensemble thermodynamique dans lequel on se place, il est parfois nécessaire de travailler a
température constante. Plusieurs méthodes existent pour maintenir la température, le principe
étant de réajuster les vitesses des différents atomes. Cela peut se faire grace a la relation

(2.46) qui relie la vitesse a la température par l'intermediaire de I'énergie cinétique :

Ec = Z%mvz = %kb NT (2.46)

ou k est la constante de Boltzman et N le nombre de degrés de liberté du systeme.

La méthode la plus couramment utilisee, est celle introduite par Berendsen et ses
collaborateurs (Berendsen et al. 1984). Dans cette méthode, la température est maintenue a
une valeur déterminée, en couplant le systeme étudié avec un bain externe maintenu a la
température désirée (Tuain). A chaque étape les vitesses sont réajustées suivant la relation

suivante :

o[ Toain
Veorrigee = AV avec A2=1+ ?(%—]} (2.47)

ou t est le paramétre de couplage, si t est grand, le couplage est considéré comme faible entre
le bain et le systeme. Dans le cas ou t est petit, le couplage est fort. L'avantage de cette

approche est qu'elle permet a la température du systeme de fluctuer au voisinage de la

température désirée.
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3.2.4 Dynamique moléculaire a pression constante

Selon un principe tout a fait similaire, il est également possible de réaliser des
simulations de dynamique moléculaire a pression constante. En effet, comme de nombreuses
mesures expérimentales sont réalisées dans des conditions de température et de pression
constantes, il est préférable de réaliser les simulations dans les mémes conditions isothermes
et isobares. Afin de réguler la pression, on simule I'existence d'un piston couplé au systeme,
qui autorise des variations des dimensions du volume d'étude suivant une ou plusieurs

directions.

3.3 Utilisation du logiciel CHARMM

CHARMM (Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics) est un logiciel qui
utilise des fonctions d'énergie empiriques définies précédemment afin de modéliser des
systemes macromoléculaires. Le programme peut lire et construire des modeles de structures,
minimiser leur énergie, accomplir des simulations de dynamique moléculaire.

CHARMM permet également d'analyser la structure et de déterminer les propriétés
dynamiques des systemes étudiés.

3.3.1 Mise en ceuvre des simulations

Nous avons utilis¢ comme structure 3D de départ de la LTP1 1 de tabac celle qui
présentait I’énergie de contrainte la plus faible. Nous avons procédé alors a une étude de
dynamique moléculaire. Nous avons tout d'abord réalisé une simulation a 293K sur une
période de 5 ns afin de vérifier la stabilité de la structure expérimentale dans le champ de
force de CHARMM, parfaitement adapté au cas des protéines. Le processus de dépliement est
relativement lent, mais on peut artificiellement accélérer le systéeme en travaillant a haute
température dans une limite raisonnable pour les champs de force. Ceci permet de simuler par
exemple le dépliement d'une protéine. Nous avons donc ensuite réalisé deux trajectoires de
simulation a 500K sur une période de 3 ns. Les simulations ont été effectuées dans I'ensemble
NPT : nombre de particules, pression et température constantes.

Afin de modéliser au mieux la protéine dans de bonnes conditions, la protéine est
introduite dans une boite d'eau de dimensions 55x55x60 (A), générée en utilisant le modéle
TIP3 pour I'eau. Une étape de minimisation énergétique a éte réalisée avant I'introduction de

la protéine dans la boite contenant environ 6000 molécules d'eau. Les dimensions de la boite
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ont été déterminées de facon a ce que la protéine se trouve au centre et a une distance
convenable des parois de la boite.

Le protocole de dynamique moléculaire a 293K a consisté a simuler les fluctuations
des coordonnées de la protéine pendant une période de 5ns, avec un pas d'intégration fixé a
2 fs. Les coordonnées des atomes ont été collectées apres chaque picoseconde de dynamique
moléculaire.

La température du systeme a ensuite été élevée a 500K par paliers successifs de 50K
sur des périodes de 10 ps. Une fois la température de 500K atteinte, deux trajectoires de
simulation de dynamique moléculaire a haute température ont été réalisées durant une période
de 3 ns, a partir de deux structures initiales différentes, selon le méme principe que la

dynamique a 293K.
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Nous avons réalisé I’étude structurale, par RMN et modélisation de la LTP1 1 de
tabac, qui s’exprime dans I’épiderme des jeunes feuilles mais quatre autres LTP1 ont été
isolées dans d’autres organes de la plante. Afin d’identifier les caractéristiques structurales de
ces quatre LTP1 nous avons entrepris de déterminer leurs structures 3D par modélisation
comparative. Dans la suite de cette partie, je vais donc introduire le principe de modélisation

comparative et présenter le logiciel Modeller http://salilab.org/modeller/modeller.html (Sali

and Blundell 1993) qui a été utilisé pour réaliser les modéles 3D de la famille des LTP1 du

tabac Nicotiana tabacum.

4. La modélisation comparative

Plus d’un million de séquences protéiques uniques sont actuellement annotées dans les
banques de protéines SWISSPROT et TrEMBL (Boeckmann et al. 2003) alors que seulement
25000 structures 3D de protéines sont déposées dans la PDB (pour Protein Data Bank)
(Berman et al. 2000). On estime que plus d’un tiers des séquences de protéines connues
possedent un repliement déja déterminé expérimentalement (Marti-Renom et al. 2000). En
effet, le nombre de repliements existants dans la nature est limité par rapport au nombre de
séquences apparues au cours de I’évolution (Chothia 1992) et deux protéines ayant un taux
d’identité de séquence suffisant (supérieur a 30 %) sont susceptibles d’adopter le méme
repliement. On observe parfois méme des similarités de structures importantes entre deux
protéines qui possédent un taux d’identité de sequence tres faible (inférieur a 10%). Il est
donc envisageable de construire par modélisation comparative la structure d’une protéine en
utilisant celle d’une protéine de séquence voisine comme modéle et ainsi de combler (en

partie) I'écart entre le nombre de structures et de séquences connues.

Les modéles ainsi obtenus apportent des informations globales sur la structure des
protéines, servant soit de travail préliminaire a une étude structurale expérimentales soit de
support pour I’expérimentation biologique comme nous I’avons décrit dans I’article
concernant I’a-GalNac transférase ou des mutations suggérées a partir du modeéle ont été

validées par I’expérience (cf annexe).

Le but de la modélisation comparative est de déterminer la structure tridimensionnelle
d’une protéine (la cible) a partir de I’alignement de sa séquence avec celle d’une ou plusieurs

protéines de structure 3D connues (le(s) modele(s)) (figure 2.18).
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Séquence Structure(s) 3D
cible modele(s)
QSg vKGL
QY77 G LGA
c %: G A
S L % KS
L P
f Y
, S

] QGRG

Alignement de séquences

cible -ALSCGQVQSGLAPCLPYLQ----GRGPLGS-CCGGVKGLLGAAKSLS---
modele -AITCGQVTSNLAPCLAYLR----NTGPLGR-CCGGVKALVNSARTTE---

J

Structure 3D de la
cible

Figure 2.18 : Principe de la modélisation comparative.

La modélisation comparative se déroule en cing étapes successives : recherche des
modeles, choix des modeles, alignement des séquences, construction des structures 3D et

évaluation des structures.
4.1 Recherche et choix des modeéles

La modélisation comparative débute par la recherche des structures 3D modeéles dans
les banques de données en utilisant la séquence de la protéine cible. Pour ce faire, on
recherche des alignements locaux entre la séquence cible et les banques de données. Les
algorithmes de comparaison de séquences les plus couramment utilisés, BLAST (pour Basic
Local Alignement Search Tool) (Altschul et al. 1990) et FASTA (Pearson and Lipman 1988),
permettent d’interroger les banques de données comme la PDB et d’identifier des séquences
de protéines qui sont similaires a celle de la protéine cible. Pour trouver les séquences les plus
semblables a celle de la protéine cible, ces algorithmes se référent a des matrices de score.
Ces dernieres servent a quantifier le degré de similitude entre deux séquences et permettent
d’évaluer a quel point I’alignement est significatif. Les matrices les plus utilisées sont les
matrices de type BLOSUM (pour BLOck SUbstitution Matrix) (Henikoff and Henikoff 1992)
et PAM (pour Percent Accepted Mutation) (Schwartz and Dayhoff 1978).
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D’autres algorithmes permettent d’identifier des sequences similaires dans les banques
de données, comme par exemple la version améliorée de BLAST, PSI-BLAST (pour Position-
Specific-Iterated BLAST) (Altschul et al. 1997). Cet algorithme fonctionne de la maniére
suivante (figure 2.19) : a partir de la séquence cible et des homologues proches trouvés par
I’algorithme BLAST, on établit un alignement multiple d’ou I’on extrait un profil, c’est-a-dire
que I’on identifie les acides aminés les plus conservés parmi toutes les séquences. On
recherche alors ce profil dans les banques de données pour identifier une famille de séquences
qui le contiennent. On affine ensuite I’alignement multiple et on extrait un nouveau profil ; ce
processus itératif profil/alignement multiple est poursuivi pendant quelques cycles jusqu’a ne
plus faire apparaitre de nouvelle séquence et avoir ainsi identifié tous les membres de la

famille.

Séquence cible
l BLAST

Alignement multiple €<———— )
Recherche par profil dans les

banques de sequences

Profil
lConvergence

Famille de la séquence cible

Figure 2.19 : Principe de fonctionnement de I’algorithme PSI-BLAST

Parmi ceux-ci, les protéines de structure 3D connue et possédant la similarité de
séquence la plus importante avec la cible sont sélectionnées comme modéles pour prédire la
structure 3D de la cible. D’autres criteres peuvent guider le choix du modele comme, par
exemple, sa fonction biologique (protéines de méme famille que la cible) ou encore la

résolution et la qualité de sa structure 3D.
4.2 Alignement des séquences

Cette étape est déterminante dans le déroulement de la modélisation comparative. En
effet, un mauvais alignement entraine systématiquement un modéle 3D erroné pour la cible.
Comme nous I’avons précedemment vu, la recherche des séquences similaires a celle de la

séquence cible engendre un alignement de séquences. Toutefois, cet alignement n’est que
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local et ne concerne que les acides aminés similaires de la cible et du modele, puisque les
algorithmes de recherche de séquences sont optimisés dans la recherche de similarités. Il reste
donc a réaliser I’alignement complet.

En général, il est préférable de réaliser des alignements multiples afin d’éviter des
erreurs éventuelles. Par exemple, si les séquences de la cible et du modéle ne partagent que
30 % d’identité, il est tres difficile de réaliser directement I’alignement complet des deux
séquences. On utilise donc si elles existent, des séquences intermédiaires possédant des
identités de séquences supérieures a 30 % avec la cible et le modele (mais de structure 3D
inconnue), qui permettent d’optimiser I’alignement. (Figure 2.20).

. . 30 % . N
Séquence cible €——> Séquence modéle
40 % 50 %

) 45%
Séquence X €«—» Séquence Y

Figure 2.20 : Principe de I’alignement multiple. Les identités de séquences sont indiquées en (%)

Le programme qui est généralement utilisé pour réaliser des alignements multiples est
le logiciel CLUSTALW (Thompson et al. 1994). Ce dernier réalise I’alignement multiple de
séquences en commencant par les paires les plus identiques. Il faut néanmoins vérifier
manuellement I’alignement multiple car une erreur d’alignement sur une paire peut se
répercuter sur I’ensemble de I’alignement. L’alignement initial de la séquence de la cible et du
modele a été obtenu a I’aide du logiciel CLUSTALW pour la modélisation des 4 LTP1 du
tabac. Un autre logiciel permet également de réaliser I’alignement de la séquence de la cible
avec le modele, il s’agit de la méthode HCA (pour Hydrophobic Cluster Analysis) développee
par Jean Paul Mornon et son équipe (Gaboriaud et al. 1987). Cette méthode permet d’aligner
des séquences de protéines pour de tres basses identités (en dessous de 25-30 %) la ou les
methodes d’alignement multiple comme CLUSTALW sont inefficaces. Cette méthode permet
d’identifier les structures secondaires présentes au sein de la séquence cible. En effet, les
amas hydrophobes des tracés bidimensionnels qu’elle utilise pour représenter la séquence
d’une protéine correspondent généralement aux faces internes de ses structures secondaires
(Woodcock et al. 1992). C’est le logiciel que nous avons employé au cours du travail de

I’a-GalNac transférase (cf. Annexe).
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4.3 Construction du modeéle

Une fois I’étape cruciale d’alignement de séquence de la cible et du modele réalisée, il
existe de nombreuses méthodes pour construire le modéle tridimensionnel de la cible (Marti-
Renom et al. 2000). Je vais vous présenter seulement I’une d’entre elle, celle que nous avons
utilisée dans notre étude : la modélisation a partir de contraintes géométriques avec le logiciel
MODELLER. Cette technique s’inspire largement de la modélisation moléculaire a partir de
contraintes RMN. La modélisation comporte trois étapes : I’alignement de la séquence cible
avec celles des modéles (I’alignement initial est celui obtenu a partir des logiciels
CLUSTALW ou HCA), la génération des fichiers de contraintes et enfin le calcul sous
contraintes du modéle tridimensionnel de la cible par des méthodes recuit simulé et de

minimisation énergétique (Figure 2.21).

Alignement des séquences
cible et modele

cible -ALSCGQVQSGLAPCLPYLQ----GRGPLGS-CCGGVKGLLGAAKSLS--- ¢
référence -AITCGQVTSNLAPCLAYLR----NTGPLGR-CCGGVKALVNSARTTE---

Extraction des
contraintes structurales

KGL
vQSGr=~__
GQ"‘\éLA \\"G\\L%
c 7 TRl G A
S ,’/ 7L -=C 7 K
L//’,//" P g,’ S
Az { B by
Qerah

Respect des contraintes
structurales

Structure 3D de la cible

Figure 2.21 : Principe de fonctionnement du logiciel MODELLER

MODELLER utilise des contraintes de distance et d’angle diedre générées a partir de
I’alignement des séquences et d’une base de données structurales incluant 78495 résidus de
405 protéines appartenant a 17 familles. En effet, on considere que les valeurs des distances et
des angles diedres mesurés sur les résidus alignés de la séquence cible et du modele sont du
méme ordre. Ces contraintes structurales, ainsi que des contraintes stéréochimiques sont
utilisées pour construire le modéle de la cible, a I'image de la modélisation moléculaire a

partir des données RMN que nous avons décrite précédemment.
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La mise en ceuvre du programme suit un processus itératif. En effet, les structures 3D
prédites pour la cible sont utilisées pour faire un alignement structural avec le(s) modele(s)
qui permet d’améliorer I’alignement de séquence. De nouvelles contraintes spatiales sont
alors générées et on réalise de nouveaux calculs jusqu’a ce que I’alignement ne soit plus

modifié.

4.4 Evaluation du modéle

Apres avoir déterminé le modele 3D de la cible, il est nécessaire d’évaluer la qualité
de son repliement. Nous avons utilise les logiciels VERIFY 3D
(http://shannon.mbi.ucla.edu/DOE/Services/Verify_3D/) (Bowie et al. 1991) et PROSAII

(Sippl 1993). Ces derniers Vvérifient si I’environnement d’un type d’acide aminé donné est

conforme a celui prédit par une analyse de base de données structurales.

Nous avons également vérifie la stéréochimie des modeles a I’aide du logiciel
PROCHECK (Laskowski et al. 1996).

D’autre part, nous avons visualisé chacun des modéles pour détecter d’éventuelles
erreurs telles que des défauts d’empilement ou une mauvaise orientation des chaines

hydrophobes et hydrophiles.

En conclusion, la réalisation d’un bon modeéle structural dépend essentiellement de la
qualité de I’alignement et celui-ci est facilité si le taux d’identité de séquence est importante
(supérieure a 50 %). En dessous de ce pourcentage d’identité il faut toujours vérifier
manuellement I’alignement proposé par les différents logiciels. Au cours de cette these j’ai été
confronté aux deux cas de figures. Pour la modélisation des LTP1 de tabac, nous étions dans
la gamme d’identité de séquence permettant d’obtenir un modele fiable (entre 36 et 72 %).
Pour I’étude de I’a-GalNac transférase nous n’étions plus dans la gamme « de sécurité »
d’identité de la modélisation comparative (inférieure a 30 %). Neanmoins malgré la faible
identité de séquence entre le modéle et la cible nous avons réussi a prédire un modele
structural qui a été confirmé par I’expérience. En effet, certaines zones de la protéine sont
mieux conservées que d’autres au cours de I’évolution, comme par exemple son cceur

hydrophobe et, dans notre cas le site actif de I’enzyme.
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Comme nous I’avons vu précédemment, les LTPs constituent une famille de protéines
multigénique dont la fonction n’a pas encore été clairement identifiée et notre base de
données structurales est restreinte a la seule connaissance de structures 3D de LTPs extraites
de graines de céréales. Pour essayer de comprendre la fonction de ces protéines, nous nous
sommes donc intéressés a des LTPs d’origine différente et plus particulierement aux 5 LTP1
identifiées dans le tabac Nicotiana tabacum (figure 3.1). Dans la suite de ce chapitre, je vais
présenter brievement ces LTP1 de tabac, I’étude structurale qui a été réalisée par RMN sur
I’'une d’entre elles, la LTP1 1, et enfin la modélisation comparative qui a été effectuée sur les
4 autres LTP1 de la famille.

Figure 3.1 : La plante de tabac, Nicotiana tabacum.
Ses feuilles sont utilisées pour fabriquer le tabac qui est
communément fumé.

1. La famille des LTP1 de Nicotiana tabacum

10 20 30 40 50 60
LTP1_1 -AITCGQVTSNLA"CLAYLR----NTG~LGR-CCGGVKALVNSARTTEDRQIACTCLKSAAGAISGINLG
LTP1_2 -ALSCGQVQSGLA CLF/LQ----GRG"LGS-CCGGVKGLLGAAKSSDRKTACTCLKSAANAIKGIDMG
LTP1_3 A"PSCPTVTTQLAZCLSY1Q----GGGD~SV-CCTGINNI /'ELAKTKEDRVAICNCLKTA" THAGNVN-T
LTP1_4 APPSCQTVTTQLA CLSYI1QNRVKGGGNSVFCCTGINNI 'ELAKTKEDRVAICNCLKNAF THAGNVNHT
LTP1_5 -AISCGQVVTRLSFCINYVR----QGGALA~CCSGIKALNNQATTT~DRQAACNCIKSAAASISGINFN

70 80 90 pl organes
LTP1_1 KAAGLPSTCGVNI" /K-1S”STDCSKVQ-- 91 9.1 organes végétatifs
LTP1 2 KAAGL-GACGVNI~CK-1S"STDCSKVQ-- 91 9.1 fleurs
LTP1_3 LVAQL"KKCGIS-NM~"I1DKN'DCNTISM 96 7.7 anthéres
LTP1_4 LVAEL"KKCGIS NM~PIDKNYDCNTISMY 100 8.5 anthéres
LTP1_5 LAGSL"SKCGVNL"/K-1S”SIDCSTVQ-- 92 8.9 organes végétatifs

Figure 3.2 : Séquences des 5 LTP1 isolées dans le tabac dans différents organes. Les cystéines
sont indiquées en rouge, les aromatiques et les proline en orange.

Actuellement, 5 LTPs ont été isolées dans le tabac dans des organes différents
(figure 3.2). Elles présentent les caractéristiques de la famille des LTP1, c'est-a-dire qu’elles
possedent le réseau de cystéines qui est la signature avec un résidu de nature hydrophile au

sein du motif CXC. Comme la plupart des proteines de cette famille, elles sont basiques, avec
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un point isoélectrique compris entre 7,7 et 9,1 (figure 3.2). On peut remarquer que les deux
LTP1 (3 et 4) exprimées dans les antheres (organes de reproduction) présentent une extension
C-terminale de deux résidus (Met, Tyr). En outre, ces deux protéines comportent dans leur
séquence un nombre important de résidus aromatiques (6 au lieu de 2 dans la plupart des
LTP1) et un réseau de prolines notablement différent de celui observé pour les autres LTP1 de

tabac, en particulier dans le segment N-terminal.

2. Etude structurale de la LTP1 1 de tabac

La LTP1 1 est exprimée de maniére constitutive dans les organes végétatifs de la
plante Nicotiana tabacum. Elle est plus particulierement présente dans I’épiderme des jeunes
feuilles (Fleming et al. 1992). Des études préliminaires sur son rdle biologique ont révélé une
activité élicitrice, c’est a dire qu’elle est capable d’induire une nécrose sur la plante de tabac,
a I’instar des élicitines, d’ou notre intérét pour son étude structurale par RMN et modélisation
moléculaire.

C’est une protéine de 91 résidus, de masse moléculaire 9164 Da, dont les 8 cystéines
sont impliquées dans le réseau de ponts disulfure indiqué figure 3.3. La présence de 12 résidus
chargés, dont neuf arginines et lysines, rend cette protéine basique avec un pl théorique de
9,1. La séquence de la LTP1 1 présente de fortes similarités de séquence avec celles des
LTP1 de graines de céréales (§ 2.2 figure 3 de I’article).

1 1
Al TéGQVTSN LAP&LAYLRNTGP LGRdéGGVKALVNSARTTEDRQ | AéT&LKSAAGA 1SGI NLGKAAGLPST&GVN 1PYKI SPSTD(LSKVQ
10 20 30 40 50 60 70 80 90

Figure 3.3 : Séquence de la LTP1_1 de tabac. Les ponts disulfure sont indiqués.

Afin de produire une quantité importante de protéine pour les études RMN (environ
une dizaine de milligrammes), la LTP1_1 de tabac a été surexprimée dans la levure Pichia
pastoris. En effet, cet héte est reconnu trés efficace pour produire des protéines riches en
ponts disulfure alors que des essais de production de LTPs dans la bactérie Escherichia coli
conduisait a la formation de corps d’inclusion, nécessitant ensuite des méthodes de
purification dans des conditions de dénaturation tres drastiques. Il faut néanmoins noter que

tout récemment I’équipe de D. Marion de I’INRA de Nantes (EImorjani et al. 2004) a réussi
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grace a une souche mutante de E. coli a produire la LTP1 de blé sans formation de corps
d’inclusion dans le cytoplasme de I’héte.

Le travail de production de la LTP1 1 de tabac dans Pichia pastoris et de sa
purification a été réalisé par nos collaborateurs de I'INRA d’Antibes, Michel Ponchet,
Antoine Marais et Benoit Industri. J’ai néanmoins (modestement) participé aux étapes de
purification que je vais décrire succinctement. La stratégie de production de la LTP1_1 de
tabac est expliquée en détail dans I’article qui est présenté dans le paragraphe 2.2 de ce

chapitre.

2.1 Purification de la LTP1_1 de tabac

Pour réaliser I’étude structurale RMN de la LTP1_1, des échantillons de protéine non
marquée, simplement marquée N et doublement marquée “*C et >N ont été produits et
purifiés. Les échantillons marqués *°N et **C ont été obtenus en ajoutant dans le milieu nutritif
de culture de Pichia Pastoris, du sulfate d’ammonium (**NH,),SO, enrichi & plus de 98% en
>N et du méthanol (**CH3OH) enrichi & plus de 99% en **C. Le protocole de purification est
le méme quelle que soit la nature du marquage

Les levures recombinantes qui ont intégré les plasmides codant pour la LTP1 1,
expriment et sécretent la protéine dans le milieu de culture. Aprés élimination du milieu de
culture, la LTP1_1 est purifiée par chromatographies successives : une premiére échangeuse
d’ions et une seconde en phase inverse. La LTP1 1 est alors dialysée contre de I’eau ultra
pure et enfin lyophilisée. A chaque étape de purification, la présence et la pureté de la
LTP1 1 sont vérifiees par HPLC (pour High Performance Liquid Chromatography) et
SDS-PAGE (pour Sodium Dodecyl Sulfate Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis). La
figure 3.4 illustre le profil d’élution de la LTP1_1 de tabac aprés la chromatographie en phase

inverse.
0,80
LTP1_1
0’60 1 K i - - 7 -
Figure 3.4 : Profil d’élution de la LTP1_1
040 | de tabac en HPLC aprés [I’étape de
purification par chromatographie en phase
O il | Sy inverse.
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20
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Famille des LTP1 de tabac

L’intégrité de la protéine est vérifiée par spectrométrie de masse. La figure 3.5

représente le spectre de masse obtenu pour I’échantillon de LTP1_1 non marqué.

Figure 3.5 : Spectre de masse de la
LTP1_1 de tabac non marquée.

L’analyse du spectre de masse de la LTP1_1 de tabac non marqué révele deux
masses : une premiere de 9161 Da et une deuxiéme de 9323 Da. Ces deux masses
correspondent respectivement a la LTP1_1 réduite (avec ses ponts disulfure formés) et a la
LTP1 1 avec un adduit glycosydique de 162 Da de type mannose ou glucose (seulement 8%
de I’échantillon est glycosylé).

D’autre part, I’analyse des spectres de masse des échantillons marqués de la LTP1 1
montre que ces derniers sont enrichis & plus de 96 %, que ce soit en **N ou **C.

Le rendement de production de la LTP1_1 de tabac apres purification est de I’ordre de
15 a 20 mg par litre de culture de levure, quelles que soient les conditions de marquage
isotopique. Ces quantités de protéine sont largement suffisantes pour envisager I’étude
structurale de la LTP1_1 par RMN.

2.2 Article sur la LTP1_1 de tabac : structure 3D et études d’intéractions

Ce paragraphe présente la structure 3D de la LTP1_1 de tabac, ainsi que les études
d’interactions de la LTP1_1 avec des lipides (phospholipides, acides gras). Il prend la forme
d’un article intitulé : « Solution structure of a tobacco Lipid Transfer Protein exihibiting new
biophysical and biological features », qui est sous presse dans le journal, Proteins: Structure,

Function, and Bioinformatics
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ABSTRACT Plant lipid transfer proteins are
small soluble extracellular proteins that are able to
bind and transfer a variety of lipids in vitro. Recently,
it has been proposed that lipid transfer proteins may
play a key role in plant defence mechanisms, espe-
cially during the induction of systemic acquired resis-
tance. However, very little is known about the pro-
teins expressed in developing plants and tissues, since
almost all the biophysical and structural data avail-
able to date on lipid transfer proteins originate from
proteins present in storage tissues of monocot cereal
seeds. In this paper, we report the structural and
functional characteristics of a lipid transfer protein
(mamed LTP1_1) constitutively expressed in young
aerial organs of Nicotiana tabacum (common to-
bacco). The unlabelled and uniformly labelled pro-
teins were produced in the yeast Pichia pastoris, and
we determined the three-dimensional (3D) structure
of LTP1_1 using nuclear magnetic resonance (NMR)
spectroscopy and molecular modeling techniques. The
global fold of LTP1_1 is very close to the previously
published structures of LTP1 extracted from cereal
seeds, including an internal cavity. However, the
chemical shift variations of several NMR signals upon
lipid binding show that tobacco LTP1_1 is able to bind
only one LysoMyristoylPhosphatidylCholine (LMPC),
while wheat and maize LTPs can bind either one or
two. Titration experiments using intrinsic tyrosine
fluorescence confirm this result not only with LMPC
but also with two fatty acids. These differences can be
explained by the presence in tobacco LTP1_1 of a
hydrophobic cluster closing the second possible ac-
cess to the protein cavity. This result suggests that
LTP1 lipid binding properties could be modulated by
subtle changes in a conserved global structure. The
biological significance of this finding is discussed in
the light of the signalling properties of the tobacco
LTP1_l-jasmonate complex described elsewhere.!
Proteins 2005;59:000-000. o© 2005 Wiley-Liss, Inc.

Key words: LTPs; cysteine-rich protein; hydropho-
bic cavity; tobacco; orthogonal bundle

© 2005 WILEY-LISS, INC.

INTRODUCTION

Plant lipid transfer proteins (LTPs) form a very homoge-
neous class of proteins. These small, abundant and mostly
basic proteins contain eight cysteine residues implicated
in four conserved disulfide bridges.>® They are capable of
transferring lipids between membranes in vitro but their
biological function in vivo remains unclear. LTPs form a
multigenic family of proteins that can be divided into two
subfamilies, LTP1 [molecular weight (MW) ~9 kDa] and
LTP2 (MW ~7 kDa). About 30 genes of putative LTPs have
been identified in the model plant Arabidopsis thaliania,*
and their expression pattern is complex. It is characterized
by strong developmental and tissue specificity and modu-
lated by environmental and stress conditions.® These data,
together with physiological and structural studies, suggest
various possible roles for plant LTPs involving cutin
biosynthesis,® surface wax formation,® pathogen defense”
and adaptation of the plant to environmental changes.5~1°
Recently, we proposed that LTPs could act as systemic
signalling molecules,** since a wheat LTP1 from seed was
shown to be able to compete with elicitins on their tobacco
plasma membrane receptor.’? Elicitins are small cystein-
rich holoproteins secreted by the phytopathogenic oomyce-
tes Phytophthora and Pythium that trigger hypersensitive
response (HR) and systemic acquired resistance (SAR) in
tobacco and some Brassicaceae species.’® Although no
elicitor activity of wheat LTP1 could be observed, in vivo
competition between this LTP1 and the elicitin cryptogein
led to a loss of cryptogein activity on tobacco.'Z The results

Abbreviations: 3D, three-dimensional; 'H, proton; 2D NMR and 3D
NMR, two- and three-dimensional nuclear magnetic resonance; LTP,
lipid transfer protein; LMPC, LysoMyristoylPhosphatidylCholine; SAR,
systemic acquired resistance; HR, hypersensitive response; YNB,
yeast nitrogen base; RMSD, root mean square deviation; ARIA,
Ambiguous Restraints for Iterative Assignment
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with wheat LTP1 were obtained in a “heterologous” biologi-
cal system (wheat/tobacco), so that any attempt to charac-
terize LTP involvement in plant defence mechanisms
requires homologous proteins in the tobacco—elicitin bio-
logical system. To our knowledge, no native protein and
only four nucleotidic sequences encoding tobacco LTP1
have so far been described in the literature and sequence
data banks. Our strategy was first to select a ¢cDNA
encoding a canonical LTP1 in terms of sequence homology.
The ¢cDNA encoding the NLT1_TOBAC, accession Q42952
(http://www.expasy.org/sprot/), fit our criteria, and the
corresponding mature protein will be termed LTP1_1
throughout this work. The L¢pl gene is constitutively
expressed in the whole plant except for the roots. The
highest levels of transcripts were observed in the upper
young aerial leaves with a localization in the epidermis,’*
which was confirmed by promoter analysis of the l{p1 gene
with GUS fusion and expression pattern.'® The second
step was to obtain the corresponding mature protein
through heterologous overexpression in the yeast Pichia
pastoris in order to determine its structural, biophysical
and biological properties. This constitutes the first integra-
tive approach concerning an LTP1 expressed in the devel-
oping tissues of plants. So far, the only known three-
dimensional (3D) structures have been established for
LTP1 extracted from cereal seeds*® 2! by X-ray or nuclear
magnetic resonsnce (NMR) spectroscopy techniques. They
are all characterized by the presence of a four a-helix
orthogonal bundle and a hydrophobic cavity capable of
accommodating a variety of lipidic molecules. In order to
establish the 3D structure of the tobacco LTP1_1 using 2D
and 3D NMR, the protein was expressed unlabeled and
uniformly labeled. Its binding properties were analyzed by
following the chemical shift variations of several NMR
signals upon lipid binding and fluorescence techniques.
This study reveals that, despite a global fold very similar
to that of cereal seed LTP1 and the presence of a large
cavity, the tobacco protein presents dissimilar binding
abilities.

MATERIALS AND METHODS
Over-Expression of Tobacco LTP1 and *°N Labeling

The tobacco LTP1_1 ¢cDNA was first amplified by poly-
merase chain reaction (PCR) with two oligonucleotides,
oligol (5'-CTAGCTAGATACTTCATT-3') and 2 (5'-ATA-
GACGAACACATCATATT-3’') using the total cDNA of
tobacco leaves as a template. The PCR fragment was

AQ:4,5cloned into pGEM-T easy (Promega) and sequenced to

verify its complete identity to Q42952. The encoding
sequence was reamplified using two oligonucleotides, oligo3
(5'-GTATCTCTCGAGAAAAGAGCCATAACCTGTGGC-
CAG-3') and 4 (5'-ATAATACCTAGGTTACTGGACCTTG-
GAGCA-3’) as forward and reverse primers, respectively.
The oligonucleotide 3 was designed to introduce a Xhol site
and to eliminate the end of the yeast signal peptide corre-
sponding to the EAEA amino acid sequence. The oligonucle-
otide 4 introduced an Avrll site to ensure that plasmid
integration was in the right direction. The amplified frag-
ment was purified and cloned into pPIC9. The correct phas-

ing of the reading frame was checked by PCR screening and
confirmed by DNA sequencing. The yeast transformation
(strain GS115, obtained from Invitrogen) was performed as
previously described.??

At least 15 P. pastoris transformant strains were culti-
vated on a derived YNB medium containing (NH,),SO, (10
g/L), KH,PO, (2 g/L.), MgSO,, 7TH,0 (2.046 g/L), NaCl (0.2
g/L), potassium phosphate buffer (100 mM, pH 6), H;BO,
(1 mg/L), CuSO,, 5H,0 (0.05 mg/L), KI (0.1 mg/L), MnSO,,
H,0 (56 mg/L), Na,MoO,, 2H,0 (0.2 mg/L), ZnSO,, 7TH,0O
(10 mg/L), CoCl,, 6H,O (0.05 mg/L), calcium panthothe-
nate (1 mg/L), nicotinic acid (1 mg/L), pyridoxin-HCI (1
mg/L), thiamine-HCl (1 mg/L), biotin (1 mg/L), folic acid
(0.01 mg/L), inositol (5 mg/L), p-amino benzoic acid (0.5
mg/L), riboflavin (0.5 mg/L), CaCl,, 2H,0 (0.264 g/L) and
FeSO,, TH,0 (0.6 mg/L). Methanol 0.5% (v/v, final concen-
tration) containing 100 mg/L of biotin was added daily as
the sole carbon source. All cultures were grown at 29°C, in
the dark, on rotatory shakers (250 rpm) holding 1 L
Erlenmeyer flasks containing 100 mL of the medium. A
preculture was carried out for 24 h and was used to initiate
the culture after a four-fold concentration of the yeast
suspension by centrifugation (5,000g, 10 min). After 5 days
of culture, the medium was recovered after centrifugation
(10,000 g, 10 min, 4°C). The strain producing the highest
amount of protein was used for production and labeling
experiments.

For N-LTP1_1 labeling, cultures were grown in the
previously described medium containing (**NH,),SO*
(>98%, Spectra Stable Isotope, USA) at 1 g/L instead of 10
g/L. For N and '3C labeling, the previous medium for N
feeding was used and methanol was replaced by '3C
methanol (99%, Euriso-Top, France).

Purification of Recombinant Labeled and
Unlabeled Proteins

After culture centrifugation, the pH of the supernatant
was adjusted to 2.0 by the addition of TFA and was loaded
onto Amberlite XAD7 (Fluka), pre-equilibrated with 0.1%
aqueous TFA. After washing with 0.1% aqueous TFA and
10% CH,4CN, 0.1% TFA, the tobacco LTP1_1 was eluted by
40% CH4CN, 0.1% TFA. CH;CN was evaporated under
vacuum, and the fraction was adjusted to pH 7 with 1M
Tris and loaded onto a Trisacryl SP ion exchange column
(M grade, Biosepra), pre-equilibrated with Tris-HCl 20
mM, pH 7.0 buffer. A step gradient of NaCl in the same
buffer was applied to the column: 0.1, 0.25, 0.5M. The
protein was recovered in the 0.25M fraction. This fraction
was adjusted to pH 2.0 with TFA, and CH;CN was added
to reach a 10% (v/v) final concentration; then it was settled
on a reversed phase column (Uptisphere C4, 300 A, 20 pm,
Interchim). After washing with CH;CN 10%, 0.1% TFA,
the protein was eluted with 20% CH;CN, 0.1% TFA. The
fraction containing the tobacco LTP1_1 was dialyzed exten-
sively against ultra pure water and freeze-dried. The
protein content and purity was checked throughout the
purification by sodium-dodecyl-sulfate-polyacrylamide-gel
electrophoresis (SDS-PAGE) and high-performance liquid
chromatography (HPLC). HPLC was performed on a Zor-
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bax 300 SB-CN (Agilent) column (250 X 4.6 id, 5 pm, 300
A) at a flow rate of 1 mL/min. A gradient of 7% to 49%
CH,CN in 0.1% TFA (16 min, linear) was applied to the
column, and detection was secured by a photodiode array
to check peak spectral purity (M625 solvent delivery, PDA
996, Millennium software, Waters).

Mass Spectrometry (MS)

The recombinant tobacco LTP1_1, both unlabeled and
labeled, was analyzed by MS. Analyses were performed on
a triple quadrupole mass spectrometer (Quattro II, Micro-
mass, Manchester, UK) equipped with a nebulizer-
assisted electrospray source. Instrument control and data
analysis were accomplished using Masslynx application
software, version 4.0, from Micromass (Manchester, UK).
Calibration of the mass spectrometer was performed using
myoglobin. The sample cone voltage was maintained at
45V.

Nuclear Magnetic Resonance (NMR) Experiments
Sample Preparation

The sample used for NMR spectroscopy was prepared by
dissolving 10 mg of recombinant tobacco LTP1_1 powder
in 600 pL of 90% H,0:10% 2H,0, resulting in a final
concentration of 1.8 mM. The pH of the protein solution
was adjusted to 5.2 with minute increments of HC1 1N in
order to observe the amide protons. For 'H/2H exchange
kinetics, the sample was lyophilized and quickly redis-
solved in 99.9% 2H,0. The exchange was then monitored
from short *H-*N HSQC spectra.

NMR Spectroscopy

Two-dimensional and 3D NMR spectra were recorded on
a VARIAN INOVA NMR spectrometer equipped with a
z-axis field-gradient unit and operating at a proton fre-
quency of 600 MHz. In order to solve assignment ambigu-
ities, a series of homonuclear and heteronuclear 2D experi-
ments were performed at two temperatures (293K and
303K): '"H-'?N-HSQC,?®* DQF-COSY,?* clean-TOCSY with
a spin lock of 80 ms produced by the MLEV-17 se-
quence®>2¢ and NOESY spectra collected at mixing times
of 100 and 200 ms.?” 'H and N assignments were
achieved using standard procedure through the analysis of
a combination of 3D ?N-edited NOESY-HSQC?® at mix-
ing times of 100 and 200 ms and TOCSY-HSQC?® spectra
with a spin lock of 80 ms. For the TOCSY- and NOESY-
HSQC experiments, 1024 (*H) x 140 (*H) x 32 (**N)
complex points were recorded using eight scans, for a total
measuring time of ~36 h and ~60 h, respectively. A
HNHA?® spectrum was also acquired to determine 3J ¢ 41,
coupling constants from which restraints for the ¢ torsion
angle were extracted by means of the appropriate Karplus
equations.?° '3C sequence-specific backbone assignments
were performed using a suite of triple-resonance NMR
experiments in the Varian Biopack, including HNCA,3!
HN(CO)CA,*2 HNCO,?' HN(CA)CO,*? HNCACB,??
CBCA(CO)NH.3?* Additional assignments and chemical
shift data were obtained from a 2D 3C HSQC?® and 3D
13C HCCH-TOCSY®® experiments (aromatic and ali-

phatic). All NMR datasets were processed using the
NMRpipe/NMRdraw software package.?”

Structure Calculations and Analysis

Spectra analysis, volume integrations and 3J 1, mea-
surement were achieved with NMRVIEW software.?® Com-
bined NOE cross-peak assignment and 3D protein struc-
ture calculations were performed using ARIA 1.1%°
implemented in the CNS 1.1 software.*® The input con-
sisted of the chemical shift list obtained from the reso-
nance assignment, the list of cross-peak positions and
volumes with or without assignment and the dihedral
angles obtained from measured *Jyy . coupling con-
stants. These ¢ angles were restrained to —60 * 40° for
3 une < 6 Hz; and —120 = 30° for 3Jyun g, > 8 Hz.
Moreover, since the disulfide pairing of tobacco LTP1_1
has been determined unequivocally on the basis of inter-
residual NOE connectivities for the four disulfide bridges,
the following distance restraints between two cysteine
residues involved in the linkage were added for Cys4-—
Cys50, Cys14-Cys27 Cys28-Cys73 and Cys48-Cys87
disulfide pairs: 2.0 A < d(Sy,Sy) < 2.1 A; 3.0 A <
d(Cy',SY); d(Sy',Cp) < 3.1 A. During the ARIA run, an
automated calibration was performed, unassigned NOE
peaks were assigned, distance restraints were generated
and the 3D protein structures were calculated. At the end
of each run, rejected restraints and residual NOE viola-
tions were analyzed. The new assignments were checked
and introduced or excluded the subsequent run. This
procedure of assignment/refinement was repeated itera-
tively until complete assignment of NOESY spectra. In the
final iteration, the 50 structures with the lowest restraint
energy values were further refined by molecular dynamics
simulation in water to remove artefacts.** The 10 lowest
restraint energy structures were used for statistical analy-
sis.

The structures were displayed and analyzed using the
MOLMOL,*? SYBYL (TRIPOS Inc., St. Louis, MO) and
PROMOTIF*® programs. Their stereochemical quality was
evaluated using PROCHECK.** The volume of the LTP1
internal cavity was calculated by ‘CAVITE’ software.*®

Lipid Binding Studies

The binding of LysoMyristoylPhosphatidylCholine
(LMPC) to wheat, maize and tobacco LTP1 was probed by
comparing a series of one-dimensional proton spectra at
different lipid-to-protein molar ratios (R;). Moreover, to
investigate the precise molar ratio of the LTP1_1-LMPC
complex and to survey regions of LTP1_1 to interact with
LMPC, a series of 'H-'"N HSQC and '°N-filtered 1D
TH-NMR spectra was performed using '°N labeled LTP1_1.
To quantitatively evaluate the shift of the "H-'"°N amide
group cross-peaks in the 'H-'°N HSQC spectra, a “total
LMPC-induced shift,” A, was defined as

A= |:(WA8H)2 + (ABN)z]I/Z-

Here, A3, and A3, denote the induced chemical shift
variations, measured in parts per million, of the *H and
15N dimension, respectively. To account for the difference
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Fig. 1. 'H-"®>N HSQC spectrum of "*N-labeled recombinant tobacco LTP1_1: the spectrum was recorded at

303K on a varian INOVA 600 MHz 'H frequency on a 1.8 mM sample at pH 5.2.

in sensitivity of 'H and ®N amide group signals, a weight
factor, w = 7.3 was introduced.

The amount of protein was kept constant with an initial
concentration of 1.2 mM and pH 5.4. Aliquots of a 37 mM
aqueous solution of LMPC were added stepwise to the
protein solution at in order to reach different lipid-to-
protein molar ratios, up to 2.4. 3-(Trimethylsilyl)-propi-
onate (TSP), a sodium salt, was used as internal calibra-
tion at a fixed concentration of 0.6 mM.

Lipid binding parameters were also obtained from intrin-
sic tyrosine fluorescence titration experiments of tobacco
LTP1_1 with three monoacylated lipids (LMPC, palmitic
and oleic acids) as previously described.*®

RESULTS AND DISCUSSION
Protein Production and Protein Compliance

A first pPIC9 construct with the entire signal peptide of
Pichia pastoris (as recommended by the manufacturer)
yielded an LTP1_1 with the N-terminus extent EAEA
(sequencing and mass spectrometry, data not shown). The
construction, as described in Materials and Methods, with
the deletion of the EAEA C-term of the yeast signal
peptide, allows the secretion of a wild-type tobacco LTP1_1
without additional residues, as illustrated by MS (average
calculated mass: 9172.3 without disulfide bridges, mea-
sured mass: 9161.03 = 0.8). The mass measurement is in
good agreement with the average isotopic mass prediction
considering the cystein pairing (MW 9164.25), indicating
that four disulfide bridges are most likely to be present in
the protein. A careful analysis of mass spectra reveals that
a small amount (about 8%) of the tobacco LTP1_1 should
be glycosylated with a single sugar (peak with typical mass

shift of about 160 Da). The purified protein recovery was
between 15 and 20 mg for 1 L of yeast culture and was
independent of isotopic feeding conditions. SDS-PAGE,
HPLC and MS analysis show that the recombinant protein
is of high purity. Yields of labeling were estimated from
mass shifts by MS. N feeding alone gives about 115 mass
units increasing for a predicted AM of 115.7, so that
labeling was over 96%. Double '°N and 2C labeling gives a
489 mass unit shift (predicted AM = 499.7), corresponding
to a yield of over 96% for each isotope. These data confirm
that ammonium sulfate and methanol are the sole source
of nitrogen and carbon, respectively, which are efficiently
incorporated by Pichia pastoris. The influence of the
unlabeled primary inoculum on the final labeling is negli-
gible.

NMR Experiments

The 'H-'?N-HSQC of LTP1_1 (Fig. 1) displays an excel-
lent dispersion for the proton and nitrogen resonances and
is characteristic of a protein with an ordered structure.
Sequence-specific assignments for the 'H and '°N reso-
nances were performed using standard 3D heteronuclear
experiments (TOCSY- and NOESY-HSQC) and 2D homo-
nuclear COSY, TOCSY, NOESY spectra. From these well-
resolved spectra, a complete assignment was obtained for
all backbone nitrogens and protons and for all non-labile
side-chain hydrogens. The labile side-chain protons and
nitrogens were completely assigned, with the exception of
nN and nNH,, of arginine residues (at positions 19, 26, 39
and 44), {N of lysine residues (at positions 32, 52, 65, 80,
89) and {NH, of lysine 89. All *3C chemical shifts were
assigned except for Alal and Cys4 carbonyl (see supplemen-
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tary material for the chemical shift table). Strong Ha(i)—
H3(@G +1) and NH(Z)-H3(G + 1) NOE crosspeaks for Alal2—
Pro13, Gly22-Pro23, Leu69-Pro70, Ile77-Pro78 and
Ser82—Pro83 indicate the presence of trans peptide bonds
for the five prolines. Moreover, when the freeze-dried
sample of tobacco LTP1_1 was dissolved in 2H,0, the
signals of 18 amide protons, namely Cys14, Leul5, Leul8,
Argl9, Val31, Lys32, Ala33, Leu34, Val35, Arg44, Gln45,
Ile46, Ala47, Cys48, Thr49, Cys50, Leu51 and Lys52, were
still observed after 24 h (see supplementary material),
strongly suggesting that they are involved in hydrogen
bonds.

Structure Calculation

More than fifteen hundred distance restraints were
derived from the volume integration of cross peaks ob-
served in the 2D NOESY and 3D HSQC-NOESY spectra
recorded at 303K with a mixing time of 100 ms. Forty-
seven ¢ dihedral angles were deduced from *Jyyn 5., COU-
pling constants measured on the HNHA spectrum. Six
characteristic NOEs [Cys4(HB1)-Cys50(Ha), Cys14(Ha)—
Cys27(HB2), Cysl4(HB2)-Cys27(HB2), Cys28(HB1)—
Cys73(Ha), Cys28(HB2)-Cys73(Ha) and Cys48(HN)-
Cys87(HB1)] between cysteine protons indicate the
presence of four disulfide bridges Cys4-Cys50, Cysl4—
Cys27, Cys28-Cys73 and Cys48-Cys87, in agreement
with the conserved disulfide bridge array of LTP1. The
corresponding disulfide distance restraints (see Materials
and Methods) were also introduced in the restraint list.

After nine ARIA iterations, all of the NOE peaks were
assigned. The final NOE data file comprised 557.2 intra-
residue, 385.5 sequential, 360.7 medium-range (2 < |i — j|
<5), 222.6 long-range (i — j| = 5) restraints (an average of
17 restraints per residue) among which 1258 were non-
ambiguous. A family of ten structures with the lowest
restraint energies was selected from the 50 structures
refined by molecular dynamics simulation. These struc-
tures are in very good agreement with the standard
covalent geometry and do not show experimental viola-
tions greater than 0.3 A (Table I). Both negative van der
Waals and electrostatic energy terms are indicative of
favorable non-bonded interactions. Moreover, the Ram-
achandran plot exhibits 97% of the (b,)) angles of the ten
selected structures in the most favored and additional
allowed regions according to the PROCHECK software
nomenclature.

Structure Description

A sausage representation of the backbone atoms of the
ten best structures of tobacco LTP1_1 is shown in Figure
2(a). The overall fold of tobacco LTP1_1 includes four
a-helices: H1 (Cys4-Leul8), H2 (Cys27-Val37), H3
(Glu42-Ala55) and H4 (Leu63-Thr72), followed by a C-
terminal segment involving three vy-turns (Fig. 3). Due to
the presence of a proline (Pro13) in its sequence, helix H1
is kinked at residues Leull, the pattern of hydrogen bonds
is disrupted and the helix is divided into two sub-helices
H1a, H1b [Fig. 2(a)] with an angle of roughly 75° between
Hla and H1b. Pro70 in helix H4 does not produce a

TABLE I. Structural Statistics for 10 Models of
Tobacco LTP1_1
Conformational Restraints
NOE-based Distance Restraints
Total 1526
Intraresidue (ji-]| = 0) 557.2
Sequential (i-j| = 1) 385.5
Medium range (2 < |i-j| <5) 360.7
Long-range (ji-j| = 5) 222.6
Unambiguous restraints 1258
Ambiguous restraints 268
Dihedral angle restraints 47
Residual Violations
. Average Number Per Structure
Distance restraints > 0.3 A 0
Dihedral angle restraints > 5° 0
RMS deviation from Standard Geometry
Bond lengths (A) 0.0035 = 0.0002
Bond angles (°) 0.49 = 0.02
Energies (kcal/mol)
NOE 17+2
Van der Waals —252 + 16
Electrostatic —3152 =92
Ramachandran Maps®
Most favoured regions 79.6%
Additional allowed regions 17.4%
Generously allowed regions 1.6%
Disallowed regions 1.4%
Average RMSD (pairwise, A)
Backbone N, C,and C'  All heavy atoms
Whole 1.03 +£0.15 155+ 0.15
Secondary structures 0.69 + 0.12 1.20 = 0.12
Helix (4-18) 0.42 = 0.10 092 =0.14
Helix (27-37) 0.38 = 0.11 0.88 + 0.17
Helix (42-55) 0.32 = 0.10 1.23 +0.25
Helix (63-72) 0.36 = 0.10 0.84 = 0.17

“Ramachandran plots were calculated with PROCHECK.

marked kink but rather a curvature centered at residue
Gly68. The C-terminal segment involves three y-turns: the
first is formed by Val75, Asn76 and Ile77; the second by
Ile77, Pro78 and Tyr79; the third by Ser82, Pro83 and
Ser84. They are all stabilized by a canonical C = O(i)—N—
H(@ + 2) hydrogen bond. The overall structure is stabilized
by the four disulfide bridges distributed in pairs on oppo-
site sides of the molecule. On one side, the 450 disulfide
bridge links the N-terminus to the H3 helix, and the
48-87 bridge links H3 to the C-terminus. On the other
side, the 1427 bridge connects H1 to the beginning of H2
and the 28—73 bridge links H2 to the C-terminal segment.
As evidenced by the structural statistics (Table I), the
structure of tobacco LTP1_1 is particularly well defined.
The pairwise RMS deviations on the N, Ca, C' backbone
atoms of residues 1 to 91 are 1.03 A (1.55 A on all heavy
atoms) and drop to 0.69 A (1.20 A for heavy atoms) when
calculated on the secondary structure elements. The pres-
ence of hydrogen bonds typical of the secondary structures
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Fig. 2. Sausage representation of the backbone and of the cavity of
tobacco LTP1_1: (a) sausage representation of the 10 selected structures
of tobacco LTP1_1. The radius of the sausage is proportional to the
RMSD on the coordinates of the backbone atoms of the 10 structures.
The four helices (H1, H2, H3, H4) are in black, the loops and turns in light
gray and the four disulfide bonds in grey; (b) cavity of tobacco LTP1_1; the
backbone of the molecule is represented as a tube.

is observed on the ten models and is confirmed by the
'H-?H exchange experiments.

The main characteristic of this structure is the presence
of an internal cavity [Fig. 2(b)] delineated by the hydropho-
bic faces of the amphipathic helices facing each other and
by the hydrophobic residues of the C-terminal segment,
namely I1e77, Tyr79, Ile81. Even if the side chains of the
hydrophobic residues that point in towards the core of the
protein are relatively well defined (small x1 and x2 circu-
lar variances), the shape and size of the cavity fluctuate
from one model to another. This internal cavity very often
appears to be divided into several smaller cavities [Fig.
2(b)].

Lipid Binding

The binding characteristics of tobacco LTP1_1 were
studied by monitoring the chemical shift variations on
TH-'’N-HSQC, '°N-filtered 1D 'H-NMR and 2D 'H-
TOCSY spectra with increasing concentrations of LMPC.
The spectral changes induced by the interaction of LMPC
with LTP1_1 are typical of a slow exchange on the NMR
time scale. Several peaks appear or disappear upon titra-
tion, indicating the coexistence of free and bound forms of
the protein. Figure 4 depicts the variation in the tobacco
LTP1_1 1D NMR spectrum when the lipid/protein molar
ratio, R;, varies from 0 to 2. The overall aspect of the
spectrum changed up to an R, value of 1.0, but no further
modifications were observed for larger R; values, demon-
strating that saturation is reached at a ratio of one lipid
per protein. The modifications of the NMR spectra of
tobacco LTP1_1 in the 6.6-7.1 ppm region [Fig. 4(a)]
evidence that Tyr79 signals are clearly affected by lipid
binding, while Tyr17 ones are unaltered. In the 0.0-0.7
ppm region [Fig. 4(b)], the methyl group signals of Leu24,
Ile77 and Val90 exhibit different behavior. The Ile77
signals of the free protein diminish for increasing R;
values, up to R; = 1.0, whereas, concomitantly, the Val90
signals of the bound form begin to appear. In contrast, like
Tyrl7, Leu24 is not affected by lipid binding.

Moreover, A values (see Mat. and Meth.) were evaluated
from the shifts of the 'H and °N amide group cross peaks

Fig. 6. Representation of hydrophobic cluster of (a) wheat and (b)
tobacco LTP1_1. The backbone of each protein is represented as a tube.

in the 'H-'*N-HSQC spectra of LTP1_1 in complex with
one molecule of LMPC and of the free protein (Fig. 5). The
highest A values (2.0—7.0 ppm) occur for amino acid groups
located within three different regions. The first is delim-
ited by the C-terminal region (Val75, Ile77, Tyr79, Ile81,
Thr85, Asp86, Ser88, GIn91); the second is located in the
L2 loop (Ala38, Arg39); and the third involves AsnlO,
Leull and Alal2 residues close to the kink of H1 helix.
The largest shift is observed for Arg39, located in the
second region.

In order to determine the residues most perturbed by
lipid binding, we have monitored the H chemical shift
variations of aliphatic protons. The chemical shift differ-
ences larger than 0.12 ppm are listed in Table III. They
correspond to 20 amino acids, Leull, Cys27, Leu34, Val35,
Cys48, Leubl, Alab4, Ala55, Ile58, Serb9, Ile61, Ile77,
Tyr79, Lys80, Ile81, Ser82, Ser84, Thr85, Asp86 and
Val90. Among them, 14 are located on the inner surface of
tobacco LTP1_1 facing the cavity. The six other amino
acids are closed to the preceding one, Ser59, Lys80, Ser82,
Ser84, Asp86 and Val90. No significant variation of the
proton chemical shifts was detected for side chains on the
outer surface of the protein.

The variation in NMR signals of maize and wheat LTP1
upon titration with LMPC were followed by monitoring the
chemical shift variations on 1D *H-NMR, using the Tyr81e
signals and Val75vy, methyl group, respectively. As for
tobacco LTP1_1, changes in the proton signals were ob-
served for increasing values of R;, but the saturation
occurred at 1.4, indicating that these two types of LTP1 are
able to bind either one or two LMPC molecules in their
cavity (see supplementary material).

In order to obtain supplementary acyl binding character-
istics for tobacco LTP1_1, titration experiments were
carried out by following the tyrosine fluorescence intensity
variations upon binding of LMPC (as for NMR) and of two
fatty acids, namely palmitic acid (C16:0) and oleic acid (cis
C18:1). This technique allows determination of both the
affinity constant (K,;) and the number of binding sites (n).
The results presented in Table II indicate that tobacco
LTP1_1 possesses a unique binding site not only for LMPC
but also for fatty acids, which are classical constituents of
plant membranes or lipidic vesicles. Moreover, the affinity
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10 20 30 40 50 60
tobacco AITCGOVTSNLAPCLAYLRN - - TGPLGRCCGGVKALVNSARTTEDRQIACTCLKSAAGATL 58
rice - ITCGOVNSAVGPCLTYARG - GAGPSAACCSGVRSLKAAASTTADRRTACNCLKNAARRGI 58
maize ATISCGOVASAIAPCISYARGOGSGPSAGCCSGVRSLNNAARTTADRRAACNCLKNARAGY 60
barley -LNCGQVDSKMKPCLTYVQG-GPGPSGECCNGVRDLHNQAQSSGDROTVCNCLKGIARGI 58
wheat - IDCGHVDSLVRPCLSYVQG - GPGPSGQCCDGVKNLHNOARSQSDROSACNCLKGIARGT 58

70 80 90 Identity (%) Similarity(%) RMSD(A) pI
tobacco SGINLGKAAGLPSTCGVNIPYKISPSTDCSKVQ 91 9:1
rice KGLNAGNAASTIPSKCGVSVPYTISASIDCSRVS 91 53 63 L1383 9.4
maize SGLNAGNAASTIPSKCGVSIPYTISTSTDCSRVN 93 57 77 1...36 9.1
barley HNLNLNNAASIPSKCNVNVPYTISPDIDCSRIY 91 46 59 1.49 8.2
wheat HNLNEDNARSIPPKCGVNLPYTISLNIDCSRV- 90 48 61 1.:51 8.2

Fig. 3. Sequence alignment of tobacco, rice, maize, barley and wheat LTP1. The residues delineating the
cavity of each LTP1 are in bold. The residues involved in a-helices are boxed in gray. The total number of
residues, the percentages of identity and the similarity of each protein with tobacco LTP1_1 are indicated. The
RMSD between the coordinates of the backbone atoms of the secondary structure elements of rice, maize,
wheat, and barley LTP1 with the corresponding residues of tobacco LTP1_1, and the theoretical isoelectric

point (pl) of each LTP1 are also indicated.

B
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Fig. 4. Modification of the "*N-filtered 1D proton NMR spectra of tobacco LTP1_1 upon binding of LMPC:
(a) 6.6 to 7.1 ppm region, (b) 0.0 to 0.6 ppm region. The lipid/protein molar ratio R; varies from 0 to 2 and is
annotated on each spectrum. Several signals are indicated for Tyr17, Tyr79, Leu24, lle77 and Val90 residues.

constant increases by a factor of 5 to 10 from LMPC to fatty
acids.

Discussion

We have described an efficient method to produce LTP1_1
in yeast, both unlabeled and labeled. The major interest of
the yeast heterologous system lies in the fact that the
protein enters the secretory pathway and thus has a high
probability of correct folding to be processed.*” Moreover,
the protein is easily purified from supernatant and does
not require fusion with tags or easy-to-purify foreign

proteins that are difficult to remove in order to recover the
recombinant protein. In the present work, the construct
allowed us to obtain the whole predicted tobacco LTP1_1
without any additional residue, as confirmed by MS. A
major concern of the yeast overexpression technique is a
high level of random glycosylation upon the protein of
interest. In the case of tobacco LTP1_1, this phenomenon
is present but remains very low (about 8% of the protein
molecules contain one sugar) and does not interfere with
NMR measurements. The protein recovery is not very high
(15-20 mg/L) when compared to examples given in the
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L1 L2 L3

A NS B i N A S S ————
(ppm) | |

AITCGQVTSNLAPCLAYLRNTGPLGRCCGGVKALVNSARTTEDRQIACTCLKSAAGA | SGINLGKAAGLPSTCGVNIPYKISPSTDCSKVQ

Sequence

AQ:15 Fig.5. “Total LMPC-induced shift,” A, observed for LTP1_1/LMPC complex at R; = 1 for each amino acid of the sequence. The secondary structure
elements are indicated on the top of the picture.

TABLE II. Thermodynamic Properties of the Tobacco

LTP1 as Measured by Tyrosine Fluorescence (K ;: TABLE IIL. List of the Aliphatic Protons Experiencing

dissociation constant, n: number of binding sites) Specific Chemical Shift Variations Upon LMPC Binding

K, (uM) n Residue Atom AS, el

LMPC 0.5*0.2 1.0 £0.1 Leull H, 0.26
Palmitic acid 56 *+3.1 1.1+0.1 Leull Hy, 0.12
Oleic acid 39+12 1.1+0.1  Cys27 Hg, 0.14
Leu34 H, 0.13
Leu34 H, 0.13
Val35 H, 0.16
literature (up to 1 g/L); nevertheless it is sufficient to  Cys48 Hg, 0.48
ensure structural and biological experiments, all the more = Leu51 H, 0.14
so as labeling yields are higher than 95% without affecting ~ Alab4 H, 0.22
the protein production. Ala55 Hg 0.18
At the beginning of this work, our knowledge of the gggg Ea 8?2
AQ:3 structure and lipid binding abilities of LTP1 suffered from Te58 HSI 012

two biological biases: (i) LTP1 originates from very special Ser59

plant tissues (seeds) and (ii) the studied plant species .61 H g?g
always belong to monocot cereals. Meanwhile, LTP1 pro- 177 HB 0.20
teins are encoded by a multigenic family and are wide- Te77 H:Ll 0.32
spread in all plant organs and tissues. For example, a Ile77 Hy, 0.36
search for the PFAM PF00234 signature (LTP, amylase  Tyr79 H, 0.12
inhibitor, seed storage protein...) in the Arabidopsis  Tyr79 Hg, 0.57
AQ:1 genome (http:/www.arabidopsis.org/) with MW cut-offs ~ Tyr79 iz 0.33
8-12 kDa returns 44 matches (126 matches without the Tyr79 Heo 0.32
MW filter). A careful analysis of these hits indicates that Lys80 H, 0.23
. Tle81 H 0.18

more than 35 sequences encode LTP1 or LTP2 putative Te81 HS 0.48
proteins. Thus, a clear contrast exists between “bias-  p.g1 Hv; 0.18
limited” structural data and LTP1 diversity in the plant  ggrg89 H 0.13
kingdom. For this reason, we have determined the 3D  Ser84 HZ 0.18
solution structure of the recombinant LTP1_1 from the  Thr85 H, 0.19
shoot apex of Nicotiana tabacum and compared it to cereal ~ Asp86 H, 0.15
LTP structures. Tobacco LTP1_1 adopts the characteristic =~ Val90 H, 0.13

fold of LTPs: a four-helix orthogonal bundle*® followed bya ~ Val90 H, 041
long C-terminal tail with no canonical secondary struc- Val9o Hpe 0.45
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ture. The structure is stabilized by the four disulfide
bridges common to all LTP1 proteins and presents the
characteristic hydrophobic cavity in the core of the protein,
which constitutes the binding site for various hydrophobic
ligands.

Four structures of cereal seed LTP1 have been deter-
mined by NMR spectroscopy: wheat LTP1,'® maize LTP1,"?
barley LTP1'® and rice LTP1.2! Maize and rice LTP1
structures have also been obtained by X-ray crystallogra-
phy'”2° and are very close to the NMR structures. Because
NMR provides us with an ensemble of models that may
reflect the particular plasticity of LTP1, we have re-
strained our comparisons to the four NMR structures of
cereal seed LTP1. Globally, when considering for each
LTP1 the average structures of the ensemble of NMR
models, the RMS deviation between the backbone heavy
atom coordinates of tobacco LTP1_1 and of cereal seed
LTP1 are rather close regardless of the molecule (Fig. 3).
The value ranges from 1.13 A for rice LTP1 to 1.51 A for
wheat LTP1.

The positions and lengths of the helices in the different
types of LTP1 are very similar (Fig. 3). In rice LTP1, the
H1 helix presents a large kink of 70° (£5), comparable to
the value for tobacco LTP1_1 (74° = 4). In wheat, barley
and maize LTP1, the kinks are smaller: 45° (£5), 54° (£3)
and 54° (*+9), respectively. The kink occurs at position (i —
2) with respect to the conserved proline of LTP1_1 in the
tobacco protein and at position (i — 1) in all the other
LTP1. In all considered structures except for maize LTP1,
where it is rectilinear, the H4 helix presents a more-or-less
marked curvature at position (i — 2) with respect to the
conserved proline (Pro70, tobacco numbering, see Fig. 3),
and it always exposes its concave face to the solvent. The
variability of the H1 kink and H4 curvature are the factors
most probably involved in the adaptability of the size of the
internal cavity to the dimensions of the ligand and in its
accessibility. For instance, in barley LTP1 in complex with
Acyl-CoA,*° the H1 kink angle increases significantly (70°
+ 4), and the curvature of H4 is lost. In wheat LTP1, in
complex with Prostaglandin B2 (PGB2)°° or DiMyris-
toylPhosphatidylGlycerol (DMPG),?* helix H4 also be-
comes rectilinear, but the kink in H1 helix does not change
much upon lipid binding. When bounded by two LMPC,
the kink increases significantly (75°), probably to allow
entrance of the second lipid. In the case of maize LTP1, the
structures of H1 and H4 helices are almost identical in the
structures of the free protein and bounded proteins.'”-%2
H1 helix, which is already highly kinked, keeps the same
kink and H4 remains rectilinear.

The main feature of all LTP1 structures is an elongated
cavity running throughout the molecule, which may accom-
modate one or two hydrophobic ligands. Depending on the
origin of the protein and on the NMR model considered,
the shape and volume of the cavity can vary noticeably. In
particular, for the same LTP1, the cavity can be split into
several tiny cavities or can form a continuous single cavity.
Tobacco LTP1_1 cavity is fragmented into several parts. It
has been investigated in detail by NMR using xenon atoms
as a spy.”® Tobacco, wheat and maize LTP1 display the

largest cavities, with average volumes of 318 + 36 A3,
326 = 51 A® and 290 + 102 A3 respectively. Rice LTP1
presents an intermediate cavity with an average volume of
236 + 68 A? and barley LTP1 has the smallest cavity, with
an average volume of 160 = 33 A3. However, the binding
ability of LTP1 does not appear to be correlated with the
cavity size of the molecules, since barley LTP1, with the
smallest cavity, is able to accommodate a ligand as large as
Acyl-CoA. In fact, binding ability depends on the plasticity
of the cavity, which can expand considerably upon lipid
binding, and on its accessibility.

Dissimilarities appear between the various LTP1 types
in their binding abilities. In NMR titration experiments of
tobacco LTP1_1 with LMPC, saturation was reached at a
lipid/protein ratio of 1.0, indicating that the protein can
bind only one lipid (Fig. 4), in agreement with fluorescence
data leading to saturation at a ligand/protein ratio of 1.
LTP1_1 contains only two tyrosine residues at positions 17
and 79. Addition of LMPC induces a noticeable shift of
Tyr79 resonances while Tyrl7 is unaffected [Fig. 4(a)].
This result clearly indicates that the increase of tyrosine
fluorescence observed during titration experiments with
different acyl residues is due to Tyr79 environment
changes. For maize and wheat LTP1, this saturation
occurs at a lipid/protein ratio of 1.4, suggesting that the
two proteins can bind either one or two lipids (see supple-
mentary figures). Measurements on wheat LTP1 intrinsic
tyrosine fluorescence have shown that saturation is reached
at a lipid/protein ratio of 1.6, suggesting that two lipids can
fit within the protein.*® This is consistent with the X-ray
structure of wheat LTP1, revealing the presence of two
LMPC molecules in the core of the structure in a head-to-
tail orientation.®* Similarly, the recently determined X-
ray structure of rice LTP1°® reveals the presence of two
palmitic acid molecules in a head-to-tail orientation. More-
over, it has been shown that maize LTP1 is able to bind two
fluorescent-labeled fatty acids in its cavity with an affinity
for the second ligand noticeably weaker than the affinity
for the first one.’® Fluorescence data also suggest that
tobacco LTP1_1 shows a differential affinity towards lip-
idic ligands (Table II). LTP1 from monocot seeds, espe-
cially from wheat,”” never differ in their affinity for
lysophospholipids or fatty acids, with average K, values
ranging from 0.5 to 1 pwM. In the case of tobacco LTP1, the
same K, was retrieved for LMPC whereas there is a five- to
10-fold increase for fatty acids.

Since the cavity of the tobacco protein is large enough to
accommodate two mono-acylated lipids, the difference in
the number of binding sites is presumably due to differ-
ences in the accessibility of the cavity. Examination of
NMR and X-ray structures of LTP1 in complex with
various lipids allows delineation of two possible entrances.
The first is located between loop L2 and the Val75-GIn91
segment at the C-terminus, which acts as a cover for the
protein cavity. In this case, the lipid insertion involves a
movement of this segment toward the solvent and a
rotation of the side chain of the conserved Tyr79 (tobacco
numbering), which interacts with the lipid through the
hydrogen bond via its OH group.®* The second entrance,
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which presumably prevails for the insertion of Acyl-CoA in
the Acyl-CoA/barley LTP1 complex and for the insertion of
the second LMPC molecule in wheat LTP1 in complex with
two LMPC molecules, necessitates an opening of the cavity
in the neighborhood of loops L1 and L3, and of the end of
helices H1 and H3. In this case, the lipid insertion requires
the disruption of the hydrophobic interactions that main-
tain the packing of helices H1 and H3. However, this
organization differs from the Ace-AMP1 LTP1-like protein
from onion seeds, in which the hydrophobic cavity is
clearly obstructed by bulky residues,®® leading to a mole-
cule without any lipid-binding properties.

These hypotheses are supported by high temperature
MD simulations on wheat LTP1, showing that very rap-
idly, the Leu77—Asn84 segment of the C-terminus deviates
significantly from its experimental position, providing an
obvious pathway for ligand entry.”® Another significant
conformational alteration occurs later in the dynamics
trajectory (1 ns approximately), involving a large move-
ment of loops L1 and L3 opening this second cavity
entrance. The packing interactions in tobacco LTP1_1 do
not differ drastically from those found in the other LTP1
structures, but differences appear in the organization of
the side chains of the end of H1, of loop L1 and of the
beginning of helix H4. In rice, maize, barley and wheat
LTP1, there is a small hydrophobic patch including Tyr16,
Pro23 and Ile69 (wheat numbering), with Pro23 pointing
inward. In tobacco LTP1_1, there is a reorganization of the
side chains due to the replacement of a serine and an
asparagine, conserved over the cereal seeds LTP1, by a
leucine (Leu24) and a lysine (Lys65) respectively. The L1
loop differs in the tobacco structure, with Leu24 pointing
inwards and Pro23 partially exposed to the solvent. The
ring of Tyr17 is enclosed between the side chains of Leul8,
Leu24, the hydrophobic part of Lys65 (the ammonium
group of Lys65 being exposed) and Leu69 (Fig. 6), leading
to high field shifts of the Leu24 (8CH;) and Lys65 (83CH.,)
signals (see supplementary material). In fact, a continuous
network of hydrophobic interactions among H1, .1, H3, 1.3
and the N-terminus of H4 (involving Leull, Leul5, Tyrl7,
Leul8, Leu51, Ala54, Ile58, Ile61, Lys65, Ala66 and
Leu69) is formed. Such strong hydrophobic interactions
prevent the opening of the second pathway for lipid
entrance and release in the case of tobacco LTP1_1. It
should also be noted that the chemical shifts of protons in
this region are not affected by lipid binding, as exemplified
in Figure 4(b) by the Tyr17 and Leu24 signals. In contrast,
the resonances of residues bordering the first entrance are
much altered. For example, the drastic shift of the Arg39
signal (Fig. 5) is probably due to the position of this
exposed amino acid directly in the middle of the assumed
first entrance. This result reinforces our hypothesis of a
pathway for lipid entrance between L2 and the coil around
Ile81, which is further confirmed by preliminary high
temperature molecular dynamics simulations on tobacco
LTP1_1 (data not shown).

The comparison of the various cereal seed LTP1-lipid
complexes show large differences in lipid orienta-
tion!7-19:49-51.54,55.60 and in the position of the aliphatic

tails in the cavity.?*>®® Several LTP1 complexes have
already been studied by NMR!949-51.60 gnd it appears
that the chemical shift variations depend on the size of the
lipid and also on the size of the cavity. In our case, analysis
of chemical shift variations of the aliphatic protons indi-
cates that the residues most perturbed by the lipid binding
are residues bordering the cavity or neighboring these
residues. They are located principally in the C-terminal
segment but also in H3 and some in H1 and H2. This
indicates that the lipid is inserted into the cavity with its
large polar head protruding outside the first lipid en-
trance, accounting for the large variations of the induced
shift A of Arg 39 and of the C-terminal residues. These
NMR results, favoring an orientation identical to that
found for the LPPC—maize LTP1 or palmitate—maize LTP1
complex,'”'? are fully compatible with our hypothesis on
the lipid entrance.

CONCLUSIONS

The global fold of tobacco LTP1_1 is very close to the
structure previously published for cereal seeds. However,
local differences in the packing of hydrophobic residues
may explain the differences in the binding properties of
tobacco LTP1_1 from those of cereal seed LTP1. This is the
first demonstration that LTP1 can bind only one monoacy-
lated lipid and exhibit different binding properties. These
considerations reveal that different types of LTP1 prob-
ably display different lipid binding abilities (number of
sites, affinity and/or specificity), reflecting their biological
function. In order to answer the interesting question of
structure—function relationships and to understand how
small changes in the amino acid composition and subtle
structure modifications affect the activity of LTP1, more
investigations are required. These include (i) further com-
parative experiments with different ligands varying in
chain length, level of saturation, nature of hydrophilic
head (net charge, space filling, ability to interact with
exposed residues. ..); (i) site-directed mutagenesis on
residues involved in the second entrance and lipid titration
experiments on the mutated recombinant proteins, (iii) 3D
structures and binding properties of other LTPs, such as
another tobacco LTP1%! or tomato LTP1,° showing the
same residues at the level of the second entrance. From
this intricate puzzle, further description of ‘the right
protein in the right complexation state able to trigger a
given cell response’ constitutes a very attractive challenge.
In this work, we present the first analysis of LTP1_1
TH-'5N chemical shift variations upon lipid binding. This
will constitute a very helpful tool to investigate the
mechanism of lipid binding by these plant extracellular
proteins. For example, comparing the modifications in-
duced by linolenic and jasmonic acids should be of particu-
lar interest, since it was recently demonstrated that the
jasmonate complex (and not the linolenate) is able to
activate plant protection against pathogens.!

One of the research avenues of interest is that elicitin
high-affinity sites located on the plasma membrane,®?
which have been shown to trigger HR and SAR,?2 can also
bind wheat LTP1 and tobacco LTP1_1.'2 The elicitin

AQ: 15

AQ:3
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AQ:3 receptor should be studied as an LTP receptor,'! suggest-
ing these proteins’ abilities for cell-to-cell (local) and
tissue-to-tissue (systemic) signaling.®® This function fits
well with the ubiquity of LTPs in the plant kingdom, as
with the description of elicitin receptors in all plant
plasma membranes tested up to now.'?
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Famille des LTP1 de tabac

Cette premiere étude structurale d’une LTP1 1 exprimée dans les feuilles de tabac
nous éclaire sur les différences de propriétés de fixation existant entre les LTPs d’origines
diverses qui sont probablement liées & des fonctions différentes au sein de la plante. L’étude
de LTP1, présentant les mémes mutations que la LTP1 1 de tabac confirmerait I’importance
des résidus que nous avons déterminés comme responsables des propriétés de complexation
originale de la LTP1_1 de tabac. Des expériences de mutagénése dirigées de ces résidus
prouveraient également leur importance. En effet, comme nous I’avons vu pour la LTP1 1 de
tabac, de petites modifications dans la composition en acides aminés entrainent une
modification des propriétés de fixation et peut-étre de fonction biologique. D’autre part, une
étude récente de différents complexes entre la LTP1 1 de tabac et différents ligands de
nature et de taille variées (Buhot et al. 2004) a révélé qu’un complexe entre la LTP1 1 de
tabac et une molécule de jasmonate provoque une réponse biologique dans le tabac alors
qu’un complexe avec une molécule de linoléate n’entraine aucune réponse. Une étude
structurale comparative de ces deux complexes fournirait peut-étre des éléments de réponse
dans notre quéte d’identification des déterminants structuraux qui conferent a une LTP

donnée une fonction donnée.
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3. Modelisation comparative des LTP1 identifiées dans le tabac

Afin d’identifier les caracteristiques structurales des quatre autres LTP1 identifiées
dans le tabac, nous avons entrepris de déterminer leurs structures 3D par modélisation

comparative.

3.1 Modele structural

Nous avons déterminé par RMN et modélisation moléculaire la structure 3D de la
LTP1 1 de tabac. Nous avons donc la chance de disposer, d’un modele structural qui va étre
utilisé pour la détermination des structures 3D des quatre autres LTP1 de tabac. Parmi
I’ensemble des structures 3D représentatives de la structure de la LTP1_1 en solution, nous
avons choisi comme modéle une structure possédant une cavité de taille moyenne (environ

320 A% (figure 3.6).
A) B)

Figure 3.6. Représentation
du modéle structurale 3D de
la LTP1 1. A) Les ponts
disulfure sont indiqués en
jaune B) La cavité est
représentée en magenta

3.2 Alignement multiple
L’ alignement de la séquence modele de la LTP1_1 avec celles des quatre
autres LTP1 a été obtenu en réalisant un alignement multiple de séquences a I’aide du

logiciel CLUSTALW (figure 3.7).

10 20 30 40 50 60
LTP1_1 -AITCGQVTSNLAPCLAYLR----NTGPLGR-CCGGVKALVNSARTTEDRQIACTCLKSAAGAISGINLG
LTP1_2 -ALSCGQVQSGLAPCLPYLQ----GRGPLGS-CCGGVKGLLGAAKSPSDRKTACTCLKSAANAIKGIDMG
LTP1_3 APPSCPTVTTQLAPCLSY1Q----GGGDPSVPCCTGINNIYELAKTKEDRVAICNCLKTAFTHAGNVNPT
LTP1_4 APPSCQTVTTQLAPCLSY IQNRVKGGGNPSVPCCTGINNIYELAKTKEDRVAICNCLKNAFIHAGNVNPT
LTP1_5 -AISCGQVVTRLSPCINYVR----QGGALPAPCCSGIKALNNQATTTEDRQAACNCIKSAAASISGINFN

Cons c Vv L PC Y G CC G A DR CCKA

70 80 90
LTP1_1 KAAGLPSTCGVNIPYK-I1SPSTDCSKVQ-- 91 % identité similarité
LTP1_2 KAAGLPGACGVNIPCK-ISPSTDCSKVQ-- 91 72 83
LTP1_3 LVAQLPKKCGISFNMPPIDKNYDCNTISMY 96 38 54
LTP1_4 LVAELPKKCGISFNMPPIDKNYDCNTISMY 100 36 52
LTP1_5 LAGSLPSKCGVNLPYK-ISPSIDCSTVQ-- 92 63 72
Cons LP CG | DC

Figure 3.7 : Alignement multiple des séquences des 5 LTP1 réalisé avec le logiciel
CLUSTALMW. Les acides aminés strictement conservés entre les séquences sont indiqués dans la
séquence consensus (Cons) et coloriés: les cystéines en rouge, les glycines en gris, les acides
aminés hydrophobes en vert, ceux chargés en bleu.
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Cet alignement multiple révéle une séquence consensus de résidus strictement
conservés qui est proche de celle obtenue pour I’ensemble des LTP1, avec quelques
mutations conservatives de résidus hydrophobes (§ 2.2 figure 3 article). On remarque
également dans la famille des LTP1 de tabac, I’existence de deux sous-familles composées,
pour la premiere, des LTP1 1, LTP1 2 et LTP1_5, et pour la deuxiéme, des LTP1 3 et
LTP1 4. En effet, la LTP1 1 posséde un taux d’identité de séquence élevé avec les LTP1 2
et LTP1 5: 72 et 63 % respectivement, alors que pour les LTP1 3 et LTP1 4 le taux
d’identité n’excede pas 40 % (38 et 36 % respectivement). Si on s’intéresse maintenant
uniquement au taux de similarité de la LTP1_1 avec les autres LTP1, celui-ci est supérieur a
50 % quelle que soit la LTP1 considérée et permet d’envisager avec confiance I’utilisation de

la modélisation comparative.
3.3 Les structures 3D modeéles
Les structures 3D modeles des LTP1 de tabac ont été construites par modélisation

comparative sous contraintes géométriques a I’aide du logiciel MODELLER et évaluées
comme décrit dans le chapitre Matériels et Méthodes.

LTP1 3 LTP1_4

Figure 3.8 : Représentation des structures 3D de la famille des LTP1 de tabac. A, B, C)
structures 3D des LTP1_1, 2 et 5 avec la cavité représentée en magenta. D) structure 3D de la
LTP1_1 avec les acides aminés qui bordent la cavité (en vert). E et F) structures 3D des LTP1 3 et
4 avec leurs cavités en magenta et en vert les acides aminés qui modifient la taille et I’accessibilité

de la cavité comparativement a celles des LTP1_1, 2 et5 115-
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Les quatre LTP1 modélisées possédent le méme repliement que celui de la
LTP1 1 (figure 3.8) : 4 hélices o enroulées en spirale droite et suivies par un long segment
C-terminal. La différence structurale la plus notable s’observe au niveau de la boucle L1 de
la structure 3D de la LTP1 4. En effet, I’insertion de 4 acides aminés a ce niveau (figure 3.2)
provoque un allongement de cette boucle sans pour autant que le reste de la structure soit
affecté.

Les résidus qui bordent la cavité hydrophobe de la LTP1_1 sont pour la plupart
conservés dans les quatre LTP1 (figure 3.9). Les LTP1 2 et 5 possédent une cavité de taille
comparable & celle de la LTP1_1 (de I’ordre de 300 A%). Par contre, la cavité des LTP1_3 et
4 est deux fois plus petite car des résidus hydrophobes encombrants (149, F57 et V68,
numérotation de la LTP1_3) remplacent des alanines, réduisant ainsi le volume de la cavité
(figure 3.9).

On peut également noter que la tyrosine 79 connue pour intervenir dans la fixation et
I’insertion des lipides & une entrée de la cavité des LTPs, est remplacée dans la LTP1 2 par
une cystéine et par une méthionine dans les LTP1 3 et 4. Toutefois une phenylalanine
(Phe79 et Phe84 dans les LTP1 3 et 4 respectivement) vient, comme la tyrosine 79 des autres
LTP1 de structure connue, obstruer I’entrée de la cavité. Alors que pour la LTP1 2 la
cystéine qui remplace la tyrosine 79 est un résidu moins encombrant qui libére I’entrée de la
cavite.

10 20 30 40 50 60
LTP1_1 -AITCGQVTSNLAPCLAYLR----NTGPLGR-CCGGVKALVNSARTTEDRQIACTCLKSANGAISGINLG
LTP1_2 -ALSCGQVQSGLAPCLPYLQ----GRGPLGS-CCGGVKGLLGAAKSPSDRKITACTCLKSAANAIKGIDMG
LTP1_3 APPSCPTVTTQLAPCLSY 1Q----GGGDPSVPCCTG INNIYELAKTKEDRMAIIICNCLKTARTHAGNVNPT

LTP1_4 APPSCQTVTTQLAPCLSYIQNRVKGGGNPSVPCCTGINNIYELAKTKEDR CNCLKNAHIHAGNVNPT
LTP1_5 -AISCGQVVTRLSPCINYVR----QGGALPAPCCSGIKALNNQATTTEDR CNCIKS SISGINFN

70 80 90
LTP1_1 GLPSTCGVNIP)YK-1SPSTDCSKVQ-- 91
LTP1_2 GLPGACGVNIPCK-ISPSTDCSKVQ-- 91

LTP1_3 LMAQLPKKCGISFNMPPIDKNYDCNT ISMY 96
LTP1_4 LMAELPKKCGISFNMPPIDKNYDCNTISMY 100
LTP1_5 LAGSLPSKCGVNLPYK-I1SPSIDCSTVQ-- 92

Figure 3.9 : Alignement multiple de séquences des 5 LTP1 de tabac. Les acides aminés qui
bordent la cavité sont indiqués en vert, ceux qui modifient la taille et I’accessibilité des cavités des
LTP1 3 et 4 sont encadrés en vert. Ceux encadrés en bleu et en orange sont les résidus
contribuant au péle hydrophile mutés en résidus hydrophobes dans les LTP1_3 et 4.

L’étude des propriétés de complexation de la LTP1_1 a montré qu’elle n’était capable
de fixer qu’un seul phospholipide alors que les LTP1 de graines de ceréales en fixent deux.
L analyse des structures a révéleé (8 2.2 article) que cette différence provenait de I’obstruction

par un amas hydrophobe de la seconde entrée de la cavité observée dans les LTP1 de graines
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de céreales. Ce cluster hydrophobe propre a la LTP1 1 est constitué des résidus Tyrl7,
Leul8, Leu24, Leu69 et de la partie hydrophobe de la chaine latérale de Lys65. Dans toutes
les LTP1 de tabac, ces résidus sont strictement conservés ou mutés par des résidus
homologues. On peut méme noter que la Lys65 est remplacée par une leucine dans les
LTP1 3 et 4, conduisant a I’existence d’un cluster hydrophobe plus important pour ces deux
derniéres LTP1.

Nous avons déterminé les potentiels de lipophilie des 5 LTP1 de tabac (figure 3.10).
Les LTP1 1, 2 et 5 présentent un pble hydrophile définis par les résidus Glu42, Asp43,
Arg44, GIn45, Asp86 et Lys89 (résidus et numérotation pour la LTP1_1) alors que les
LTP1 3 et 4 n’en posseédent pas. En effet, dans les LTP1_3 et 4 certains residus hydrophiles
présents dans les LTP1 1, 2 et 5 sont remplacés par des résidus hydrophobes (figure 3.9). De
plus, ces deux protéines possédent une extension C-terminale de deux résidus hydrophobes
Met95 et Tyr96 (numérotation de la LTP1_3). Tous ces facteurs contribuent a une diminution
importante de I’hydrophilie de ce pdle dans ces deux LTP1 (figures 3.9, 3.10). Cette absence
de poble hydrophile des LTP1 3 et 4 suggere un mode de fixation de lipides différent des
autres LTP1. En effet, ce pole hydrophile se situe au niveau de la boucle L2 et de la partie
C-terminale, précisément dans la région identifiée comme [I’entrée présumée des

phospholipides dans la cavité de la LTP1_1 de tabac (8§ 2.2 article).

Hydrophobe

R44 Q45
LTPl_l . Hydrophile

Figure 3.10 : représentation des potentiels hydrophobes des LTP1 de tabac. A, orientation et
structure 3D de la LTP1_1 avec, annotés, les acides aminés définissant son pdle hydrophile. B, C, D,
E, et F, illustration des potentiels hydrophobes des LTP1 2, 5, 1, 3 et 4 avec annotés les acides
aminés intervenant dans le p6le hydrophile de LTP1_1 ou leur équivalent dans les autres sequences.
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3.4 Conclusion et perspectives

Comme on pouvait s’y attendre, compte tenu du fort taux de similarité de séquence
entre le modele et les protéines cibles, le repliement global des 4 autres LTP1 de tabac est
voisin de celui du modeéle LTP1 1. Nous avons remarqué pour les quatre LTP1 modélisées
que les résidus hydrophobes tapissant la cavité sont conservés. Cependant, dans les LTP1 3
et 4 certains résidus hydrophobes encombrants (isoleucine, phénylalanine, valine) remplacent
des alanines, modifiant ainsi la taille de la cavité et son accessibilité. De plus, la tyrosine 79,
qui intervient dans la complexation dans la LTP1_1 est remplacée par une methionine dans
les LTP1_ 3 et 4 et par une cystéine dans la LTP1_2, traduisant peut-étre un mode de
complexation différent. Enfin, nous avons observé une répartition des résidus hydrophiles et
hydrophobes différente dans les LTP1 3 et 4 ou le pble hydrophile qui est présent dans les
LTP1 1, 2 et 5 a disparu, suggérant peut-étre une fonction différente.

Dans ce cas particulier des LTP1_3 et 4, bien que le taux de similarité de séquence
soit important avec la LTP1 1 et les autres LTP1, on peut se demander si on ne se trouve pas
dans un cas limite de I’utilisation de la modélisation comparative. En particulier, dans la
région C-terminale ou la présence d’un doublet de prolines spécifique des LTP1 3 et 4 peut
considerablement modifier la structure de la boucle. La présence de nombreux résidus
aromatiques (4 Tyr et 2 Phe) peut aussi fortement affecter la taille de la cavité. Dans nos
modeles, seule la Phe79 vient bloquer I’entrée de la cavité, sans pour autant y pénétrer, mais
il n’est pas impossible que d’autres résidus aromatiques viennent en réalité s’y insérer. La
modélisation comparative ne permet pas encore de definir avec précision la conformation des
chaines latérales. Dans ce cas, on pourrait imaginer que la cavité est completement obstruée,

comme dans la protéine de graines d’oignon Ace-AMP1 qui ne fixe pas les lipides.

Pour aller plus loin dans ce travail et afin de confirmer ou infirmer les prédictions
structurales que nous avons obtenues par modélisation comparative, il serait intéressant
d’étudier plus en détails ces quatres LTP1 de tabac.

D’apres nos résultats, il apparait, d’une part, que les LTP1 2 et 5 sont proches sur le
plan structural de la LTP1_1. L étude de leur mode de complexation pourrait donc confirmer
I’existence d’une sous famille de LTP1 capable de ne lier qu’un seul lipide. Nous pourrions
ainsi identifier plus en détail les déterminants structuraux participant a la fixation des lipides.
D’autre part, les LTP1_3 et 4 apparaissent comme une nouvelle sous-famille structurale de

LTPL1. En effet, d’aprés nos résultats, ces LTP1 possedent une cavite de taille réduite et pas
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de péle hydrophile, suggérant un mode de fixation différent, et peut-é&tre méme une
impossibilité de complexation. Une étude structurale couplée a des études des propriétés de
complexation de I’'une de ces protéines pourrait nous aider dans la compréhension de la

fonction de cette famille de protéines.
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Le marquage en °N de la LTP1_1 de tabac nous a permis de réaliser, pour la premiére
fois, I’étude par RMN de la relaxation des noyaux >N d’une protéine de la famille des LTP1
nous donnant ainsi acces aux propriétés dynamiques de son squelette polypeptidique. Afin de
compléter cette étude et comparer nos données expérimentales a celles obtenues par le calcul,
nous avons effectué des simulations de dynamique moléculaire sur plusieurs nanosecondes.
Les résultats de ces etudes réalisées expérimentalement et « in silico » sur la LTP1_1 de tabac
sont exposes successivement dans ce chapitre. Ils nous ont éclairés sur les régions de la

LTP1_1 vraisemblablement impliquées dans la fixation des molécules lipidiques.

1. Etude par RMN de la dynamique interne de la LTP1 1 de tabac

1.1 Détermination des parameétres de relaxation du noyau >N

L’étude par RMN de la dynamique de la LTP1 1 a été réalisée sur un échantillon
uniformément marqué *°N présentant une concentration de 1,8 mM et un pH de 5,2. Les
expériences RMN ont été enregistrées sur un spectrométre Inova Varian a 600 MHz, a une
température de 293 K. Le traitement et I’analyse des données ont été effectués a I’aide des
logiciels NMRPipe (Delaglio et al. 1995) et NMRView (Johnson and Blevins 1994).

1.1.1 Mesures des vitesses de relaxation longitudinale R; et transversale R,

Afin de déterminer les valeurs des vitesses de relaxation longitudinale R; et
transversale R,, une série d’expériences de type HSQC a été enregistrée en faisant varier le
délai tr (cf. Matériels et Méthodes). Douze valeurs de ce délai ont été choisies afin
d’échantillonner au mieux les courbes de relaxation correspondant a R; et a R,. Pour Ry, il
s’agit de tr = 10, 60, 120, 180, 240, 300, 360, 480, 600, 900, 1200 et 1500 ms. Pour R; plus
rapide, tr = 10, 30, 50, 70, 90, 110, 130, 150, 170, 190, 210 et 230 ms.

Afin d’estimer I’erreur sur la mesure de I’intensité des pics, le spectre avec un délai tr
égal a 240 ms a été réalisé deux fois pour R; et les spectres acquis avec un délai tr de 10 et
50 ms ont également été doublés pour R,. Les figures 4.1 a, b et ¢ représentent quelques-uns
des spectres réalisés pour déterminer les valeurs des vitesses de relaxation R;. Celles-ci,
comme les vitesses de relaxation R,, ont été extraites en réalisant un ajustement de I’intensité
des pics croisés a I’aide d’une fonction monoexponentielle décroissante, comme nous I’avons

décrit dans le chapitre Matériels et Méthodes. Les figures 4.2 a et b illustrent respectivement
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I’ajustement des intensités des pics croisés extraites des spectres de mesure de R; et de R;

pour les résidus Alal6 et I1e81.
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Figure 4.1: Exemples de spectres
réalisés pour déterminer les vitesses
de relaxation R;. Les temps de
relaxation tr correspondant aux
spectres a, b, ¢ ont pour valeurs
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Figure 4.2 : Ajustements monoexponentiels des intensités des pics croisés extraites de la série de

spectres de mesure de R; (a) ou de R, (b). Cas des résidus Alal6 (m ) et 11e81 ( A ). Les barres

d’erreurs sont indiquées et leurs tailles sont inférieures a celles des motifs m et A
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Les valeurs des vitesses de relaxation longitudinale R; et transversale R, ont été
mesurées pour 83 résidus et sont réunies dans la figure 4.3. Pour des raisons de superpositions

de signaux, ces parameétres de relaxation n’ont pas pu étre obtenus pour les lysines 32 et 80.
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Figure 4.3 : Valeurs des vitesses de relaxation longitudinale R, et transversale R, des noyaux **N du
squelette le long de la séquence de la LTP1 1. Les éléments de structures secondaires sont
schématisés en haut de la figure. Les hélices sont représentées par des cylindres. Les paramétres de
relaxation concernant les résidus impliqués dans ces structures secondaires sont coloriés en gris

fonceé.

La valeur moyenne de la vitesse de relaxation Ry des noyaux *°N de la LTP1_1 de
tabac est de 2,09+ 0,15 s™. La valeur de R; est homogene tout au long de la séquence ; en
effet, tres peu de résidus présentent une valeur supérieure ou inférieure de plus d’un écart type
a celle de la moyenne. On peut toutefois remarquer que les résidus Cys4, Gly5 et Arg26,
Ser84 et Ser88 présentent une valeur de R; importante (> 2,4 Hz). Ces résidus se situent en

positions N- et C- terminales ou au niveau de la boucle L1 pour I’arginine 26, c'est-a-dire

- 125 -



ppm

15N

Dynamique de la LTP1_1

dans des régions de la protéine tres exposées au solvant, ce qui explique des valeurs de R;
éleveées.

La valeur moyenne des vitesses de relaxation transversale R, est de 7,76 + 2,26 s™.
Tout au long de la sequence, les valeurs de R, oscillent faiblement autour de la valeur
moyenne. En effet, la majorité des résidus (70 sur 83) présentent des valeurs de R, comprises
entre 5 et 10 Hz. Ces derniéres ne varient donc pas de plus d’un écart type par rapport a la
moyenne. Six résidus (lle2, Thr3, Cys4, Leu51, Ser59, Ile81) possedent cependant une valeur
de R, significativement élevée (> 12 Hz). Ces residus pourraient étre impliqués dans un

phénomene d’échange chimique et avoir de ce fait un terme de relaxation supplémentaire.

1.1.2 Mesure de I’effet NOE hétéronucléaire *H-""N.

Pour la mesure de I’effet NOE hétéronucléaire *H-"°N, le délai d’irradiation des 'H a
été fixé a 5 s, soit environ 10 fois la valeur moyenne du T; des noyaux >N mesuré pour la
LTP1 1 de tabac. Les deux spectres correspondant aux deux expériences avec et sans
irradiation des protons sont illustrés par la figures 4.4. Comme pour R; et Ry, les mesures ont

été faites sur 83 résidus et sont récapitulées dans la figure 4.5.
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Figure 4.4 : Spectres réalisés pour mesurer le NOE hétéronucléaire *H-"°N de la LTP1_1 a) sans

irradiation des 'H et b) avec irradiation des 'H.

Les résidus de la LTP1 1 présentent une valeur moyenne de NOE hétéronucléaires
'H-*N de 0,72 + 0,07. Huit résidus (lle2, Arg39, 1le77, Tyr79, 1le81, Asp86, Lys89 et Val90)

présentent des valeurs de NOE inférieures a 0,65 suggérant que ces derniers présentent une
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dynamique interne importante. Ces résidus sont situés dans trois régions différentes de la

protéine : les parties N- et C- terminales et la boucle L2 (Arg39).
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(lH_15N)

0,9 1
0,8 1
0,7 1
0,6 1
0,5 1
0,4 1
0,3
0,2 1

0,1 1

Al TCGQVTSNLAPCLAYLRNTGPLGRCCGGVKALVNSARTTEDRQIACTCLKSAAGA | SGI NLGKAAGLPSTCGVNI PYK | SPSTDCSKVQ
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Figure 4.5 : Valeurs du NOE hétéronucléaire *H-"N le long de la séquence de la LTP1_1

1.1.3 Détermination du temps de corrélation 1.

Pour déterminer le temps de corrélation de la LTP1 1 nous avons calculé la valeur

moyenne des rapports R,/R; des résidus impliqués dans les hélices (a I’exception de Leu51

qui présente un R, élevé) en considérant un modele de diffusion isotrope qui suffit pour

satisfaire les données expérimentales de relaxation (figure 4.6). La valeur obtenue,

5,3+ 0,1 ns, correspond a la valeur attendue pour une protéine globulaire de cette taille.
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en fonction de la séquence de la LTP1_1.
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1.2 Interprétation des parameétres de relaxation par le formalisme de Lipari-Szabo.

Les données de relaxation obtenues expérimentalement ont été interprétées par le
formalisme de Lipari Szabo a I’aide du logiciel Fast-Modelfree, comme décrit dans le chapitre
Matériels et Méthodes. Les résultats obtenus sont rassemblés dans la figure 4.7 :
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Figure 4.7 : Valeurs des différents paramétres ajustables des modéles utilisés par le logiciel
Fast-Modelfree en fonction de la séquence. a) le paramétre d’ordre S b) le temps de corrélation des
mouvements internes ze, ) la vitesse d’échange chimique Re et d)le numéro du modele utilisé pour
I’ajustement. Les modeles sont représentés par un code couleur : rouge pour le modele 1, jaune pour
2, cyan pour 3 et magenta pour 4. Le numero 6 colorié en gris signifie qu’aucun des 5 modéles de

Fast-Modelfree n’a pu satisfaire les données expérimentales.
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L’analyse effectuée a I’aide du logiciel Fast-Modelfree a permis d’ajuster les
parameétres de relaxation de tous les résidus a I’exception de la cystéine 4 pour lequel aucun
modele n’était satisfaisant et des lysines 32 et 80 pour lesquelles les paramétres n’étaient pas
mesurables. La majorité de ces paramétres (47 résidus sur 83) a été décrit par le modéle 1 (S°).
Il s’agit de 47 résidus répartis uniformément tout au long de la séquence (figures 4.7 a et d),
confirmant que la LTP1 1 de tabac se meut en solution de maniere isotrope. En effet, le
modele 1 ne considere qu’un seul type de mouvement, avec un temps de corrélation 1. unique
correspondant a celui de la protéine. Les mouvements des vecteurs N-H de ces résidus sont
donc uniquement dépendants du mouvement global de la protéine.

Environ 1/3 des résidus (26 sur 83) ont été interprétés par le modele 2 correspondant
au formalisme de Lipari-Szabo originel « a deux paliers » qui ne considere que deux types de
mouvements se déroulant sur deux échelles de temps distinctes. Le premier correspond au
mouvement global de la protéine, avec un temps de corrélation isotrope t. qui est égal pour la
LTP1 1 a 5,3 ns. Le second caractérise les mouvements internes des vecteurs N-H de ces
résidus qui présentent un temps de corrélation interne t. de I’ordre de la picoseconde. La
valeur moyenne de Tt pour les résidus considéreés est égale a une centaine de picosecondes
environ. Ces résidus présentent donc une dynamique interne simple, sans intervention d’un
terme d’échange R, et sont répartis tout au long de la séquence (figures 4.7 a, b et d).

Les modeles 3 et 4 correspondant respectivement aux modeles 1 et 2 avec un terme
d’échange chimique supplémentaire (Rex) ont permis de modéliser les mouvements internes
des vecteurs N-H de 9 résidus : 6 résidus par le modéle 3 et 3 résidus par le modéle 4
(figures 4.7). Ces résidus sont situés dans les parties N- et C-terminales de la LTP1 1 (lle2,
Thr3 et 1le81), les hélices H1 et H3 (Thr8, Alal2, Thr49, L51) et la boucle L3 (Gly56 et
Ser59). De plus, ces résidus se trouvent essentiellement a proximité des ponts disulfure
(Cys4-Cys50, Cys14-Cys27, Cys28-Cys73, Cys48-Cys87) ou des tyrosines (Tyrl7 et Tyr79),
ce qui peut expliquer I’origine des termes supplémentaires d’échange chimique. En effet, les
courants de cycle des chaines latérales aromatiques créent de forts gradients de déplacement
chimique provoquant des chemins de relaxation efficaces et conduisant par conséquent a des
vitesses de relaxation plus élevées pour les noyaux proches de ces cycles. De la méme fagon,
I’isomérisation conformationnelle des ponts disulfure peut étre a I’origine de I’augmentation
des vitesses de relaxation des noyaux qui sont a leur voisinage.

Les paramétres d’ordre S? calculés pour les vecteurs N-H des résidus de la LTP1_1

(figure 4.7 a et tableau 4.1) montrent que cette derniere est structurée en solution et que ses
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mouvements internes sont trés restreints. En effet, la valeur moyenne des S? tout au long de la
séquence est élevee et égale a 0,89. Elle augmente jusqu’a 0,93 pour les résidus impliqués
dans les hélices. Méme les résidus des régions N-et C-terminales présentent des S? élevés. Par
exemple, la moyenne est de 0,87 pour I’ensemble du segment C-terminal (tableau 4.1), alors
que pour la plupart des protéines les valeurs n’excédent pas 0,6 dans ces régions. Les seuls
résidus qui montrent des valeurs de S? relativement faibles (<0,7) sont situés au niveau de la
boucle L2 (Arg39 et Thr40) et dans la partie C-terminale pour les résidus 1le77 et Tyr79,
suggérant que ces régions présentent des mouvements internes d’amplitude importante. Les
paramétres d’ordre S? sont illustrés sur la structure tridimensionnelle de la LTP1_1 dans la

figure 4.8.

Régions de la LTP1 1 s?
Résidus (2-91) 0.89 +0.03
Hélices o (H1 a H4) 0.91+£0.03
Hélice H1 (4-18) 0.92 +0.03
Hélice H2 (27-37) 0.88 +0.03
Hélice H3 (42-55) 0.93+0.03
Hélice H4 (63-72) 0.92 £0.03
Segment C-terminal (73-91) 0.87 £0.03

Tableau 4.1 : Valeurs moyennes des paramétres d’ordre S* dans différentes régions de la LTP1_1.

1.00

0.69
Figure 4.8: Réprésentation des valeurs du paramétre d’ordre S® le long de la structure

tridimensionnelle de la LTP1_1. L’échelle des couleurs est indiquée en bas a droite. Les résidus pour

lesquels le S? n’a pu étre déterminé sont en blanc.
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1.3 Discussion

La mesure des parameétres de relaxation des noyaux >N de la LTP1_1 de tabac a mis
en lumiére les propriétés de dynamique particulieres de son squelette peptidique.

Tout d’abord, la valeur du temps de corrélation global de la LTP1 1, t.=5,3+ 0,1 ns,
montre que la protéine est sous forme monomérique en solution. En effet, cette valeur est
comparable a celle mesurée dans les mémes conditions pour des protéines de méme taille. Par
exemple, le temps de corrélation global de la partie C-terminale de la calmoduline, qui
comporte 90 résidus, a été estimé a 5,3 ns a une température de 291 K et a pH 6.0 (Evenas et
al. 1999).

L’analyse des valeurs des paramétres d’ordre S* de la LTP1_1 a montré qu’elle est trés
bien structurée en solution et que ses mouvements internes sont tres restreints. Ces résultats
s’expliquent d’une part par le fait que plus de la moitié des résidus sont impliqués dans les
hélices (50 résidus sur 91) et que d’autre part la LTP1 1 posséde quatre ponts disulfure. Ces
résultats sont cohérents avec les propriétés biophysiques des protéines de la famille des LTP1.
En effet, comme nous I’avons vu dans le premier chapitre de rappels bibliographiques, les
LTP1 sont des protéines extrémement stables : elles résistent a la dénaturation chimique, a des

températures élevées et a certaines protéases (Lindorff-Larsen and Winther 2001).

Cette étude a également réveélé une dynamique particuliere de la LTP1_1 au niveau de
la région definissant I’entrée de la cavité (figure 4.9). L analyse des mouvements des vecteurs
N-H montre que les résidus de la boucle L2 (Arg39 et Thr40) et de la partie C-terminale
(lle77 et Tyr79) présente une dynamique importante (faibles valeurs des NOE
hétéronucléaires et des S%). De plus, I’ajustement des paramétres de relaxation de I’isoleucine
81 fait intervenir un terme d’échange chimique qui peut étre dd a la proximité de la tyrosine
79 ou a différentes orientations de la chaine latérale de cette isoleucine. Ces résultats, ajoutés
a ceux des études d’interactions entre le LMPC et la LTP1_1, fournissent un faisceau de
présomptions sur I’implication des résidus Arg39, Thr40, 1le77, Tyr79 et 1le81 dans la
définition de I’entrée de la cavité de la LTP1_1 et sur leur rdle dans la fixation des molécules
lipidiques (figure 4.9). En effet, ces résidus présentent une forte variation de leurs
déplacements chimiques lors de la complexation et sont ceux dont la dynamique est la plus

importante au sein de la protéine.
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Figure 4.9 : Illustration des résidus
impliqués dans la définition de
I’entrée de la cavité. Les résidus sont
indiqués en vert: Arg39, Thr40,
lle77, Tyr79 et 11e81.

Entrée de la
L2 cavité

Afin de réaliser une description tridimensionnelle des mouvements atomiques de la
LTP1 1 et de comprendre le mode d’insertion des molécules lipidiques, nous avons entrepris
d’effectuer des simulations de dynamique moléculaire. Celles-ci présentent I’avantage de
procurer des informations a la fois quantitatives et qualitatives sur les mouvements des
macromolécules et constituent une approche complémentaire de I’approche expérimentale.

Nous avons donc réalisé, dans un premier temps, une simulation a température
ambiante (293K) afin de vérifier la stabilité de notre systeme dans les conditions de
simulation utilisées, puis deux simulations a haute température (500K) afin d’étudier les

possibilités de dépliement de la LTP1 1.

2. Simulation de dynamique moléculaire a 293K

La premiére étape de notre étude de dynamique moléculaire in silico consacree a la
LTP1 1 a été effectuée a température ambiante en utilisant le protocole présenté dans le
chapitre Matériels et Méthodes. Cette dynamique moléculaire a été réalisée pour vérifier la
stabilité de la structure de la LTP1_1 dans le champ de force de CHARMM, a partir d'une
structure RMN présentant a la fois une énergie NOE faible (environ 15 kcal/mol) et une taille

de cavité moyenne (environ 320 A®). Cette simulation a été effectuée sur une période de 5 ns.
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2.1 Stabilité de la LTP1_1 de tabac

Le parametre le plus simple et le plus informatif pour quantifier les résultats de notre
dynamique moléculaire est le RMSD (Root Mean Square Deviation) qui permet d'accéder aux
fluctuations des positions atomiques par rapport a une structure de référence. Le calcul des
RMSD a été réalisé sur les atomes C,, de la totalité du squelette peptidique, de chacune des 4
hélices o et de la partie C-terminale (figure 4.10 et tableau 4.2). L’analyse du RMSD sur le
squelette peptidique en fonction du temps, par rapport a la structure RMN de départ
minimisée, révele des variations significatives sur les 500 premieres ps puis une stabilisation
avec I’apparition d’un plateau autour d’une valeur moyenne de 1,94 + 0,18 A. Les variations
observées sur les 500 premiers pas correspondent a une « équilibration du systéeme » dans le
champ de force de CHARMM, entrainant un réajustement des coordonnées de la protéine par
rapport a celles de la structure expérimentale initiale. Les valeurs moyennes de RMSD
calculées sur les 4 hélices a. sont plus faibles (~0,5 A), a I’exception de I’hélice H1 qui
présente un RMSD deux fois plus important que les autres, 1,03 + 0,22 A, résultant d’un
réarrangement conformationnel notamment au niveau du coude de I’hélice. Les atomes C,, du
segment C-terminal présentent les plus grandes fluctuations, 1,82 + 0,25 A, suggérant une
flexibilité plus importante de cette région de la LTP1_1 par rapport aux structures secondaires
(figure 4.10 et tableau 4.2). De plus, on observe que ces fluctuations sont corrélées a celles de
I’ensemble du squelette peptidique (1,94 + 0,18 A).

Les faibles valeurs des écarts types montrent la remarquable stabilité de la structure
3D de la LTP1_1 apres que I’équilibre du systeme (protéine/molécules d’eau) a été atteint.
L analyse des valeurs moyennes des RMSD calculés, par rapport a la structure 3D de la
LTP1_1 a I’équilibre confirme la stabilité de cette structure. En effet, ces RMSD sont plus
faibles que ceux calculés par rapport a la structure expérimentale, comme par exemple le
RMSD sur les atomes C, du squelette peptidique qui est réduit d’environ 1/3, passant de
1,94+ 0,18 A 41,39 + 0,25 A (tableau 4.2). On remarque une flexibilité réduite des hélices
dont les fluctuations sont faibles aprés 500 ps, notamment pour I’hélice H1 qui, aprés sa
déviation par rapport a la structure initiale, présente un RMSD similaire a ceux des 3 autres
hélices restées plus proches de la structure 3D expérimentale. Toutefois, malgré ses
réarrangements conformationnels, I’hélice H1 conserve sa particularité structurale : un coude

marqué au niveau de la proline 13.
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T T T T T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000

Temps (ps)
Figure 4.10 : RMSD calculé sur les C,, des différents segments de la protéine : en rouge le squelette,

en rose I’hélice H1, en jaune H2, en bleu H3, en vert H4, en noir la partie C terminale.

Résidus Atomes Ca H1 H2 H3 H4 C-terminal
1-91 4-18 27-37 42-55 63-72 73-91

MD (293K)* 1,94+0,18 A 1,03+022A 046+0,12A 053+0,10A 046+011A 1,82+0,25A
MD (293K)? 1.39+0,25A 055+0,15A 043+0,20A 044+0,11A 043+014A 150+0,24A

! Calcul du RMSD par rapport de la structure RMN minimisée
2 Calcul du RMSD par rapport de la structure aprés équilibration (500 ps)

Tableau 4.2 : RMSD sur différents segments de la LTP1 1.

Cette grande stabilité de la structure globale de la LTP1_1 est confirmée par d’autres
analyses : par exemple I’évolution du rayon de giration montre que le rayon moyen de la
protéine ne varie pas au cours de la simulation & 293K, avec une valeur moyenne de 12,3 A et

un écart type inférieur 4 0,2 A (figure 4.11).
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Figure 4.11 : Rayon de giration de la LTP1_1 tout au long de la simulation.
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De méme, I’analyse des distances entre les C, des cystéines engagées dans les ponts
disulfure (Figure 4.12) montre qu’elles restent quasiment constantes au cours de la simulation

avec des fluctuations voisines de 0,2 A.
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0 500 1600 1500 2600 2500 3(;00 3500 4(;00 4500 5000

Temps (ps)
Figure 4.12 : Distances C,_C, dans les ponts disulfure : noir 4-50, bleu 14-27, jaune 28-73, rouge
48-87.

Enfin, la détermination du pourcentage de liaisons hydrogene i, i+4 caractéristiques
des helices a, sur une ensemble de structures séparees de 50 ps, montre la persistance et la

stabilité des structures secondaires de la LTP1_1 tout au long de la simulation (figure 4.13).
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Figure 4.13 : Pourcentage de liaisons hydrogéne (LH) i, i+4 déterminé sur le squelette peptidique

de la LTP1 1 tout au long de la simulation de dynamique moléculaire de 5ns.

Une représentation sous forme de «boudin» de cet ensemble de structure
(figure 4.14), avec un rayon de cylindre proportionnel au RMSD par rapport a la structure
moyenne, illustre la faible variabilité des structures secondaires. Les zones ou la dynamique

est la plus marquée sont le C-terminus et les boucles.
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180°

Figure 4.14 : Représentation «en forme de boudin» de 50 structures 3D de la LTP1_1
correspondant & un ensemble de conformations obtenues toutes les 100 ps® tout au long de la
simulation de dynamique moléculaire. Le rayon du cylindre est proportionnel au RMSD par rapport

a la structure moyenne

La caractéristique principale des protéines de transfert de lipides est la présence d’une
cavité hydrophobe au cceur de la protéine. La taille de celle de la LTP1_1 varie tout au long
de la dynamique, essentiellement en raison des fluctuations de la position du segment
C-terminal et des chaines hydrophobes des résidus tapissant la cavité. Son volume moyen est

de 210 A% avec une fluctuation importante de 100 A® environ.

3. Simulations de dynamique moléculaire a 500K

Afin de poursuivre notre étude de la dynamique de la LTP1_1, nous avons effectué
une étude a haute température (500K). La structure initiale utilisée est celle obtenue en fin de
dynamique a température ambiante, sur laquelle nous avons appliqué la procédure de
chauffage décrite dans le chapitre Matériels et Méthodes. Deux simulations a haute
température ont été réalisées en modifiant la valeur des vitesses initiales, afin de s’assurer de
la reproductibilité des résultats observés. Ces deux simulations a haute température ont été
effectuées sur une période de 3 ns. L'objectif d'une simulation a 500K est d’utiliser une
température élevee pour accélérer la dynamique de la protéine, afin d'observer un éventuel
mécanisme d'ouverture de la cavité hydrophobe. De tels mouvements ne pourraient étre

observés a 293K dans des limites de temps de calcul raisonnables.
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3.1 Comportement de la LTP1 1

Les deux simulations de dynamique moléculaire a haute température ont révélé des
comportements identiques de la protéine, comme le traduisent les valeurs moyennes des
RMSD calculés sur différentes régions de la LTP1 1 (tableau 4.3). Par conséquent, par souci
de clarté, je ne vais présenter que les analyses réalisées sur la premiere trajectoire de
dynamique moléculaire a haute tempeérature. Ces analyses sont pour la plupart identiques a
celles effectuées pour la simulation a température ambiante, nous permettant ainsi d'observer
de nettes différences au niveau de la stabilité de la protéine. Elles ont portées sur les calcul du
RMSD sur différentes régions de la protéine, celui du rayon giration et des distances C ,-C ,
des cystéines impliquées dans les ponts disulfure. Ces résultats sont exposés respectivement

dans les figures 4.15 a, b et c.

Résidus Atomes Ca H1 H2 H3 H4 C-terminal
1-91 4-18 27-37 42-55 63-72 73-91

MD (500K)' 5,32+166A 1,79+098A 186+1,07A 134+064A 308+102A 433+127A
MD (500K)* 5,03+169A 168+077A 188+1,04A 104+040A 2,76+122A 459+135A

et 2 numéro de chaque simulation, I’analyse présentée est celle correspondant a la trajectoire numéro 1.
Tableau 4.3 : RMSD sur différents segments de la LTP1_1.

9
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A haute température, on observe un dépliement partiel de la protéine. En effet, la
valeur du RMSD sur les atomes C, du squelette peptidiqgue augmente rapidement,
(figure 4.15 a), pour atteindre une valeur maximale de 8 A aprés 2,1 ns de simulation. Cette
valeur se stabilise autour de ce maximum jusqu’a la fin de la dynamique. De la méme facon,
on remargue une augmentation progressive du rayon de giration de la protéine qui atteint une
valeur maximale proche de 14 A aux alentours de 2,5 ns de dynamique (figure 4.15 b). Le
rayon de giration diminue ensuite & une valeur proche de 13 A & la fin de la dynamique.
Néanmoins, on peut remarquer que le rayon de giration n’augmente pas de maniere important,
ce qui traduit le maintien d’une structuration partielle de la protéine tout au long de la
simulation. Cette persistence de structuration de la LTP1 1 est a corréler avec la présence des
quatre ponts disulfure qui maintiennent la forme globulaire de la protéine. En effet, la valeur
moyenne des distances C,_C,, (figure 4.15 c) des cystéines impliquées dans les ponts disulfure
est proche de celle obtenue lors de la simulation de dynamique a température ambiante, autour
de 5,8 A.

Si on s’intéresse plus particulierement a certaines régions de la protéine, on observe
des comportements différents de chacune des hélices ainsi que du segment C-terminal
(figure 4.15 a). L’analyse des RMSD sur les atomes C,, révéle de tres grandes fluctuations du
segment C-terminal avec un RMSD variant entre 1,5 et 6,6 A avec une valeur moyenne de
4,3 A. Au niveau des hélices o, on remarque un comportement similaire des hélices H1 et H3
qui s’éloignent faiblement de leur conformation initiale. En effet, pendant les 2 premieres ns
de simulations, les hélices H1 et H3 sont proches de leur conformation initiale avec un RMSD
voisin de 1,1 A ; puis sur la fin de la simulation, on observe une augmentation du RMSD qui
atteint un plateau & 2,1 A pour I’hélice H3 et & 3,1 A pour H1. Les hélices H2 et H4 présentent
un comportement totalement différent. L’hélice H4 s’éloigne tres rapidement de sa
conformation initiale aprés 500 ps de simulation pour atteindre une valeur plateau de son
RMSD voisine de 3,6 A. L’hélice H2, quant a elle, s’éloigne de sa conformation initiale aux
alentours de 1,2 ns de simulation et la valeur de son RMSD se stabilise ensuite autour de 2,6
A. Une analyse des structures secondaires dans les conformations de la LTP1_1 séparées de
100 ps tout au long de la simulation révele que certaines hélices o sont progressivement
déstructurees (figure 4.16). Ces résultats sont en accord avec ceux observes pour les RMSD :
on remarque ainsi que les hélices H4 puis H2 se déstructurent progressivement au cours de la
simulation ; I’hélice H2 disparait totalement alors que les hélices H1 et H3 présentent une
stabilité plus importante.
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Figure 4.16 : Positionnement des structures secondaires sur la LTP1_1 en fonction du temps de
simulation. (La présence d'un H indique une hélice «, et le — indique une absence de structure
secondaire).

Afin d’identifier les mouvements des différentes régions de la LTP1_1, nous avons
réalisé en complément des analyses précédentes, un examen visuel des différentes
conformations obtenues au cours de la simulation,. Cette étude a révélé, qu’apres 1,5 ns de
simulation, la LTP1_1 adopte des structures intermédiaires entre I’état natif et celui dénaturé.
Les hélices H2 et H4 sont presque entierement déstructurées et les valeurs des RMSD
dépassent 3 A pour la plupart des régions de la LTP1 1, & I’exception des hélices H1 et H3
dont le RMSD est voisin de 1 A (figures 4.15 a et 4.16).

L’analyse de la taille de la cavité tout au long de la simulation révele une
augmentation progressive de son volume, résultat du soulévement de la région C-terminale.

Le volume de la cavité de la LTP1 1 atteint une valeur maximale de 1150 A% & 1,5 ns de
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simulation. Ensuite, la forme globulaire et la cavité de la LTP1_1 ne persistent que grace a la
présence des quatre ponts disulfure et le volume de la cavité est difficile a définir. Cette partie
de la dynamique n’a donc pas été exploitée plus en avant.

L’examen des conformations sur les premieres 1,5 ns montrent que trés rapidement
dés 400 ps, le segment C-terminal de la LTP1_1 se comporte comme un couvercle qui se
souleve et qui s’éloigne fortement de sa position initiale. La figure 4.17 A illustre ce
mouvement : la région Val75-Ser84 du segment C-terminal adopte une conformation étendue
qui se positionne parallelement a I’hélice H4, alors que la région Thr85-GIn91 devient
paralléle a I’hélice H3.

A)

a L1 b C d

Figure 4.17 : Représentation de différentes conformations des LTP1 de tabac et de blé au cours
de simulations de dynamique moléculaire a haute température. A) Conformations de la LTP1_1
de tabac : a) référence au début de la simulation ; b) 0,5 ns ; ¢) 1 ns et d) 1,4 ns. B) Conformation
de la LTP1 de blé adaptée de (Sy et al. 2003): a) référence au début de la simulation ; b) 0,5ns ; ¢)
1nsetd)1,35ns.
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Afin d’évaluer quantitativement I’amplitude des mouvements de la LTP1_1 au cours
des premieres 1,5 ns, plusieurs distances caractéristiques ont été mesurées sur des
conformations  séparées de 100 ps. Trois distances, C,11 (H1)-C,31 (H2),
Cq11 (H1) C,51 (H3) et C,31 (H2)-C,51 (H3) permettent d’évaluer les mouvements relatifs
des hélices H1, H2 et H3. Deux distances, C.,40 (L2)-C,78 (C-term) et C,20 (L1)-C,60 (L3),
quantifient respectivement les mouvements entre la boucle L2 et la partie C-terminale et entre
les boucles L1 et L3, ces deux régions constituant des entrées possibles de la cavité
(figure 4.18). Comme on le remarque sur la figure 4.18, les distances calculées entre les 3
hélices sont plutdt stables au cours de la dynamique, la plus grande variation est observée
entre les helices H2 et H3. La distance entre la boucle L2 et la partie C-terminale qui contrdle
I’ouverture de la premiére entrée de la cavité de la LTP1 1 présente la plus grande variation.
En effet, celle-ci augmente rapidement de 10 A & 23 A & 1000 ps de simulation. En revanche,
la distance entre les boucles L1 et L3, permettant de suivre I’ouverture de I’autre entrée

possible de la cavité, ne varie pas au cours de la simulation.
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Figure 4.18 : Distances interatomiques entre différentes régions de la LTP1_1 sur une série de
conformations séparées de 100 ps : en == distance HI-H2, C,(11)-C(31), en e distance HI-H3,
Co(11)-Cy(51); en A distance H2-H3, C,(31)-C,(51) ;en ¢ distance L2-C-term, C,40(L2)-C,78
(C-term) et en m distance L1-L3, C,(20)-C60)

3.2 Discussion

La simulation de la dynamique moléculaire a température ambiante de la LTP1_1 de
tabac a mis en évidence la remarquable stabilit¢ de sa structure tridimensionnelle. Ses
structures secondaires, ainsi que sa cavité hydrophobe, sont présentes tout au long de la
dynamique moléculaire. Les 4 hélices o constituent les régions de la protéine qui possedent

les valeurs de RMSD sur les atomes C,, les plus faibles, avec des fluctuations allant de 0,3 a
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0,7 A. Le segment C-terminal (Cys73-GIn91) montre une flexibilité importante avec un
RMSD moyen de 1,5 A en accord avec les résultats de notre étude RMN sur la dynamique
interne du squelette de la LTP1 1. Cette flexibilité au niveau de la région C-terminale
entraine une variation du volume de la cavité entre 100 et 300 A3 A titre comparatif, les
cavités calculées pour I’ensemble des conformations de la LTP1_1 deduites des données
RMN (cf. Chapitre 3) possédent une taille moyenne de 320 + 40 A3. Ces variations traduisent
une « respiration » de la protéine entrainant par conséquent une augmentation/diminution de
la taille de la cavité.

Les simulations de la dynamique de la LTP1_1 effectuées a haute température nous
ont permis de localiser les régions de la LTP1 1 qui sont susceptibles de subir des
mouvements de large amplitude. Le cceur hydrophobe de la protéine reste trés stable durant
les premieres 1,5 ns de la simulation, les distances caractéristiques mesurées entre les hélices
H1, H2 et H3, (figure 4.18) ne variant que faiblement. En revanche, le segment C-terminal
s’écarte tres rapidement de sa position initiale avec un soulévement de la région comportant
les résidus Val75 a Ser84. La distance C,40 (L2)-C,78 (C-term) qui quantifie ce mouvement
augmente brusquement & partir de 500 ps de simulation pour atteindre une valeur de 23 A a
1 ns de simulation et se stabiliser ensuite autour d’une valeur de 20 A. On observe donc une
ouverture de la cavité entre la boucle L2 et la région C-terminale incluant plus
particulierement les résidus Val75 a Ser84. On observe notamment que le résidu Tyr79
obstruant initialement I’entrée de la cavité se déplace trés fortement. lls se trouve alors
totalement exposeé et libere I’ouverture de la cavité. Une étude de dynamique moléculaire a
haute température réalisée sur la LTP1 de blé (Sy et al. 2003) avait déja mis en évidence
I’importance de ce résidu tyrosine dans I’ouverture de la cavité (figure 4.17 B). Mais cette
étude avait révéle I’ouverture d’une deuxiéme entrée aux alentours de 1 ns de simulation
(figure 4.17 B) mettant en jeu I’écartement des boucles L1 et L3 et conduisant a une
augmentation considérable de la distance C,20 (L1)-C,60 (L3) passant de 12 A & plus de
30 A aprés 1 ns de simulations (Sy et al. 2003). Dans la simulation de la LTP1_1 de tabac une
telle ouverture n’est pas observée et la distance C,20 (L1)-C,60 (L3) reste stable (~ 13 A)
(figures 4.17 A et 4.18). Les résultats de la simulation de la dynamique de la LTP1 de blé sont
corrélés aux études expérimentales qui ont montré la capacité des LTP1 de graines de céréales
a fixer 2 molécules amphiphiles. En particulier, la structure cristallographique
(Charvolin et al. 1999) de la LTP1 de blé révele que 2 phospholipides (LMPC) s’inserent téte
béche dans la cavité. De méme, la structure cristallographique de la LTP1 de riz en complexe
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avec I’acide palmitique établie réecemment par 1’équipe de Y.J. Sun (Cheng et al. 2004b) met
en évidence une organisation identique des deux lipides dans la cavité. Contrairement aux
LTP1 de graines de céréales, les résultats de simulation a haute température pour la LTP1 1
de tabac montrent I’existence d’une unique entrée pour la cavité. Ces résultats confirment
ceux observés lors de I’étude de la dynamique interne par RMN du squelette peptidique de la
LTP1 1 qui montrent que les régions presentant une flexibilité notable sont la boucle L2
(Arg39, thr40) et le segment C-terminal avec les résidus Ile77, Tyr79 et 1le81. De plus ils
permettent de valider I’hypothése que nous avons émise de I’existence d’une seule entrée de
la cavité de la LTP1_1 de tabac pour expliquer ses propriétés particuliéres de complexation.

4. Conclusion et perspectives

Dans ce travail, nous avons étudiée la dynamique interne de la LTP1_1 par RMN et par
simulation de dynamique moléculaire a température ambiante et a haute température. Notre
objectif était de déterminer les propriétés dynamiques du squelette peptidique de la LTP1_1 et
d’identifier les régions de la protéine impliquées dans la fixation de molécules amphiphiles
telles que les phospholipides.

Dans un premier temps, les études de dynamique interne par RMN du squelette
peptidique de la LTP1 1 et de simulation de dynamique moléculaire a température ambiante
ont montré une remarquable stabilité de la structure 3D de la protéine. En effet, en dehors de
quelques modifications mineures de la structure 3D, la seule région présentant une certaine
flexibilité est le segment C-terminal (73-91). L’analyse de la dynamique interne par RMN du
squelette peptidique de la LTP1 1 a révélé des mouvements moléculaires internes de grande
amplitude dans la gamme de la picoseconde a la nanoseconde pour les résidus impliqués dans
la définition de I’entrée de la cavité (boucle L2 et segment C-terminal). Toutefois, I’analyse
dynamique que nous avons réalisée a un seul champ magnétique et a une seule température
n’est pas suffisante pour déterminer d’éventuelles mouvements du squelette dans la gamme de
temps allant de la microseconde a la milliseconde. Une étude plus approfondie de la
dynamique interne de la LTP1_ 1 a différents champs magnétiques, mais également a
différentes températures, pourraient réveler ce type de mouvement.

Les simulations de dynamique moléculaire a haute température ont également mis en
évidence les régions de la protéine qui sont les plus stables et celles qui présentent des

mouvements de plus grande amplitude. On a remarqué une forte déstructuration des structures
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secondaires, notamment pour les hélices H2 et H4 qui se déplient trés rapidement. Au niveau
des entrées possibles de la cavité, nous avons montré que la LTP1_1 de tabac posseéde une
seule et unique ouverture alors que celles des graines de céréale en possédent deux.
Cependant, quelle que soit la LTP1 considérée, on remarque le réle essentiel de la tyrosine 79,
tres conservée parmi les LTP1, dans I’ouverture de I’entrée commune des cavités de ces LTP1
de graine de céréale.

Afin de compléter les résultats que nous avons obtenus par RMN et in silico sur la
dynamique de la LTP1_1 de tabac, des études semblables a celles que nous avons effectuées
pourraient étre menées sur des complexes de la LTP1 1 impliquant des molécules lipidiques
comme par exemple des acides gras ou, dans I’idéal, un ligand naturel que nous aurions
identifié. Nous pourrions ainsi déterminer les résidus responsables de la stabilisation du

complexe et des différentes affinités observées pour cette LTP1.
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Comme les LTP1 extraites de graines de céréales, la LTP1_1 de tabac possede une
cavité hydrophobe qui lui permet de complexer des lipides. Cependant, comme nous I’avons
montré, ses propriétés de fixation different de celles des LTP1 de graines de céréales. 1l nous
a donc semblé important d’étudier sa cavité hydrophobe afin de cartographier I’accessibilité
des résidus qui la tapissent.

Actuellement, peu de méthodes ont été développées pour explorer les cavités
hydrophobes des protéines. Parmi celles-ci, on compte I’étude par diffraction des RX d’un
monocristal de protéine sous pression de xénon ou de krypton (Prangé et al. 1998) et la
mesure par RMN des vitesses de relaxation croisée entre des protons de la protéine et ceux de
molécules organiques dissoutes, comme par exemple le méthane ou le cyclopropane (Otting et
al. 1997). Dans la méthode de diffraction des RX, nous sommes confrontés au probléme de
I’adéquation de la taille de la sonde a celle de la cavité hydrophobe. Par exemple une sonde de
taille trop petite par rapport a celle de la cavité diffusera trop rapidement et ne sera pas
observable. D’autre part, si la taille de la sonde est adequate, avec cette technique nous avons
une vision tres statique de I’interaction sonde/cavité. La deuxieme méthode nécessite I’emploi
de pressions notables afin de solubiliser ces petits composés hydrophobes et on risque ainsi de
modifier les dimensions et I’accessibilité de la cavité. Dans ce travail nous avons choisi
d’explorer la cavité de la LTP1_1 en utilisant la RMN du xénon polarisé par laser, puisque
cette méthode permet I’étude de la protéine a température et pression ambiantes et de la
dynamique du xénon au sein de la cavité.

Le xénon, grace a son caractere hydrophobe, apparait comme une sonde idéale des cavités
hydrophobes des protéines (Schiltz et al. 2003). L’interaction du xénon avec les sites
hydrophobes peut étre révélée par RMN en analysant les variations des déplacements
chimiques *H, N et °C et/ou la dynamique interne de la protéine, mais également le
déplacement chimique et les vitesses de relaxation du xénon. Ces deux derniers parametres
sont facilement mesurables grace a I’emploi de xénon hyperpolarisé (cf § 1). De plus, cette
technique permet de déterminer les distances **Xe-'H entre les xénons et les protons de la
protéine grace a I’effet SPINOE (pour Spin Polarisation Induced NOE) (Navon et al. 1996).

Dans la suite de ce chapitre, je vais présenter le principe de la RMN du xénon polarisé par
laser et I’étude que nous avons réalisée sur la LTP1 1. Ces travaux ont été effectues en
collaboration avec Hervé Desvaux, Patrick Bertault, Gaspard Huber et Lionel Dubois du CEA

de Saclay.
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1. Xenon polarisé par laser

L’un des inconvénients de la RMN est son manque de sensibilité (figure 5.3). Celle-ci
est proportionnelle a la polarisation de spin nucléaire P donnée par :

e Ty /B, (5.1)
n,+n, 2kT

ou n, et ng correspondent aux populations des états de spins « et f§, y est le rapport

gyromagnétique du noyau considéré, B, le champ magnétique statique, T la température, k la

constante de Boltzmann et # = Zi avec 4 constante de Planck.
y/4

On remarque que la polarisation nucléaire P est proportionnelle au champ magnétique
appliqué By et a I’inverse de la température. Pour augmenter la polarisation nucléaire P, on ne
peut intervenir que sur ces deux parametres puisque le rapport gyromagnétique y est une
constante propre a chaque noyau. Pour le champ statique By, nous sommes limités par les
valeurs des champs critiques des alliages supraconducteurs et actuellement ces valeurs
plafonnent vers 25 T a la température de 2 K. Au niveau de I’échantillon, nous sommes
restreints a une gamme de température compatible avec les processus biologiques. Nous ne
pouvons donc pas, a lI’aide de ces deux parameétres, augmenter sensiblement P par une

approche thermodynamique.

Figure 5.1 : schéma de montage avec

I le laser et la cellule de pompage
= \ -‘e B contenant le xénon, le rubidium et de
I I’azote placée dans un champ
—_ magnétique.
m;
2p +1/2
2 _< A
~ -1/2
Lumiere polarisée => [ [os —
circulairement Dy
2 Y _+12
S
_ < Y  .n
B=0 B#0
Niveaux électroniques _ Transfertde la
d’un alcalin (le rubidium) en I’absence ou polarisation electronique du Rb
en présence d’un champ magnétique vers les spins nucléaires du xénon

Figure 5.2 : Principe du pompage optique pour augmenter la polarisation nucléaire P du ***Xe. La
lumiére polarisée circulairement est issue d’un laser titane-saphir et I’alcalin utilisé est le rubidium.
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L’expérience de pompage optique (Walker and Happer 1997) permet d’augmenter de
plusieurs ordres de grandeur la polarisation nucléaire P du xénon 129. Le principe de cette
expérience, illustré figures 5.1 et 5.2, consiste a créer une différence de population entre les

états magnétiques d’un alcalin (le rubidium, Rb) et a transférer cette polarisation vers le

xénon. En pratique, en présence d’un champ magnétique B, les deux niveaux d’énergie les
plus bas %Sy, et Py, du rubidium se séparent en deux sous niveaux. Sous I’effet d’un
rayonnement laser polarisé circulairement (o+) de longueur d’onde adaptée, on induit
uniquement des transitions entre le sous niveau m; = —1/2 de Sy, et le sous niveau m; = +1/2
de °Pi,. Le systéme se désexcite trés rapidement et retourne a son état fondamental
(transitions de m; = +1/2 de 2Py, Vers m; = +1/2 et -1/2 de %Sy, (cf. figure 5.2). Comme on
pompe en permanence le niveau d’énergie m; = —1/2 de %Sy, I’état +1/2 devient totalement
peuplé. Les spins électroniques du Rb sont ainsi totalement polarisés et, par relaxation
croisée, transferent leur polarisation vers les niveaux d’énergie voisins des spins nucléaires du
xénon contenu dans la cellule (figure 5.1). Comme les spins électroniques du Rb sont
polarisés en permanence par pompage optique, on augmente de fait la polarisation du xénon.
La limite de cette méthode est donc la vitesse de pompage optique par rapport a celle de
relaxation de I’électron (équilibre entre les états m; = +1/2 et -1/2 de ’S110).

Par ce principe, nos collaborateurs ont atteint une polarisation du xénon P égale a
0,30, & comparer avec la valeur & I’équilibre thermodynamique & 11,7 T qui est de 1,2.107,

soit une augmentation de P d’un facteur 25000 (figure 5.3).

P=1210° P=0,30
x512 32 accumulations 1 acquisition
15h
"N%-.‘W"%ﬁﬁﬁw —
Signal du ***Xe x 25000 S
10 0 ppm aprés pompage optique 10 0 ppm

Figure 5.3 : Signaux du ***Xe polarisé par laser (& droite) ou non (a gauche). Le signal est

augmenté d’'un facteur 25000.
Cette amélioration de sensibilité du ***Xe obtenue permet de mesurer facilement son

déplacement chimique et donc ses paramétres de relaxation, tres sensibles a I’environnement

chimique (Cherubini and Bifone 2003). Elle permet aussi d’envisager la mesure des NOEs
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hétéronucléaires *Xe-'H & I’aide de la méthode du SPINOE et d’explorer au niveau

atomique les cavités hydrophobes.

2. Le SPINOE

Le SPINOE a été observé pour la premiere fois par I’équipe de A. Pines en 1996
(Navon et al. 1996) qui a remarqué un transfert de polarisation du ***Xe hyperpolarisé aux
spins voisins, par relaxation croisée, sans irradiation préalable des spins du **Xe. Pour
essayer de comprendre intuitivement cet effet, on peut considérer le xénon polarisé par laser
comme un systéme possédant des spins nucléaires a tres basse température (Dubois et al.
2004). En effet, d’aprés I’équation (5.1) la polarisation nucléaire P est inversement
proportionnelle a T. Par exemple dans notre cas, la polarisation nucléaire P de 30 % de notre
échantillon de xénon, a un champ magnétique de 11,7 T, correspond a une température des
spins nucléaires du xénon de 11 x 10 K. Les spins nucléaires voisins de ceux du xénon qui
sont initialement a température ambiante sont alors refroidis par relaxation dipolaire croisée et
par conséquent, on observe une variation de leur polarisation (dans un sens qui dépend du
signe de la polarisation du xenon). Le principe de I’expérience SPINOE est de mesurer la
variation de température de spins des protons.

Cette découverte a ouvert de nombreuses perspectives, dont la caractérisation de
cavités hydrophobes de protéines a pression et température ambiantes. Le principe consiste a
réunir les conditions de mise en ceuvre du transfert de polarisation du ***Xe vers des protons
proches afin de localiser les acides aminés tapissant la cavité. La premiere observation de
transfert de polarisation du ***Xe hyperpolarisé au sein d’une cavité hydrophobe a été obtenue
par Hervé Desvaux et Patrick Bertault en collaboration avec notre équipe dans la LTP1 de blé
non marquee (Landon et al. 2001). Depuis, les conditions de mise en ceuvre de I’expérience
SPINOE ont été optimisées et le marquage isotopique **C et °N de la LTP1_1 de tabac nous a

permis de réaliser une étude bien plus compleéte.

3. Etude de la cavité hydrophobe de la LTP1_1 de tabac

L’étude des propriétés structurales, thermodynamiques et dynamiques de la cavité
hydrophobe de la LTP1 1 du tabac Nicotiana tabacum a été réalisée sur un échantillon de
LTP1_1 100 % marquée N et sur un échantillon marqué 10 % 3C et 100 % *°N. Cette étude
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a donc nécessité non seulement I’attribution préalable des déplacements chimiques *H et *°N
utilisés pour la détermination de la structure 3D de la LTP1_1 mais aussi I’attribution *C.
L’essentiel de ces résultats est présenté sous la forme d’un article intitulé « Probing
hydrophobic cavities of Lipid Transfer Protein from Nicotiana tabacum through Xenon-based
NMR » qui a été accepté pour publication dans la revue : Journal of the American Chemical
Society.

L’expérience SPINOE a conduit a I’identification des sites de fixation du xénon et des
résidus tapissant la cavité hydrophobe. La réalisation de cette expérience pour la premiere fois
dans I’eau légere a permis de montrer que seuls les protons des chaines hydrophobes sont
impliqués dans I’interaction directe avec les atomes de '**Xe. De plus, L’analyse des
déplacements chimiques 'H, *C et N de la LTP1 1 en fonction de différentes
concentrations de xénon a permis de déterminer les constantes d’affinité du xénon pour ses
différents sites au sein de la cavité hydrophobe. Enfin, la détermination des paramétres de
relaxation (relaxation longitudinale du xénon et transversale des noyaux °N de la LTP1_1) a
permis une meilleure compréhension de la dynamique du xénon au sein de la cavité de la
LTP1 1.
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Abstract: The hydrophobic cavity of Lipid Transfer Protein 1 from Nicotiana tabacum is investigated in
detail by NMR using xenon as a spy. The analysis of the 12°Xe chemical shifts and self-relaxation times
gives evidence of protein—xenon interaction. Thermodynamics of the binding is characterized through the
study of aliphatic *H and *3C chemical shift variation as a function of xenon pressure. The binding constant
is evaluated to 75.5 + 1.0 M1 at 293 K. The location of xenon inside the cavity is deduced from SPINOE
experiments. The noble gas appears to occupy four sites, and xenon self-relaxation experiments indicate
that it quickly jumps between different sites. The chemical shifts of amide protons and nitrogens also depend
on the xenon concentration, either specifically or nonspecifically for atoms at the external surface of the
protein. Yet, contrary to aliphatic atoms, they do not correspond to short-range interactions as confirmed
by magnetization transfer experiments between laser-polarized xenon and protons in H,O. These °N
chemical shift variations, used in combination with 5N transverse self-relaxation rates to determine the
lower limit of the binding rate, consequently reveal subtle changes in the structure of the protein upon
binding.

I. Introduction small organic compounds and protein protdnsy NMR

In the past, only a few experimental methods have been methods exploiting the relaxation enhancement resulting from
proposed to characterize and investigate hydrophobic sites orParamagnetic probeselong to this class. Variations of the
surfaces of proteins at the atomic scale. The use of small probediuorescence properties or observation of the spy chemical shifts
(“spy” molecules) designed to interact with these sites to are indirect processes. This second class of approaches is usually
describe them is an elegant approach. However, the results ar@dequate to extract data on the thermodynamics of the interaction
strongly dependent on the size of the spy and on its affinity for through the Qetermination of binding congtants. The mqnitoring
the sites, which is related to the van der Waals energy, the ©f the protein'H, 13C, or 5N chemical shifts as a function of
variation of the electrostatic contribution (water desorption, for the Probe and protein concentrations belong to both classes.
example), but also of the entropy contribution due to degeneracy 1€y are direct parameters if they can be easily transformed
of the location of the spy. into distances to the spy atoms (in the case of chemical shift

Actually, the approaches for detecting the interaction between "€agents, for instanée On the other hand, binding can cause
the spy and the protein atoms can be separated into two C|(,isse§tructural_changes _d|stant f_rom th_e |nt_er_act|on site, rendering
direct methods or indirect ones, according to their capability to the mapping only via chemical shifts difficuft. _
localize the spy or not. In the first case, the observed effect is  Xenon appears as a promising spy of hydrophobic regfons.
directly dependent on the distance between the probe and thét has been shown, by X-ray diffraction on protein crystals
protein atoms. Methods such as X-ray diffraction on protein i _ — : ; |
mono-crystals under high pressure of noble JasNMR & E‘ﬁ‘;},_'gb(ﬁg 52 Gen gy A Grisworld, 1. J; Matthews, B. 0. Mol
measurements of homonuclear dipolar cross-relaxation between (4) 1Slcglltz, M.; Fourme, R.; Prangd. Methods EnzymoR003 374 83—

(5) Otting, G.; Liepinsh, E.; Halle, B.; Frey, WNat. Struct. Biol.1997, 4,

T DSM/DRECAM/Service de Chimie Motailaire. 396-404.
*Centre de Biophysique Matelaire. (6) Pintacuda, G.; Otting, Gl. Am. Chem. So@002 124, 372-373.
8 INRA. (7) Banci, L.; Bertini, I.; Luchinat, C.Nuclear and Electron Relaxation
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W.; Fourme, RProteins: Struct., Funct., Genet998 30, 61-73. NMR SpectroscopyAcademic Press: San Diego, CA, 1996.
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pressurized by xenon, that the polarizability of its electronic ments?! Despite a very similar global fold, the wheat LTP1
cloud makes it a selective probe of hydrophobic cavities, fitting and tobacco LTRIL present different lipid binding properties
its van der Waals diameter (4.3 A). This observation is which can be related to subtle structural changes. Wheat LTP1
reinforced by molecular dynamics simulations, although they is able to bind two LMPC (lysomyristoylphosphatidylcholine)
reveal a large amplitude of xenon dynamics inside cavities. molecules, whereas tobacco LTsRDbinds only one such lipid.
The richness of NMR to tackle molecular dynamics certainly
explains why many procedures using this spectroscopy are
employed to characterize interaction sites between protein and A. Protein Samples Preparation. Lipid Transfer Protein from
xenon. The existence of hydrophobic sites can be detectedNicotiana tabacunwas produced and purified as described in ref 21.
through the influence of xenon concentration on the protdin Different samples were available: a classical nonenriched protein for
and!®N chemical shiftd®11on the dynamics of the proteiﬁ, NMR experiments where isotope edition was useless, a 15080
or on thel?%Xe chemical shif-25 or longitudinal self-relaxation ~ enriched sample for the study of amidid and **N chemical shift
time 1617 The availability of laser-polarized xenon makes the Vvariation under xenon pressure, and a 18%., 100%*N-enriched
last two parameters easy to monitor, but the possible contributionProtein for?H and*C chgmlcal shift variation under xenon pressure.
from nonspecific interactions limits their interpretatitriNev- B. Protein NMR Experiments. 1. NMR Spectrometers and peak
. Assignment.All NMR experiments were performed at 293 K on Bruker

ertheless, the use of laser-polarized xenon also enables deter- .

- . L DRX500 and DRX600 spectrometers running at 500 MHz (11.7 T)
mination of2°Xe—1H distances through magnetization transfer

- NG A . and 600 MHz (14 T) proton resonance frequencies, respectively. The
and then leads to the location of the binding sites. This S0- ,gteintH, 13C, and!SN chemical shift assignment was deduced from

called SPINOE was initially observed on partially deuterated yef 21 using HSQC and HSQC-TOCSY experiments. For the NMR

benzené? Its first observation on a protein dissolved ip@*2° experiments, the protein was dissolved in 99.97%0 Eurisotop)

has led to the determination of three binding sites of xenon in except when amide protons were monitored (solvei@/B,0 90:10).

the wheat Lipid Transfer Protein 1. The NMR tubes were 5 mm o.d. medium-size walled tubes from
In this paper, a combined use of NMR techniques has beenWilmad and Cortec, closed with J. Young valves. After introduction

undertaken to derive the structural, thermodynamical, and of the protein solution, the tubes were carefully degassed by at least

dynamical properties of the hydrophobic cavity of a Lipid ree freezepump-thaw cycles. . .

Transfer Protein, fronNicotiana tabacun{tobacco LTP41). 2. Variation of Protein Atom Chemical Shifts under Xenon

1H, 13C, and'*N NMR experiments relate protein chemical shift Pressure.The protein chemical shift variation under xenon pressure

ariations to the xenon concentration. allowing one to determine was monitored using HSQC experiments with sensitivity improvement
variatl X on, wing ! by gradient$? The experiments were run on the DRX600 spectrometer

the affinity of_xenon to Fhe different sites. Dipolar h_eteronuclez_;lr equipped with a HCN cryoprobeheatH-15N HSQC, protein con-
cross-relaxation experiments, enhanced by the high magnetizazentrations: 0.75, 1.0, and 1.5 mM) or on the DRX500 spectrometer
tion of laser-polarized xenon, allow the observation of polariza- (1H—13¢c HSQC, protein concentration 3.2 mM) using a HCN inverse
tion transfer to nearby protons to locate the noble gas atomsprobehead equipped with xyz gradients. These last experiments were
inside the cavity. For the first time, it has been possible to optimized (resonance frequencies &gy scalar couplings) for the
perform indifferently these experiments in@or in H,0. These aliphatic region.

experiments focus on direct effects and therefore helpfully ~ Xenon from Air Liquide was added to the NMR tube containing
complement the chemical shift mapping. Finally, information the protein using two different protocols. For 15 out of the'#9
about dynamics extracted from xenon self-relaxation times and €xPeriments (pressure ranging between 0 and 6.9 bar), a known amount
15N transverse relaxation times allows a better understanding°f xenon was added to the tube by condensation above the frozen

T solution. For the four last experiments (between 0 and 1.5 bar), a xenon
of the complete phenomenon of xenon binding inside tobacco ~, . . : . -
LTP1e1 static pressure was directly applied to the solution. The same technique,

o1,

- . . . . more reliable and precise in particular for low pressures, was used for
Lipid Transfer Proteins constitute an exciting class of proteins the 13 experiments (12 pressures ranging between 0 and 5.9 bar).
for such a study, as their structures contain hydrophobic cavities pgak picking and assignment of the 2D-HSQC experiments were

that can accommodate various lipidic molecules. The 3D performed using SPARKY The extracted frequency lists were further
structure of the recombinant LTPILfrom tobacco shoot apex  processed to determine the binding constant using a home-written C
has been recently determined using 2D and 3D NMR experi- program with nonlinear least-squares fitting based on the Levenberg
Marquardt algorithn?* The initial conditions of the fitting procedure
were optimized by a grid search. Estimation of the errors on the fitted
parameters was determined by Monte Carlo simulations using the
experimental uncertainties on the frequency of the peak maximum.

C. Laser-Polarized Xenon Experiments. 1. Preparation of Laser-

Polarized Xenon.Xenon was polarized by the spin-exchange method
with the apparatus described in detail in ref 26. In comparison to this
paper, the volume of the pumping cell was increased (inner diameter
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22 mm, length 130 mm), and a gas mixture composed ef4l0Torr Table 1. Structural Characterization of the Four Hydrophobic

of xenon and 200 Torr of nitrogen was used. After about 10 min of Alveoli of Tobacco LTP1el As Determined by Molecular Modeling?
optical pumping at 368 K using a 4.5 W titanium:sapphire laser, site amino acid side chains bordering the alveoli
polarlz_ed_xenon was cgndens_ed and thus separated from nitrogen ina L11,C14,L15 L 18,L51,A54 A55.158,161,A66,L69,181
solenoid immersed in liquid nitrogen. The gas was then transferred in B C48,K52,Y79,181,T85,C87

the fringe field of the NMR magnet to the previously degassed NMR C L11,v31,L34,V35,A38,L51,L69,P70,V75,177,Y79,181
tube. Using this protocol, with 15 Torr of xenon inside the pumping D 12,V7,L.34,S37,A38,146,147,C50

cell, we obtained more than 1 bar of xenon inside the NMR tube with ] ] ] ] ] ] ]
a useful polarization ranging between 20% and 30%. thea Igig;ﬁguigfmggegcgg 22{%%r'irr‘]9tﬁgcl:t‘[)s£e are given. It is based on

2. 12%Xe Chemical Shift and Self-Relaxation.The study of'>*Xe P '
chemical shift and self-relaxation as a function of the xenon pressure
and protein concentration was performed at 500 MHz using a Nalorac
direct broadband probehead. Laser-polarized noble gas was employe
for these experiments. TH&Xe chemical shift was referenced to the
NMR signal of 1 bar of xenon gas. The longitudinal self-relaxation
time T, was determined by a nonlinear least-squares fit of xenon signal
decay as a function of time in repeated acquisitions using small-flip
angle rf pulses (ca. 22k For each protein concentration and xenon
pressure, three different decay curves composed of 32 points were
obtained, and the average self-relaxation time was used for further
exploitation. After the NMR experiments, the pressure in the NMR
tube was evaluated by expansion into a calibrated volume equipped
with a 0—1000 Torr Ceramicel capacitance manometer from Varian.
The measured pressures were compared to the amount of xenon initiall
present in the optical pumping cell. Four different protein concentrations
were used. The relative values of the two mere solutions (0.47 and 2.2
mM) were checked by UV visible spectroscopy, and the two others
were obtained by dilution by a factor of 2.

3. SPINOE Experiments.The detection of magnetization transfer
between laser-polarized xenon and protein protons was obtained by
SPINOBS27” and SPIROE pulse sequences. For these experiments,
we took benefit from the last improvements in their implementation.
The initial conditions of the proton spin system corresponded to
complete saturation obtained by a series of 32 protdrh@@d pulses,
each followed by a pulsed field gradient of random amplitude. Very
short recycling delays (100 ms 220 ms of acquisition) were used.
Each SPINOE spectrum, acquired in about 2 min, was constituted of |||. Results and Discussion
32—48 spectra depending on the mixing time values. The spectra were . . ) L
added in the processing step, thus enabling optimization of the number A Simulation of Solvation of Nicotiana tabacumLTP1e1
of accumulations. Before each SPINOE or SPIROE experiment, the By Xenon. LTP1s1 from Nicotiana tabacunpresents a large
NMR tube was vigorously shaken to refresh dissolved laser-polarized hydrophobic cavity defined by four-helices linked together
xenon by exchange from the gas phase. After reinsertion of the tube by four disulfide bridged! The volume and shape of the
into the magnet, the xenon magnetization was monitored by a small hydrophobic cavity obviously depend on the exact location of
read pulse (about’, and the SPINOE (or SPIROE) experiment, which  the amino acid side chains. Using a spherical prdtieforadius
started by four dummy scans, was acquired. in the program CAVITE® its overall volume varies between

In polarization transfer experiments, peak assignment was obtained24o and 440 A for the 10 structures deposited in the PDB.
by comparison of the 1D SPINOE spectra to 2D TOCSY experiments This hydrophobic volume is composed of different alveoli

acquired under exactly the same conditions (temperature, sample, eparated by amino acid side chains. Table 1 gives the names
spectrometer, and xenon pressure). This assignment was obviouslyS P y ’ 9

difficult due to spectral overlap and possible artifacts. However, the ©f the residues bordering the four main alveoli. _
recording of a large number of spectra at different mixing times (four _ Based on all structural models, the four different alveoli (A,
mixing times for SPINOE ranging from 200 to 500 ms and four mixing B, C, and D) are able to bind xenon (Figure 1). The first three
times for SPIROE ranging from 100 to 300 ms) reduced the risk of a have an equivalent in wheat LTP1, while D is specific to tobacco
misinterpretation. LTP1e1. Site A has the highest occupancy, because xenon is
For the SPINOE and SPIROE experiments, the protein concentrationfound in 9 out of the 10 models, and on average 1.1 xenon
was equal to 0.85 mM in i and 0.75 mMin O, and xenon enriched  atoms occupy this site. Sites B and C are occupied in 5 and 7
in isotope 129 (96%) from Chemgas was used. The typical pressure gt of the 10 models, respectively, while site D is occupied

inside the NMR tube ranged between 1.5 and 3 bar. A volume of 450 only three times. Only sites A and C can accommodate more

uL of solution was prepared to avoid homogeneity degradation due to .
; than one xenon atom. On average, the whole cavity volume of
the foam appearing after the sample has been shaken. These experi-

mental conditions were chosen to optimize the xenon longitudinal self- tobacco LTP31 a_IIows the binding of 2.7 xenon atoms._

B. Laser-Polarized Xenon NMR SpectroscopyThe sim-

(27) Song, Y.-Q.; Goodson, B. M.; Taylor, R. E.; Laws, D. D.; Navon, G.; Pines, plest procedure to explore the interaction between xenon and
A. Angew. Chem1997, 36, 2368-2370. . ; ; ; ;

(28) Desvaux. H. Huber J. G. Brotin. T.. Dutasta, J-P. Berthault, P. tobacco LTP41 when laser-polarized xenon is available consists
ChemPhysCherf003 4, 384-387.

(29) Dubois, L.; Berthault, P.; Huber, J. G.; Desvaux,GH R. Physique004 (30) Gomar, J.; Sodano, P.; Sy, D.; Shin, D. H.; Lee, J. Y.; Suh, S. W.; Marion,
5, 305-313. D.; Vovelle, F.; Ptak, MProteins1998 31, 160-171.

relaxation times. In our present conditions, the meastiyeuas about

50 s (about 72 s for experiments in®). Ten runs of optical pumping
were performed (eight for £ and two for HO). The SPINOE and
SPIROE spectra were acquired at 500 and 600 MHz using Bruker
broadband inverse ari@N-broadband inverse TBI probeheads, respec-
tively; both are equipped with xyz gradients.

D. Molecular Mechanics. 1. Solvation Simulations.Molecular
modeling was conducted with SYBYL 6.9 (TRIPOS Associate Inc.)
under Linux, using the 10 refined solution structures of tobacco bTP1
deposited at the PDB (code 1T12). The solvation simulation was
performed using the xenon parameters defined in SYBYL, considering
two layers of xenon solvent around the protein, kept rigid during all of
the procedure.

y 2. Molecular Modeling. To locate the xenon interaction sites from
SPINOE data, we started from a solution structure, keeping the protein
rigid except for the 24 residues experiencing SPINOE (residues 12,
V7, L11, L15, L18, V31, L34, V35, 146, A47, L51, K52, A54, A55,

158, 161, A66, L69, V75, 177, Y79, 181, S82, and T85). The xenon
atoms were then added. The 58 SPINOE cross-peaks were converted
into distance restraints (3.8 r < 5.5 A) using double weighting for

the 26 unambiguous restraints. When methyl groups were involved,
pseudo-atoms located at the carbon coordinates were used and the range
of distance restraints was enlarged 4705 A). The xenon binding
sites were finally obtained by energy minimization under distance
restraints in the TRIPOS force field.
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Figure 1. Examples of solvation simulation of tobacco LBy xenon. ) 1862 £
The protein backbone is shown as a blue tube, the cavity calculated using | B " [
the home-written program CAVITE is represented as green volumes, and i i i 186
xenon is represented by its van der Waals sphere. In model 2 (top), xenon 0 0.05 0.1 0.15 02

occupies the three sites A, C, and D, and in model 3 (bottom), only sites A

(doubly occupied) and B are filled with xenon. Fraction of xenon bound to tobacco LTP

Figure 2. (A) Xenon chemical shift as a function of the protein

L . . L concentration and xenon pressure. (B) Xefipand chemical shift for these
of monitoring the xenon chemical shift and longitudinal self- protein concentrations and xenon pressures represented as a function of

relaxation timeT; as a function of the protein concentration the fraction of xenon bound to the protein. These values are computed using
and xenon pressu?é.The use of thermally polarized xenon K = 75.5 M1, a result found in paragraph 11I.C. The best-fit theoretical

. e . curve to eq 1 is superimposed.
renders these experiments difficult to setup, as the low polariza-

tion requires long acquisition times or high xenon concentra- gpecific short-range interactions. Figure 2 shows the dependence
tions. I_n this latter case, nonspe_cmc contnb_utlons (d|rec_tl_y of 1/T; as a function of the fraction of bound xenérwhich
proportional to xenon concentration) may hide the specific yenends on the xenon pressure and protein concentration:
contribution (formation of a complex§-15

In the case of tobacco LTRI, whatever the xenon pressure P ! 11— 1

: i . =f @a-"

and the protein concentration, only of#éXe peak is observed, Timeasured  T1complex
the chemical shift of which clearly depends not only on protein
concentration but also on xenon pressure (Figure 2A). This Using a binding constant of 75.5 M (vide infra), the extracted
proves that xenon is in fast exchange between different sites.T;compiex0f Xenon bound to tobacco LTRLis 13.1+ 1.0 s, a
However, no simple behavior is observed. Increasing the amountvalue in good agreement with that obtained for wheat LTP1 at
of xenon at constant protein concentration induces a downfield the same magnetic field. This would imply similar dipolar
shift, and increasing the protein concentration at constant xenoncontribution and dynamics of xenon inside the cavity.
concentration leads also to a downfield shift. Such a behavior  This analysis of xenon NMR parameters is made easily
certainly results from the superposition of nonspecific interac- accessible thanks to laser-polarized xenon. In the present case,
tions which tend to increase the xenon chemical shift as observedit reveals the existence of an interaction between the noble gas
for other protein¥*4%5and specific binding with a chemical  and tobacco LTRL. Nevertheless, even if the binding constant
shift of bound xenon higher than that of xenon dissolved in can be estimated from xenon chemical $Rifind T, measure-
water. mentst’ these simplé?*Xe NMR experiments suffer from the

In contrast to xenon chemical shift, xenon longitudinal self- inability to characterize the structural elements of the protein
relaxation is much more dependent on specific interactions involved in the binding of xenon.
because the associated xenrqmnoton correlation times acting C. Protein *H and *3C Chemical Shifts under Variable
on this phenomenon are much longer than those associated withXenon Pressure.The interaction between xenon and tobacco
nonspecific interactions. Variation of xen®p being essentially ~ LTP1e1 has been explored by monitoring the protein nuclei.
due to dipolar contributions, is a function of the “residence” Twelve 'H—3C HSQC spectra under xenon pressures varying
time (Xe—H dipolar correlation time) and scalesiin®, where between 0 and 5.9 bar have been acquired:0.[As illustrated
r is the xenor-proton distance. Xenof; thus represents in Figure 3, the resonance frequencies of some peaks are affected
by the presence of xenon, but no new signal appears. This
(31) Cherubini, A.; Bifone, AProg. NMR Spectros@003 42, 1—30. confirms a fast exchange situation for xenon binding, with a

1)

Tlfree
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Figure 4. Variation of the3C (open symbols) anéfN (close symbols)
chemical shifts as a function of xenon pressure. The best-fit theoretical
curves to the specific model (eq 2) considering a binding constant of 75.5
M~1(L11 and A67) or to the nonspecific model (eq 3) (N76 and 177) are
displayed. The same models can be used for the aliphatic or amide protons,
. but the variation expressed in ppm is smaller (maximum of 0.11 ppm for
1716 15 14 13 12 11 10 08 08 07 06 05 04 03 ppm the aliphatic protons and 0.17 ppm for the amide protons).

Figure 3. Comparison of3C—H HSQC contour plots of tobacco LTPIL
in the presence of 0.5 bar of xenon (red lines) and of 6 bar of xenon (black of a heteronucleus and its bonded proton are both significant,

lines). Only an expansion of the aliphatic region is displayed. the same model is the best for both partners. Finally, in all cases,
an excellent fit is obtained (reduced lower than 1), which
proves that considering more sophisticated models such as
binding of more than one xenon atom or superimposition of
specific and nonspecific interactions is not relevant.

The observed chemical shift variations correspond to 22
different amino acids (see Supporting Information for a structural
representation). Among them, 18 residues associated to 36
chemical shift variations correspond to protons or carbons
located on the inner surface of tobacco L¥BXacing the cavity
(Table 2). The four other amino acids (A57, P78, K80, and S82)
K[Xe] are neighbors of the preceding ones and exhibit reduced

Aécomplex (2) chemical shift variationAdcomplex (the maximal value of
Adcomplex is 0.42 ppm for'3C and 0.029 ppm fofH). No
with K as the binding constant, arBcompiexas the chemical significant variation of théH or 13C chemical shifts is detected

shift difference between the complexed and free protein (de- for side chains on the outer surface of the protein. Finally, using
gassed solution). The xenon concentration [Xe] is related to the this method, only side chains bordering the four alveoli have

pressureixe by Henry's law, the solubility of xenon in water ~ P€en detected (Table 2).
being taken as equal to 5 mM/br. The binding constant€ derived for all of these peaks range

In the nonspecific model of interactions, the variation of the Petween 50 and 111 M, most values being found between 60
14 or 13C chemical shift is considered to only result from and 80 ML The determination of eadk value is precise, as
nonspecific interactions or identically from weak binding effects. €videnced by Monte Carlo simulations (creation of new data

It is consequently proportional to the xenon concentration. For SEtS based on experimental errors followed by the same fitting
convenience in the units. we choose procedure), giving hope to cluster tle values and then to

distinguish between sites of different affinities. However, the
Xe range ofK values for which a good agreement, as defined by
Ao = [Xe] A0 3 i i ifi
- [Xe] max 3) the »? test between the experimental points and the specific
max model curve, is obtained is much larger (about 30'MThis
d is particularly true for smal\dcompiexvalues. As a consequence,
Admax as a value to be fitted. this direct discrimination between sites is, in fact, impossible.

The experimental variation of the proton and carbon chemical & have consequently sorted the nuclei experiencing a chemical

shifts as a function of xenon concentration is fitted by both shift variation in the presence of xenon according to their

models (egs 2 and 3), and the adjustments are compared througfPcation relative to the four alveoli of tobacco LT#1 This
the F-test. The specific model is retained if the probability of reduces the hit list to 36 chemical shift variations (19 protons

improvement by chance is lower than 1%. Furthermore, only and 17 carbons). The frequency variations belonging to one site
peaks for which at least one chemical shift variatiohis larger are then fitted altogether. Table 2 gives the name of the residue,
than 10 times the uncertainty on the frequency determination the number of an,CIe' of which chemical S,h'f_t values can be
are considered. Among the 33@ and 3371%C chemical shift fitted by the specific model, the extracted binding constant, and
variations, 21 and 21, respectively, are best represented by thdN€ maximum of the chemical shift variation values max

specific model (Figure 4). When variations of the chemical shifts (Adcompiey)- . ) o .
Whether finding different binding constants for the different

(32) Clever, H. LIUPAC Solubility Data Serig$ergamon Press: Oxford, 1979.  alveoli is relevant or not has been explored through the F-test,

residence time typically shorter than 1 ms, based on the
maximum chemical shift variation observed (1.17 ppn3@
at 11.7 7).

For each peak of theH—13C HSQC spectrum, th&H and
13C chemical shift variations on the xenon concentration are
fitted by a specific model of interaction and a nonspecific one.
In the specific model, the formation of a local complex of
stoichiometry 1:1 without cooperative effect is assumed and the
chemical shift variatiomo is given by

A0 = T KXl

with [Xe]max @s the maximal concentration of xenon used an
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Table 2. Fit Parameters of the Specific Model (Eq 2) for Each Hydrophobic Site of Tobacco LTP1e1

site A site B site C site D
amino acid detected L11,L18,L51,A54,A55,158,161,A6, 181 K52,181,T85 L11,0.34,V35,A38,L51,P70,V75,177,181 L34,A38,146
number of'3C 14 3 6 1
number oftH 11 4 10 2
K 76.1+ 0.6 M1 76.5+1.0M1 725+ 0.7 M1 110+ 3 Mt
reducedy? 0.85 0.75 0.79 0.28
13C max (Adcompley 1.69 ppm 1.69 ppm 1.73 ppm 0.25 ppm
IH max Adcompley 0.104 ppm 0.046 ppm 0.104 ppm 0.032 ppm

comparing the previous model using one binding conskant

for two sites with the model of one binding constant per site.

Performing these tests successively, it appears that the simplest

model (the same binding constant for all sites) is the most

relevant one for sites A, B, and C, a result in agreement with

the binding constant valuds reported in Table 2. The case of

site D is troublesome: fitting with the second model represents

an improvement with a probability of significanBe > 99.98%.

A careful analysis reveals that this distinction is only based on . . / , : . , .

one peak: the carbon of 146 (see Supporting Information for 7 6 5 4 3 2 1 ppm

a graphical comparison of the best-fit theoretical curves using Figure 5, Example of SPINOE spectrum acquired on tobacco LsIRa

the second model)_ The small value @ﬁcommx (0_25 ppm) D,0O. The upper_(_jisplay conjresponds to thg p_roton spectra _acquired i_n the

and the small number of involved peaks lead us to simplify the Presence of positively polarized xenon (solid line) and negatively polarized
. L S xenon (dotted line). Variations in the peak intensity can be observed in

descrlpt!on Qf the binding OT X?non inside the tObaC.CO L;I]Pl particular in the aliphatic region. The difference between these two spectra

by considering the same binding constant for all sites. Fitting gives the bottom spectrum. Experimental conditions: 500 MHz spectrom-

the 36 chemical shift variations altogether leads to a binding eter, NMR tube of reduced length, 3 bar of 96% enriched xenon polarized

constant< equal to 75.5 M with an uncertainty of 1.0 M- at 30%, tobacco LTR1 concentration of 0.85 mM, mixing time for proton

magnetization build-up of 500 ms, 64 accumulations of each proton spectrum

as determined by Monte Carlo simulation (redugeée- 0.697). (positively and negatively polarized xenon), total acquisition time 2 min.

Based on a selection criterion on tyfevalues (reduceg? lower In these experimental conditions, the xerfanis equal to 150 s.

than 1.0), the range df values is between 63 and 93 ¥ L o )
D. Amide 'H and 15N Chemical Shifts under Variable equilibria induced by the presence of xenon inside the cavity.

Xenon PressureAs for !H and®3C nuclei, the peak frequencies Similar observations were also reported for the 114A mutant of

in 1H—15N HSQC spectra vary significantly according to xenon Nistidine-containing phosphocarrier protéin. o
pressure (Figure 4). However, in contrastitb—13C, the best E. SPINOE Experiments. To locate xenon inside the
model to describe the significant chemical shift variations is Nydrophobic cavity of tobacco LTR1 while avoiding biases
not always the specific one. For example, for the amide nitrogen "€sulting from the analysis of chemical shift variations, an
of N76, represented in Figure 4, the nonspecific model can estimation pf the cﬁstances between tht_a protein nuclgl and the
suitably describe the variation. This amide group is located at "oPIe gas is required. The low solubility of xenon, its large
the surface of the protein (surface accessibility factor of 4296). Van der Waals radius, and its small gyromagnetic ratio prevent
This chemical shift variation could thus be interpreted as a the observation of dipolar cross-relaxation between protons and
change in the protein hydration induced by the amount of t_herr_nally polarized xenon. The_enhancement of xenon magne-
dissolved xenon, maybe associated with a nearby surfacelization by a factor of~25 000 in our experiments, afforded
hydrophobic patch. This example, however, illustrates the by optical pumping, allows us to glrcumvent the low polarization
usefulness of monitoring the complete chemical shift variations transfer rate. The SPINOE is a difference spectroscopy between
under xenon pressure instead of a few points, to validate aProton signals in the presence of positively and negatively
specific interaction. pola_nzegl xenon magn(_et|zat|on. Inversion of the xenon magne-
When the specific model of binding is adequate to represent tization is performed via rf 180pulses of the CHIRP type in
the variation of nitrogen chemical shifts under xenon pressure, the presence of field gradiersThanks to heteronuclear X
the extracted binding constants range between 50 and 180 M dipolar cross-relaxation, the difference of even and édd
and are compatible with the values determined in the previous sub;pectra gnables selective detectlgn of proton's close to xenon.
section. However, conversely to tHe—13C study, the detected Flgure_ 5 |IIustrate_s such an experiment acquired on toba_cco
amide groups are now located all along the protein backboneLTP1e1 in D-O. Taking benefit from our last developments in
and not only in the vicinity of the hydrophobic cavity (see the preparation of polarized xenon and in th(_a_lmplementatlon
Supporting Information). It is the case, for instance, for A67 ©f SPINOE and SPIROE experimertssignificant signal
represented in Figure 4, which experiences large chemical shifténhancements can now be reached for a protein. For instance,
variations. A67 does not really border an alveolus, because itsOr tobacco LTP4L, the ratio of the'H peak intensity at 0.75
side chain points outward from the protein, but is close in the PPM With positively polarized xenon to that with negatively
sequence from residues involved in specific interaction with Polarized xenon is 1.24. The signal enhancement per accumula-
xenon. The detected effects can consequently be remote effectdion as defined in ref 29 is consequently equal to about 11%.
They certainly result from subtle changes of the protein structure (33) Berthault, P.: Desvaux, H.: Le Goff, G.:tRe M. Chem. Phys. Let.999
favoring the binding of xenon or in a modification of structural 314, 52-56.
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However, the comparison of the protons detected by SPINOE
X32 and the protons or carbons detected by the analysis of chemical
shift variation under xenon pressure reveals that some of them,

such as Cof 177 (Figure 4), can exhibit strong SPINOE signal
129x¢ but no chemical shift variation. This is not a surprise because
detection of binding through chemical shifts assumes net
variation between resonances of the free and bound forms
(Adcomplex= 0). This shows again that the structural character-
e e e e ization of binding only from chemical shifts is far from being
9 8 7 6 5 4 3 2 1 pm straightforward.
Figure 6. Example of a SPINOE spectrum acquired on tobacco LTP1 The protons detected by SPINOE belong to residues facing

in H>O. Bottom: H spectrum. Top: SPINOE subspectrum. Experimental . . .
conditions: 600 MHz spectrometer, 1.8 bar of 96% enrici8ke polarized the four different alveoli of tobacco LTR1. To refine the

at 30%, tobacco LTRL concentration of 0.75 mM, mixing time for proton  location of xenon inside tobacco LT#11, all peaks in SPINOE
magnetization build-up of 500 ms, 64 accumulations of each proton spectrum gre consequently used as restraints, with different weighting for
(xenon spins up and down), total acquisition time 2 min. ambiguous and unambiguous peaks. Because SPINOE to protons
Using this convention for defining the signal enhancement, this of amino acid side chains of the four alveoli are detected, four
represents a factor of improvement bigger than 7 relative to noble gas atoms are used in the molecular simulation. Applying
our previous SPINOE on wheat LTP41However, we have  the xenonr-proton restraints and allowing mobility of the amino
checked that the xenerproton cross-relaxation rates are on the acid side chains experiencing SPINOE leads to a structural
same order of magnitude for both proteins. model (Figure 7) without a distance violation for the 26
To detect labile protons in SPINOE experiments, we have unambiguous SPINOE peaks and with only three violations (0.2
modified the pulse sequence by adding water saturation throughA) for the ambiguous peaks. They correspond tpdf L11
low power rf irradiation during the mixing time and WATER-  and H, of V75, for which protor-proton spin diffusion is more
GATE?4 before acquisition. The motivation of such a develop- likely to explain their detection by SPINOE and b L51, but
ment lies in the previous question of whether the amide chemical this amino acid is close to sites A and C, preventing specific
shift variations under xenon pressure are induced by structuralassignment. Based on SPINOE, xenon atoms occupy the four
rearrangement. The spectrum of Figure 6 is obtained using thisdifferent alveoli.
sequence. SPINOE signals are detected only in the aliphatic g Dynamical Aspects of the Binding of Xenon inside
region. The signal-to-noise ratio lower than in Figure 5 arises Topacco LTPL1. Results of the analysis of the protein chemical
from the shorter xenoff, due to relaxation with the solvent gt variation or xenon self-relaxation times give only one xenon
protons but also from the receiver gain which cannot be 415m pound to the protein (even with a noble gas pressure
simultaneously adapted to the protein signals and the water|gading to 72% of the protein molecules filled by a xenon atom,
signal. ) . o . Figure 4). SPINOE results find xenon atoms in the four sites.
To circumvent this last limit and to focus on the amide Thjs could appear incompatible. However, the similar affinity
protons, we have taken profit of the digital filtering, to acquire ot the sites for xenon can be seen as a fast mobility of xenon
the SPINOE signal in the range 5:30 ppm, leading to agood  pepyeen these sites: the noble gas atom jumps from site to site.
signal-to-noise ratio for the amide protons in each subspectrum.this has been previously observed through numerical simula-
However, no SPINOE is detected (data not shown). This is a tjons of xenon dynamics inside a mutant of lysozyme Bich
clear indication that the chemical shift variations experienced 4 mobility between the different sites was already noticed for
by the amide protons and nitrogens result from structural \heqat | TP17 and is comforted by the finding of similar xenon
modifications or change in chemical exchange equilibria during T, and xenom-proton cross-relaxation rate values for both
xenon binding and not directly from the proximity of the noble yonon-wheat LTP1 and xencestobacco LTPal complexes.
gas atom. This fully agrees with the analysis of the tobacco ko the first complex, a xenerproton dipolar correlation time
LTPIs1 structure, which reveals that amide protons close 10 y51ye on the order of 0.4 ns has been found. Finally, the higher
the cavity are included in the hydrogen network defining the 4nnarent affinity of xenon for D can be interpreted in this model
four a helices. The xenonamide proton distances are conse- f yenon intersite jumps by the fact that the noble gas spends
quently big. _ more time in site D. Indeed, site D is the most embedded one,
F. Location of Xenon in Tobacco LTP®1 by SPINOE- the only allowed jump being between D and C, while A, B,
Type Experiments.Based on the SPINOE and SPIROE spectra ang ¢ “are all interconnected. Moreover, there is only one
acquired for different mixing times, 26 peaks are unambiguously anirance to the hydrophobic cavity in tobacco L¥P1This

assigned. They correspond to 15 amino acid side chains, allgpyrance is close to site B and thus distant from site D.
facing the interior of the tobacco LTPIL cavity. Thirty-two

additional peaks are also detected, but they are either less intensg1
or nonambiguously assigned. Considering them, 9 other amino
acids pointing toward the interior of the cavity are detected by
SPINOE, leading to a total of 24 involved residues (see
Supporting Information for a complete list).

Among these 24 amino acids, 17 were already detected by
the 13C—1H chemical shift variations under xenon pressure.

Due to the diffusion limit, the process of xenon binding inside

e protein should be slower than the previously discussed jump
from one site to the next one inside tobacco L¥RIThe study

of the protein line widths in HSQC spectra (Figure 3) or of
xenon line widths does not reveal a large broadening arising
from the exchange between the two states. This proves that the
exchange rate is typically faster than mao¢ompiey) = 1 kHz.

The 15N relaxation study allows one to go further. Indeed,
(34) Piotto, M.; Saudek, V.; Sklenar, \J. Biomol. NMR1992 2, 661—665. although the xenonamide protons distances are too big to
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Figure 7. Location of xenon inside the solution structure of tobacco LslIRds determined by SPINOE spectra. The four sites (A in red, B in green, C in
orange, and D in cyan) are filled. The lines represent the distance restraints between xenon atoms and protein protons.

enable polarization transfer, the variation of nitrogen chemical to many sites allows large degeneracy in locations and then an
shifts between the free and bound forms is a clear indication of entropy-driven binding? Moreover, the NMR-based approach
the protein structure adaptation during the binding. The rate of benefits from (i) the capability of NMR to study dynamic
this phenomenon can a priori be explored throtRyhtransverse  processes (ii) the wide chemical shift range d#%Xe NMR 3!
self-relaxation of the nitrogen amide as performed for a mutant and (iii) the capability to enhance the xenon magnetization by
of lysozyme T4%? In the case of tobacco LTRL, the compari- several orders of magnitude through optical pumphg.

son of nitrogen transverse self-relaxation times, measured by The study off2%Xe chemical shifts and relaxation times as a
the CPMG metho® at 11.7 T on the same solution degassed function of the noble gas or protein concentrations gives a fast
or under 2.9 bar of xenon (fraction of xeneprotein complex insight into the affinity of xenon to the protein. Nevertheless,
equal to 0.52), does not reveal significant variation. This puts the superposition of specific and nonspecific interactions renders,
an upper limit on the exchange rate. Considering (i) the largest a5 observed here, the exploitation'd¥e chemical shifts not
chemical shift variation for an amide nitrogen equal-t.3 straightforward, even if the availability of laser-polarized gas
ppm for A67 (Figure 4) and (ii) an average error of 0.8 Hz on  3llows measurements with low amounts of dissolved gas which
the transverse relaxation rates, the exchange rate between fregay privilege specific interactions.

and bound xenon inside tobacco LeR1s deduced to be faster
than about 1/2Qus = 50 kHz. This exchange is 1 order of
magnitude faster than that of a mutant of lysozyme it in

this latter case the xenon binding is associated with large
amplitude motions of protein domains.

The analysis of the protein atom chemical shifts under xenon
pressure gives a fine insight into the thermodynamical param-
eters of the binding. This study benefits from the dependence
of the binding only on the xenon pressure, and from the
capability to acquire a large number of measurements allowing
IV. Conclusions the distinction between specific and nonspecific interactions.
Moreover, as observed for site D of tobacco L¥Plvarious
- e >~ Haffinities to different binding sites can be detected. Nevertheless,
NMR methods for characterizing hydrophobic sites of a protein, chemical shift variations of protein atoms under xenon pressure
tobacco LTP;__’L. Xenon has been chosen as_ a _sp_y Of are an indirect approach, and their exploitation to locate the
hydrophobic sites for several reasons favoring its binding. (i) ope gas is very difficult. Indeed, the variations can result from
Itis rather soluble in watef: (if) Due to the high polarizability specific contacts between xenon and protein atoms, as observed
of its electron cloud, this noble gas binds specifically hydro- . many aliphatic groups of amino acid side chains, but also

Iph(:jblc reﬁlons. (i) Th? sph(.erlcall shaape.of the jlngle atom 5 small structural rearrangements, particularly sensitive for

eads to the absence of rotational entrépgiv) Its adequation e brotein backbone atoms such as the amide protons and

(35) Farrow, N. A.: Zhang, O. W.: Forman-Kay, J. D.; Kay, L Biochemistry _nltrogen_s_. The SPINOE approach allows one to circumvent the
1995 34, 868-878. incapability of the precedent methods to locate xenon atoms.

This paper describes the combination of different xenon-based
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Indeed, SPINOE allows the extraction of xerguroton prox- hydrophobic cavities of different geometries that a better
imities, even now in KHO. With this approach, the interaction characterization of the affinity of xenon to these volumes can
sites can be mapped at the atomic level. The understanding ofbe obtained. Such a task is already in development in our
the xenon binding inside the protein can finally be refined by laboratory. This would open the way to a thermodynamics- and
xenon and protein relaxation studies. To end, xenon-based NMRkinetics-based description of the biological role of protein
experiments provide a composite picture, including structure, hydrophobic cavities, which would complement the X-ray
thermodynamics of binding, kinetics of binding, and dynamics crystallography structural approagh.

of xenon inside the cavities. Acknowledgment. Bendt Industri and Antoine Marais are
All of these experiments converge to a tobacco Lslenon acknowledged for their involvements in the production of the

binding constant value of the order of 75 Mwhile the use of tobacco LTP#1. The French Ministry of Research is acknowl-
other spies for the related protein, wheat LTP1, did not reveal edged for financial support (ACI no. 4103 to H.D.).

such strong interactior®. Xenon seems to jump at the
nanosecond time between the four hydrophobic sites A, B, C,
and D, with D specific to tobacco LTR1 as compared to wheat
LTP1. The exchange rate between free- and bound-xenon
tobacco LTP41 is faster than 50 kHz, indicating the absence
of large amplitude motion of the protein during xenon binding.
Nevertheless, LTP1 proteins have a very particular hydrophobic
cavity. Thus, it is only through the analysis of protein

Supporting Information Available: Two tables containing
the list of atoms experiencing chemical shift variations under
xenon pressure; two tables giving the list of atoms detected in
SPINOE; figure showing the location on the protein structure
of IH and3C atoms experiencing chemical shift variation under
xenon pressure; figure displaying the fit of Gf 146 with K =
75.5 M~ andK = 110 ML This material is available free of
charge via the Internet at http:/pubs.acs.org.

(36) Liepinsh, E.; Sodano, P.; Tassin, S.; Marion, D., Vovelle, F.; Otting. G.
Biomol. NMR1999 15, 213-225. JA046195I

15746 J. AM. CHEM. SOC. = VOL. 126, NO. 48, 2004



Cavité hydrophobe de la LTP1_ 1

4. Conclusions et perspectives

La cavité hydrophobe de la LTP1 1 a été explorée en détail par RMN a I’aide de la
sonde hydrophobe que constitue le xénon. L’ analyse du déplacement chimique et du temps de
relaxation longitudinale T, du **Xe a permis de mettre en évidence une interaction entre la
LTP1 1 et le xénon. De plus, cette analyse a révélé un échange chimique rapide a I’échelle de
temps de la RMN entre la forme libre du xénon et sa forme liée avec la LTP1 1. Les
paramétres thermodynamiques de fixation du xénon ont été obtenus en analysant les
variations de déplacement chimique *H et *C de la LTP1_1 en fonction de la concentration de
xenon. Leur interprétation, ainsi que des simulations de solvatation de la cavité de la LTP1 1
par du xénon, ont montré I’existence de quatre sites de fixation du xénon (A, B, C, D) ayant
des constantes d’affinité différentes (cf. figure 1 et table 11 de I’article) variant de 72,5 a 76,5
M™ pour les sites A, B et C et égale a 110 M™* pour le site D. Les expériences SPINOE ont
permis la localisation du xénon et I’identification des acides aminés formant les quatre sites
privilégiés de son interaction. Les mesures des temps de relaxation longitudinale T; du ***Xe
indiquent que la LTP1_1 pourrait fixer un atome de xénon et que ce dernier passerait d’un site
a I’autre trés rapidement avec des temps de résidence inférieurs a une nanoseconde. D’autre
part, nous avons montré que les déplacements chimiques des protons et azotes amides (*Hy et
>N) variaient en fonction de la concentration de xénon. Mais, contrairement aux variations
des déplacements chimiques 'H et 3C des chaines aliphatiques, ces variations ne
correspondent pas uniquement a des interactions spécifiques. En effet, elles ne sont pas
corrélées aux NOEs hétéronucléaires *>Xe-'H que nous avons obtenus par I’expérience
SPINOE réalisée dans H,0. Elles traduisent une « respiration » de la LTP1_1, c’est-a-dire que
la protéine subit de petites modifications structurales aprés fixation du xénon. Enfin, I’analyse
combinée des déplacements chimiques *Hy et N et des temps de relaxation transversale T,
du noyau *°N permet d’appréhender la vitesse d’échange entre la forme libre de la LTP1 1 et
sa forme liée au xénon. Celle-ci est supérieure a 50 kHz, indiquant une absence de

mouvements de large amplitude pendant la fixation du xénon.

L’ensemble de ces résultats permet de definir une constante d’association globale
LTP1_1/xénon de I’ordre de 75,5 M™ pour I’ensemble des quatre sites A, B, C et D. C’est la
premiére fois que I’on observe une constante d’association aussi élevée pour une sonde

hydrophobe interagissant avec une protéine de la famille des LTP1. Jusqu’a présent, aucune
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des sondes hydrophobes utilisées pour explorer la cavité de la LTP1 de blé (Liepinsh et al.
1999) n’a permis de mettre en évidence une interaction aussi importante. D’autre part, la
LTP1 1 de tabac posséde un site de fixation du xénon spécifique supplémentaire par rapport a
ceux identifiés dans la LTP1 de blé. C’est le site D qui est défini par les 3 résidus L34, A38 et
146 et présente la constante d’affinité la plus élevée 110 M™. Parmi ces trois résidus, seul le
résidu 146 est spécifique a la séquence de la LTP1_1 de tabac. En effet, dans les LTP1 de
graines de céréales, cet acide aminé est muté en résidu hydrophile (Thr ou Ser) ou en alanine.
Ce résidu apparait donc tres important pour la définition du site D de fixation du ligand et
pourrait expliquer la différence d’affinité de ce site comparé aux sites A, B et C. Il pourrait
méme nous permettre d’expliquer I’origine des différences d’affinité de la LTP1 1 pour un
phospholipide (le LMPC) et pour des acides gras (acides oléique et palmitique) qui ont été
observées par fluorescence (cf. chapitre 3). La constante d’affinité de la LTP1 1 est en effet
augmentée d’un facteur variant de 5 & 10 entre le LMPC et les acides gras.

En conclusion, la RMN du xénon polarisé par laser se révele étre un excellent outil
pour I’étude des cavités hydrophobes de protéines. En effet, grdce a ses propriétés
particulieres, hydrophobie, sensibilité a son environnement, la sonde xénon a permis une
cartographie compléte de la cavité hydrophobe de la LTP1_1 de tabac et I’identification des
résidus impliqués dans sa fixation. La détermination de ces résidus a peut-étre permis de
découvrir le résidu responsable de la spécificité de la LTP1_1 (lle 46). Afin de confirmer cette
hypothése, il serait nécessaire de muter spécifiqguement cette isoleucine par une alanine ou les
résidus hydrophiles (Thr ou Ser) observés dans les LTP1 de graines de céréales et de réaliser

les mémes expeériences de fixation de molécules lipidiques (LMPC et acides gras).
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L’ objectif principal de mon travail de these a été de realiser I’étude structurale de
protéines appartenant a la famille des LTPs. Je me suis plus particulierement intéressé a la
famille des LTP1 identifiées chez le tabac Nicotiana tabacum, afin d’établir des relations
structure/fonction et d’élucider a terme la ou les fonctions de ces protéines.

Avant la réalisation de mes travaux de thése, seules les structures tridimensionnelles
de LTPs extraites de graines de céréales étaient connues, c’est pourquoi nous avons entrepris
d’étudier les LTP1 présentes dans la plante entiere. La premiere LTP1 exprimée dans les
organes végétatifs de tabac a été surexprimée dans Pichia pastoris, permettant ainsi son
marquage isotopique °N et *C. La production de la premiére LTP1 recombinante s’est
révélée tres efficace, avec des rendements de production de I’ordre d’une dizaine de mg par
litre de milieu de culture. Nous avons ensuite pu déterminer sa structure tridimensionnelle par
RMN 2D, 3D et modélisation moléculaire et réaliser des études d’interaction de cette nouvelle
LTP1 avec un phospholipide LMPC (LysoMyristoylPhosphocholine) et des acides gras

(acides palmitique et oléique).

La structure tridimensionnelle de cette premiere LTP1 présente dans les organes
vegétatifs de tabac ne differe pas globalement de celle des LTP1 isolées dans les graines de
céréales. Elle possede quatre helices o surenroulées suivies d’un long segment C-terminal qui
ne présente pas de structure secondaire. De plus, comme les autres LTP1, elle présente une
cavité hydrophobe qui lui permet de lier des molécules amphiphiles. En revanche, ses
propriétés de complexation sont différentes. En effet, contrairement aux LTPs de graine de
céréales qui complexent indifferemment des phopholipides et des acides gras avec la méme
affinité, la LTP1_1 de tabac ne peut fixer qu’une seule molécule amphiphile, un LMPC ou un

acide gras, et avec une affinité plus faible pour ces derniers.

Ces différences de complexation ne résultent pas de I’absence de cavité hydrophobe
mais de petites différences structurales dans I’organisation des résidus hydrophobes, qui
entrainent une accessibilité différente de la cavité. Les LTP1 de graine de céréales possedent
deux entrées pour leur cavité hydrophobe alors que la LTP1 1 ne présente qu’une seule
entrée située entre la boucle L2 et le segment C-terminal, la deuxieme étant obstruée par des
résidus hydrophobes propres a cette protéine, en particulier la leucine 24 et la chaine latérale
de la lysine 65. Des expériences de mutagénése dirigée ainsi que I’étude de LTP1 présentant

les mémes caractéristiques que la LTP1 1 de tabac devraient permettre de démontrer
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I’importance de ces résidus.

D’autre part, la mesure des vitesses de relaxation hétéronucléaire R1, R2, et des NOEs
(**N 'H) nous a permis de décrire les mouvements caractéristiques des vecteurs NH le long du
squelette peptidique. Cette étude par RMN de la dynamique du squelette polypeptidique de la
LTP1 1 de tabac a été complétée par des simulations de dynamique moléculaire a
température ambiante et a haute température. Nous avons ainsi montré que les propriétés
remarquables de complexation de la LTP1_1 sont liées non seulement a la présence de sa
cavité hydrophobe mais également a la dynamique particuliere de certains acides aminés
situés au niveau de I’entrée de la cavité qui permettraient la fixation du lipide. Il s’agit des
acides aminés de la boucle L2 (Arg39 et Thr 40) et ceux du segment C-terminal VVal75-Ser84
impliqués d’une part dans la définition de I’entrée de la cavité de la LTP1 1 de tabac et
d’autre part dans son ouverture. De plus, contrairement a la LTP1 de blé, les résultats de
simulation a haute température pour la LTP1_1 de tabac montrent I’existence d’une entrée
unique pour la cavité. Afin de compléter les résultats que nous avons obtenus par RMN et in
silico sur la dynamique de la LTP1_1 de tabac, des études semblables a celles que nous avons
effectuées pourraient étre menées sur des complexes lipide-protéine. Ces derniers
impliqueraient des molécules lipidiques comme par exemple des acides gras ou, dans I’idéal,
un ligand naturel que nous aurions identifié, afin de déterminer les résidus responsables de la

stabilisation du complexe et des différentes affinités observées pour cette LTP1.

Par ailleurs, nous avons étudié la cavité hydrophobe de la LTP1 1 en utilisant la RMN
du xénon polarisé par laser qui se révele étre un excellent outil pour I’étude des cavités
hydrophobes de protéines. En effet, grace a ses propriétés particuliéres : hydrophobie,
sensibilité a son environnement, la sonde xénon a permis une cartographie complete de la
cavité hydrophobe de la LTP1_1 de tabac et I’identification des résidus impliqués dans sa
fixation. La determination de ces résidus a peut-étre permis de découvrir le résidu responsable
de la spécificité de la LTP1_1 (lle 46). Afin de confirmer cette hypothese, il serait nécessaire
de muter spécifiquement cette isoleucine par une alanine ou par les résidus hydrophiles (Thr
ou Ser) correspondants dans les LTP1 de graine de céréales et de réaliser les mémes

expeériences de fixation de molécules lipidiques (LMPC et acides gras).

Nous avons ainsi montré avec la LTP1 1 de tabac que certaines LTPs peuvent
présenter des caractéristiques de complexation et d’affinité différentes les unes des autres sans

modification majeure de leur structure tridimensionnelle. Ces différences de propriétés ont
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elles une signification biologique ? La multigénicité des LTPs au sein d’une méme espéce
végétale suggere probablement qu’il n’y a pas redondance mais multiplicité des fonctions.
Ainsi, le fait que la LTP1_1 de tabac ne fixe qu’une seule molécule lipidique et que selon le
type de ligand I’affinité n’est pas la méme, indique que si nous pouvions demain comparer la
structure et I’activité d’un ensemble de LTPs d’un méme organisme, nous aurions
probablement des surprises quand a la diversité des ligands qu’elles peuvent fixer et par
conséquent de leurs fonctions. Nous avons déja commencé cette étude par la modélisation
comparative. Jusqu'a présent, seulement 5 LTP1 ont été identifiées chez le tabac. Nos résultats
de modélisation suggerent que deux d’entre elles (la 3 et la 4) formeraient une nouvelle
sous-famille structurale de LTP1 avec une cavité de taille réduite et une absence de pole
hydrophile. Ces résultats suggerent un mode de fixation différent, voire méme une
impossibilité de complexation. Une étude structurale de cette sous-famille couplée a des
études des propriétés, pourrait nous aider a définir leur réle particulier, et a progresser encore
dans les relations structure/fonction de la famille des LTPs.

Nos résultats peuvent aussi signifier que les interactions entre les LTP1 et les
macrostructures amphiphiles (membranes, domaines lipophiles) sont de nature différente. Par
exemple, il pourrait exister des spécificités d’interaction qui adresserait des protéines vers la
construction de subérine/cutine ou vers les interactions protéine-protéine (récepteur
membranaire) en fonction des modifications fines de la structure globale conservée au sein de

ces protéines.
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Annexe

En marge de mes principaux travaux de these, j’ai réalisé un travail de modélisation
comparative en collaboration avec I’équipe de biologie cellulaire et moléculaire de la
glycosylation de notre centre, afin d’obtenir un modele tridimensionnel d’une o-GalNac
transférase, enzyme de la O-glycosylation. Ce modéle a nécessité la construction du ligand de
I’enzyme, I’UDP-N-acetylgalactosamine et son positionnement au sein du site catalytique par
des méthodes de docking. Les résultats obtenus ont permis de suggérer des mutations qui ont
abouti a I’identification de résidus importants pour I’activité enzymatique de I’a-GalNac
transférase. Ces résultats sont présentés sous la forme d’un article qui est sous presse dans le

journal Protein Engineering Design and Selection.
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UDP-GalNAc:polypeptide aN-acetylgalactosaminyltransfer-
ases (ppGaNTases) transfer GalNAc from UDP-GalNAc
to Ser or Thr. Structural features underlying their enzy-
matic activity and their specificity are still unidentified.
In order to get some insight into the donor substrate reco-
gnition, we used a molecular modelling approach on a
portion of the catalytic site of the bovine ppGaNTase-
T1. Fold recognition methods identified as appropriate
templates the bovine al,3galactosyltransferase and the
human al,3NV-acetylgalactosaminyltransferase. A model
of the ppGaNTase-T1 nucleotide-sugar binding site was
built into which the UDP-GalNAc and the Mn*' cation
were docked. UDP-GalNAc fits best in a conformation
where the GalNAc is folded back under the phosphates
and is maintained in that special conformation through
hydrogen bonds with R193. The ribose is found in van der
Waals contacts with F124 and 1.189. The uracil is involved
in a stacking interaction with W129 and forms a hydrogen
bond with N126. The Mn?>' is found in coordination
both with the phosphates of UDP and the DXH motif of
the enzyme. Amino acids in contact with UDP-GalNAc
in the model have been mutated and the corresponding
soluble forms of the enzyme expressed in yeast. Their
kinetic constants confirm the importance of these amino
acids in donor substrate interactions.

Keywords: comparative molecular modelling/
glycosyltransferases/mutagenesis/polypeptide
aN-acetylgalactosaminyltransferases/UDP-GalNAc

Introduction

UDP-GalNAc:polypeptide oN-acetylgalactosaminyl-transferases
(ppGaNTases EC 2.4.1.41) belong to a large family of enzymes
(for review, see Ten Hagen et al., 2003), 14 members of which
have been cloned and 13 functionally characterized to date.
Although they have been first described in mammals, large
families of these enzymes have also been found in nematodes
and in insects. They transfer, in the presence of Mn?*, GalNAc
from the sugar donor UDP-aiGalNAc to serine and threonine
residues of the acceptor polypeptide in order to form:
GalNAcol-O-Ser/Thr. This constitutes the first step of sugar
addition during O-glycosylation of mucins, a process encoun-
tered in all animals. Acceptor substrates of ppGaNTases
constitute a huge variety of peptide sequences that obviously
require many different enzymes of this family in order to

glycosylate all the potential mucin-type O-glycan attachment
sites. Besides, the different members of this family show spe-
cific spatiotemporal expression patterns during development
that are probably related to the unique specificity of each
member of the family. However, despite intense work aimed
at finding the recognition criteria of acceptor substrates, we still
do not know precisely the fine specificity of each enzyme. This
is also due to the fact that no X-ray structure has been as yet
reported for any member of the family and that no specific
inhibitors have ever been designed for any enzyme isoform.
Moreover, although the donor substrate (UDP-GalNAc) is
identical for all the family members, very few data are avail-
able on the structural features that underlie the enzymatic
transfer reaction and the specificity of recognition of both
substrates.

Sequence analysis of the cDNAs of the different isoforms of
the family and of the corresponding proteins have shown that
these enzymes are type Il membrane proteins (Figure 1A). They
are anchored in the Golgi and contain a short (6-19 amino
acids) N-terminal cytosolic domain, a unique transmembrane
anchor (15-27 amino acids) followed by a luminal region
which can be subdivided into three parts: a stem region of
variable length (55—416 amino acids) which projects the cata-
Iytic entity (about 350 amino acids) fully accessible into the
lumen of the Golgi; this catalytic domain is followed by a
lectin-like domain of 130-150 amino acids at the C-terminus
of all functional ppGaNTases. The comparison of the entire
sequence of ppGaNTases shows that cytosolic, transmem-
brane, stem and lectin-like regions present very little sequence
similarity, the regions of higher amino acid identity being
situated in the catalytic domains (Figure 1B). The lectin-like
domains show only structural similarities: molecular modelling
studies have led to the conclusion that this part of the enzyme
could adopt the same fold as the lectin domain of ricin (Imberty
et al., 1997; Hagen et al., 1999). On the other hand, a careful
examination of the catalytic domains of mammalian ppGaN-
Tases emphasizes numerous sequence identities in all isoforms
since a number of residues are perfectly conserved (Figure 1B).
A majority of them is also found at the same position in the
ppGaNTase isoforms of Drosophila melanogaster (Schwientek
et al., 2002) or of Caenorhabditis elegans (Hagen and Nehrke,
1998), which strongly suggests that they may be important
for enzyme activity. A comparison of the peptide sequence
of the catalytic domain among the different members of the
family allow one to distinguish two highly conserved regions:
a glycosyltransferase 1 or GT1 pattern and a Gal/GalNAcT
pattern. The GT1 pattern comprises about 110 amino acids
in the N-terminal half of the catalytic domain and contains
a DXH motif, thought to correspond to the DXD motif present
in many glycosyltransferases of different specificities (Breton
etal., 1998; Busch et al., 1998; Kapitonov and Yu, 1999). In all
glycosyltransferases of known three-dimensional (3D) struc-
ture which present this motif, it has been shown to bind the
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sugar-nucleotide donor via an associated divalent metal ion.
The Gal/GalNACcT pattern comprises about 40 amino acids in
the C-terminal portion of the catalytic domain of ppGaNTases
and contains a motif WXXE which has been suggested, in four
of the glycosyltransferases of known 3D structure, to particip-
ate in the transfer of Gal or GalNAc (Gastinel et al., 1999; Boix
et al., 2002; Patenaude et al., 2002), although the available data
do not allow firm conclusions. Until now, the atomic coordi-
nates of only 18 crystallized glycosyltransferases have been
published (Vrielink et al., 1994; Charnock and Davies, 1999;
Gastinel et al., 1999, 2001; Ha et al., 2000; Pedersen et al.,
2000, 2003; Unligil et al., 2000; Mulichak et al., 2001,
2003, 2004; Persson et al., 2001; Boix et al., 2002; Gibbons
et al., 2002; Gibson et al., 2002; Patenaude et al., 2002; Chiu
et al., 2004; Lobsanov et al., 2004). Most of these enzymes
present no or very little amino acid sequence similarity among
each other. However, they all share some similitude in their
overall protein fold. Bioinformatic analysis and 3D structure
comparison have led to the proposal that glycosyltransferases
adopt principally two different topologies: the nucleotide-
diphospho-sugar transferase from Bacillus subtilis or SpsA
fold and the DNA-modifying B-glucosyltransferase from bac-
teriophage T4 or BGT fold (Unligil and Rini, 2000; Zhang
et al., 2003 and references cited therein). The SpsA fold con-
sists of a B/o/f} Rossmann-like fold (Rossmann et al., 1974)
organized in such a way that central parallel B-sheets are
flanked by o-helices and arranged in two tightly associated
subdomains, one involved in the nucleotide binding and one
in the acceptor binding. The BGT fold is characterized by two
similar B/o/B fold subdomains less tightly associated than in
the SpsA fold and with the binding pocket of the donor and
acceptor substrates situated in the cleft between the two sub-
domains. Until now, all enzymes of characterized 3D structure
with a SpsA fold have shown a DXD motif involved in the
binding of a divalent cation itself coordinated to the dinucleo-
tide sugar. Among the 18 crystallized enzymes of known 3D
structure, half are retaining glycosyltransferases (same anome-
ric linkage of donor substrate and product) while the other half
are inverting (different anomeric linkage of donor substrate and
product). Six of them adopt the BGT fold while 12 adopt the
SpsA fold that is the type of fold predicted for ppGaNTases
(Hagen et al., 1999; Breton et al., 2002). The overall fold of the
six enzymes which function with a retention of the transferred
sugar configuration and present a SpsA topology is similar
especially in the active-site pocket where the UDP-sugar is
bound. However, although great efforts have been made to
understand the enzymatic mechanism involved in the sugar
transfer reaction for inverting as well as retaining glycosyl-
transferases (Unligil and Rini, 2000; Ly et al., 2002) there are
no data yet available on the precise enzymatic mechanism
involved for any of the enzymes of known 3D structure.
Molecular modelling has been used successfully in order to
predict the conformation of proteins of unknown 3D structure
(for review, see Schonbrun et al., 2002 and references therein).
The models are built from templates provided by the X-ray
structure of proteins that present a maximum of sequence
similarities with the candidate enzyme. Analogous methods
have been used for the prediction of all or part of the catalytic
domain structure of glycosyltransferases (Imberty et al., 1997,
1999; Tsai et al., 2000; Unligil et al., 2000; Rao and Tvaroska,
2001; de Vries et al., 2001; Lazarus et al., 2002; Ouzzine et al.,
2002; Gulberti et al., 2003; Heissigerova et al., 2003).

Molecular model of the ppGaNTase-T|1 UDP-GalNAc binding site

However, in most cases the predictions were not supported
by biological or biochemical data. Since we are currently lack-
ing structural information on ppGaNTases as well as on their
enzymatic mechanism, we used molecular modelling to predict
some features of the catalytic domain. For that approach we
restricted our modelling to the GT1 subdomain that is the larger
conserved motif of all ppGaNTases and used as templates the
X-ray data of retaining glycosyltransferases which adopt a
SpsA fold. The amino acids found to be in direct contact
and/or important for the UDP-GalNAc binding were mutated in
a secreted form of the ppGaNTase-T1; mutants were expressed
in yeast, purified and their kinetic properties analysed.

Materials and methods

Sequence alignment and secondary structure prediction

The amino acid sequences of the bovine ppGaNTase-T1 and of
13 human ppGaNTases plus the ppGaNTase-TS cloned
from rat, were aligned using the ClustalW method (Thompson
et al., 1994) and refined manually using GeneDoc (Nicholas
et al., 1997). This multiple alignment of ppGaNTases was
employed to carry out secondary structure predictions of the
bovine ppGaNTase-T1 with two programs available on WWW
servers: the PHDsec methods (Rost and Sander, 1993, 1994,
http://www.EMBL-Heidelberg. DE/services/index.html), using
a neural network algorithm based on position-specific con-
servation weight and the quadratic-logistic —method
(Di Francesco et al., 1995; http://abs.cit.nih.gov/ql2/), operat-
ing according to a logistic discriminating function method-
ology. Other programs, which only work with unique sequences
were run with the ppGaNTase-T1 sequence: the NPS method
(http://pbil.ibcp.fr/NPS A/npsa_prediction.html)whichprovides
a consensus secondary prediction using different algorithms
and PREDATOR (Frishman and Argos, 1997; http://bioweb.
pasteur.fr/seqanal/interfaces/predator.html) which uses infor-
mation from related proteins in order to predict a secondary
structure.

Fold prediction

Fold recognition was used to propose a structural model
for the catalytic domain of the ppGaNTase-T1. Several
fold recognition programs were run using the putative
catalytic domain of the bovine ppGaNTase-T1 (amino acids
84-426) as query sequence: Superfamily (Gough et al., 2001;
http://supfam.mrc-lmb.cam.ac.uk/SUPERFAMILY/), mGen-
THREADER (Jones, 1999; McGuffin et al., 2000; http://bioinf.
cs.ucl.ac.uk/psipred/), Hybrid Fold Recognition (Fischer, 2000;
http://www.cs.il/~bioinbgu/) and LIBELLULA (Juan et al.,
2003; http://www.pdg.cnb.uam.es/servers/libellula.html), that
uses and improves the results of two other methods (SAMT99
and 3DPSSM). These ‘threading’ processes (Lemer et al.,
1995) allow one to align one sequence with one structure.

Comparative modelling

The region comprised between amino acids 96 and 227 of the
bovine ppGaNTase-T1 was aligned on the nucleotide-sugar
binding segment of bovine ol,3galactosyltransferases
(03GalT) and the corresponding region of human blood
group A transferase or o.1,3N-acetylgalactosaminyltransferase
(GTA). Because of the very low sequence identity between
ppGaNTase-T1 and the other transferases 03GalT and GTA,
the alignment was carried out according to the hydrophobic
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cluster analysis (HCA) program (Gaboriaud et al., 1987; http://
www.lmcp.jussieu.fr/~soyer/www-hca/hca-form.html). ~ This
graphical method allows to easily visualize o-helices and
B-strands and to align the conserved hydrophobic clusters.
The models of the [96-227] fragment of ppGaNTase-T1
were built using MODELLER 6.2 software (Sali and Blundell,
1993). MODELLER is a program based on the satisfaction of
spatial restraints generated on the target sequence from its
alignment with the 3D structure of the templates [03GalT in
complex with UDP (1K4V; Boix et al., 2001) and GTA in com-
plex with UDP and the H antigen (ILZI; Patenaude et al.,
2002)] and also from the statistical analysis of a data base
including 416 protein structures. The PROCHECK program
(Laskowski et al., 1993) was used to assess the stereochemical
quality of the structures. Additional evaluations were com-
pleted by various profile programs: PROSA 1II (Sippl, 1993)
and VERIFY3D (Luthy et al., 1992; http://www.doe-mbi.
ucla.edu/Services/Verify_3D/) and also by examination of
the structure on a graphic display. Using these assessments,
a representative model was selected and energy minimised
with the SYBYL software (TRIPOS Inc., St Louis, MO).
The secondary structures of the model were analysed with
the PROMOTTF program (Hutchinson and Thornton, 1996).

Docking of UDP-GalNAc

UDP-GalNAc was built using the geometry of UDP-2FGal-
Mn>* in complex with the o4 galactosyltransferase from
Neisseria meningitis or LgtC (Persson et al., 2001). The fluor-
ine atom was changed into an acetyl group and the coordinates
of the molecule were refined by energy minimization within
SYBYL. The ligand was then docked into the active site
of ppGaNTase-T1. In a first step, the UDP moiety of UDP-
GalNAc was placed in a position similar to the position of UDP
ligands in a3GalT and GTA X-ray structures. In a second step,
the geometry of the whole ligand and of the protein side chains
in the vicinity of the active site were energy minimized within
SYBYL.

Site-directed mutagenesis

Site-directed mutagenesis was performed by PCR using the
Quik-Change® site-directed mutagenesis kit (Stratagene, La
Jolla, CA) according to the manufacturer’s instructions. The
plasmid pcDNA3 (Invitrogen, San Diego, CA) containing an
insert encoding a soluble form of the bovine ppGaNTase-T1
(S.Duclos, N.Bureaud, F.Piller and V.Piller, manuscript
in preparation) was used as template with the following
couples of primers: W129A, 5 -GTTTTCCACAATGAGGCT-
GCCAGCACACTTCTGCGAAC-3 upstream and 5-GTT-
CGCAGAAGTGTGCTGGCAGCCTCATTGTGGAAAAC-3

downstream; WI129F: 5 -GATTGTTTTCCACAATGAGG-
CTTTCAGCACACTTCTGCGAACTGTC-3 upstream and
5 -GACAGTTCGCAGAAGTGTGCTGAAAGCCTCATTG-
TGGAAAACAATC-3 downstream; WI129R: 5 -GGTGATT-
GTTTTCCACAATGAGGCTCGGAGCACACTTCTGCGA-
ACTGTCCATAGC-3 upstream and 5 -GCTATGGACAGT-
TCGCAGAAGTGTGCTCCGAGCCTCATTGTGGAAAAC-
AATCACC-3 downstream; N126A: 5 -CCTACAACCAGT-
GTGGTGATTGTTTTCCACGCTGAGGCTTGGAGCACA-
CTTCTGCGAAC-3 upstream and 5 -GTTCGCAGAAGTG-
TGCTCCAAGCCTCAGCGTGGAAAACAATCACCACAC-
TGGTTGTAGG-3 downstream; F124A: 5-CCTTCCTA-
CAACCAGTGTGGTGATTGTTGCCCACAATGAGGCT-

4

TGGAGCACACTTCTGC-3 upstream and 5 -GCAGAAGT-
GTGCTCCAAGCCTCATTGTGGGCAACAATCACCACA-
CTGGTTGTAGGAAGG-3 downstream; L189A: 5 -CGAA-
-CGAATGGAGCAGCGTTCTGGAGCGATCAGAGCTAG-
GTTAAAAGG-3 upstream and 5-CCTTTTAACCTAG-
CTCTGATCGCTCCAGAACGCTGCTCCATTCG-3 down-
stream; R193A: 5 -CGTTCTGGATTGATCAGAGCTGCTT-
TAAAAGGTGCTGCTGTGTCTAAAGG-3 upstream and
5 -CCTTTAGACACAGCAGCACCTTTTAAAGCAGCTCT-
GATCAATCCAGAACG-3 downstream; D209A: 5 -AAGT-
GATCACCTTTTTAGCCGCGCACTGTGAG-3  upstream
and 5 -CTCACAGTGCGCGGCTAAAAAGGTGATCACTT-
3 downstream. Nucleotides mutated to convert one amino acid
into another residue are underlined and in bold characters.
All mutations were confirmed by sequencing (MWG Biotech,
Germany). Each mutated cDNA was excised from the pcDNA3
vector by BamHI and NotI and cloned in frame with the alpha-
factor signal peptide into the YEpFLAG™™-1 yeast expression
vector (Sigma, St Louis, MO) opened by the same enzymes.

Expression of wild type and mutant ppGaNTase-T1 in

Saccharomyces cerevisiae (strain BJ5465) cells were trans-
formed with the YEpFLAG™-1 vector containing either the
wild type cDNA or a mutated cDNA, using the lithium acetate
transformation method (Ito et al., 1983). The selection method
is based on the Trp auxotrophy of the BJ5465 strain. Trans-
formants were selected on Trp-deficient synthetic complete
agar (0.67% yeast nitrogen base without amino acids, 0.074%
complete supplement mixture minus Trp, 2% dextrose and 2%
agar) since the TRP1 gene of the vector YEpFLAG™.-1 com-
plements the mutation of the BJ5465 strain and restores the
Trp-prototrophy. Selected clones were grown at 30 C in
SC minus Trp liquid medium for 48 h (ODgponm = 8-10).
Starter cultures were diluted to ODggg,m = 0.4 in the expression
medium (1% yeast extract, 8% peptone, 1% glucose, 3%
glycerol and 1 mM CaCl,) for induction of protein expression.
The expression cultures were grown at 30 C for 72 h.

Purification of recombinant ppGaNTase-T1 and mutants

Ten millilitres of expression culture were centrifuged for 5 min
at 10 000 g and 4 C, and the supernatant was dialysed against
50 mM sodium phosphate buffer, pH 8, at 4 C. The supernatant
was adjusted to 300 mM NaCl and 5 mM imidazole and then
applied onto a 1 ml nickel-agarose column (Qiagen, Germany)
equilibrated with the 50 mM sodium phosphate buffer, pH 8,
300 mM NaCl and 5 mM imidazole. The column was washed
once with 5 ml of the same buffer and once with 5 ml of the
same buffer but 10 mM in imidazole. The bound enzyme
was eluted in 500 mi fractions of 250 mM imidazole, pH 7
and analysed by SDS-PAGE, western blot and enzymatic
activity.

SDS-PAGE and immunoblotting

Eluted enzymes (5 m) were analysed by SDS-PAGE
(Laemmli, 1970) using an 8% (w/v) polyacrylamide separa-
tion gel. Proteins were transferred onto nitrocellulose mem-
brane (Schleicher & Schuell, Germany) and blocking was
carried out for 30 min in Tris-buffered saline (TBS) containing
0.5% (v/v) Tween-20 (TBS-T). The membrane was first incu-
bated for 30 min with a mouse anti-FLAG™ antibody (Sigma)



at 10 ng/ml TBS. After three washings in TBS, the second
antibody, a goat anti-mouse antibody coupled to alkaline phos-
phatase (Bio-Rad, Hercules, CA) was used at a dilution of
1:2500 in TBS-T. The coloured reaction was developed with
the Western Blue™ detection reagent (Promega, Madison, WI)
and the amount of ppGaNTase-T1 or mutant enzymes was
determined by densitometry analysis (Image Quant; Molecular
Dynamics, Sunnyvale, CA) by comparison to 50 and 100 ng
of FLAG™-tagged inactive bacterial alkaline phosphatase
(BAP-FLAG™; Sigma).

Determination of ppGaNTase activity and
kinetic parameters

PpGaNTase-T1 activity was assayed by measuring the syn-
thesis of ["H]GalNAc-substituted peptide in 25 m final volume
reactions. Standard reaction mixtures contained 50 mM MES,
pH 6.5, 15 mM MnCl,, 1 mg/ml BSA, 20 nM UDP-
[’H]GalNAc (American Radiolabeled Chemicals, St Louis,
MO) with a specific activity of 50 000 c.p.m./nmol, 0.7 mM
acceptor peptide STPSTPSTPSTPSTP (STPs, Sigma) and
an appropriate amount of enzyme such as <10% of UDP-
[PH]GalNAc were consumed at the end of the reaction
(about 0.3 nU enzyme per test). After 30 min incubation at
37 C and separation by Dowex-1X8 (Serva, Germany) chro-
matography, the products were quantified by scintillation
counting. All reactions were done in triplicates.

To determine the apparent K,, for UDP-GalNAc, the con-
centration of UDP-[?H]GalNAc was varied from 3.5 to 100 mM
(and up to 250 MM for mutants N126A and W129A) in the
presence of 0.7 mM STPs. The apparent K, for the acceptor
peptide was obtained by varying the concentration of STPs
from 0.15 to 1.5 mM in the presence of 100 nM UDP-
[3 H]GalNAc. Use of double reciprocal plots (1/V versus 1/[S])
allowed the calculation of kinetic parameters.

Results

Since the sequence identities between the protein to be mod-
elled (ppGaNTase-T1) and the templates (retaining glycosyl-
transferases of known 3D structure) are low, the first step was
to perform a secondary structure prediction for the ppGaNTase
catalytic domain. Fold recognition programs were also run to
search in the Protein Data Bank (PDB) for proteins adopting
the same fold as predicted for the ppGaNTase catalytic domain.
Once these proteins were identified, the corresponding
sequences were aligned with those of the ppGaNTase-T1
and the alignment was then refined using the HCA analysis
as well as the known secondary structures of the templates and
the predicted structure of the ppGaNTase-T1. From this align-
ment a model of a subdomain of the bovine ppGaNTase-T1
could be built with the MODELLER program.

Sequence alignment, secondary structure prediction
and fold recognition of ppGaNTases

Most ppGaNTase isoforms that have been cloned in mammals
are of human origin; however, whenever a corresponding
enzyme of another species has been cloned (bovine, mouse,
rat or porcine) and functionally expressed, it showed only
differences in a few amino acids with the human enzymes
(90-99% identity among orthologues). For instance, among the
559 amino acids that constitute the entire protein sequence of
the bovine ppGaNTase-T1 used for this study, only four
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residues differ from the human ppGaNTase-T1. Thus, 13
human isoform sequences (ppGaNTases-T1-T4 and -T6-T14)
and the primary structure of ppGaNTase-T5 from rat (because
there is no human equivalent cloned to date) were compared
in this study. The sequence of the bovine ppGaNTase-T1
is reported above the corresponding human sequence in
Figure 1B. Due to low sequence identity in the cytosolic,
transmembrane, stem and lectin domains, only the putative
catalytic ppGaNTase domains (corresponding to residues
84-426 of the bovine ppGaNTase-T1) are aligned. The multi-
ple alignment thus obtained and the sequence of the bovine
ppGaNTase-T1 were submitted to several secondary structure
prediction programs. The resulting predicted topology found
for the ppGaNTase-T1 fold is characteristic of a Rossmann fold
with alternating o-helixes and B-strands. In the N-terminal half
of the considered sequence (corresponding to residues 117-242
of the bovine ppGaNTase-T1) the different methods agree
perfectly, suggesting a high reliability of the predictions. On
the other hand, the predictions are more variable in the second
half (residues 243-426 in the bovine ppGaNTase-T1) of the
catalytic domain.

The 84426 amino acid sequence of ppGaNTase-T1 was
also submitted to a fold recognition analysis in order to
search for proteins that share the same fold with the bovine
ppGaNTase-T1. The secondary structures given by fold recog-
nition programs were compared to those obtained by the sec-
ondary structure prediction programs and this allowed one to
select the templates according to the highest scores of the
structural prediction. Threading calculations aligned the
ppGaNTase-T1 sequence with X-ray structures of glycosyl-
transferases which adopt a SpsA fold: SpsA (Charnock and
Davies, 1999), LgtC (Persson et al., 2001), GTA and human
blood group B transferase (GTB) (Patenaude et al., 2002) and
03GalT (Gastinel et al., 2001; Boix et al., 2002). The first two
are bacterial enzymes. SpsA is believed to be an inverting
glycosyltransferase, a member of the family 2 of glycosyltrans-
ferases (GT-2 family, CAZY database), able to bind UDP as
well as TDP (Tarbouriech et al., 2001), although its specificity
for both donor and acceptor substrates is still unknown. LgtC is
a retaining glycosyltransferase which transfers Gal from UDP-
Gal in an o-linkage to a terminal Gal of lipopolysaccharides,
forming a Gal a.1,4 Gal linkage, and is assigned on the basis of
sequence similarity to the GT-8 family (CAZY database).
Human ABO blood group transferases, GTA and GTB are
enzymes showing high sequence identity (only four different
residues on a total of 354 amino acids); GTA transfers GalINAc
from UDP-GalNAc and GTB transfers Gal from UDP-Gal to
the same acceptor [Fuc al,2] Gal, both in o configuration,
forming the blood group A and B antigens: GalNAca [Fuc
al,2] Gal and Gala [Fuc al,2] Gal, respectively. Based on
sequence similarity, they are classified in the retaining GT-6
family as well as 3GalT which is a bovine enzyme transfer-
ring Gal from UDP-Gal in o to GalB1,4GIcNAc structures,
forming the xenoantigen Galo.1,3GalB1,4GIcNAc responsible
for the hyperacute rejection of xenografts in humans. GTA,
GTB and o3GalT are all involved in the biosynthesis of
Gal(NAc)ol,3Gal-containing antigens; they display many
amino acid similarities and exhibit roughly the same fold: two
subdomains separated by the catalytic pocket, one N-terminal
binding UDP-Gal or UDP-GalNAc, adopting the Rossmann
fold characteristic of nucleotide binding regions and one
C-terminal involved in the acceptor substrate recognition.
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They are enzymes of mammalian origin, resident in the Golgi
apparatus and present a type II membrane protein orientation.
We finally retained as templates only the GTA and the a3GalT
and discarded all the other potential candidates, either because
their primary structure or their substrate specificities were too
far from those of ppGaNTases (SpsA and LgtC) or because,
in the case of GTB, the identity with GTA is so high that inc-
luding both GTA and GTB would strongly bias the modelling
procedure.

was thus possible in this region and the hydrophobic clusters
were adjusted manually in order to take into account the
secondary structure data which coincide particularly well
in this region showing for the templates as well as for ppGaN-
Tase-T1 a regular alternation of o-helices and B-strands
(Figure 2). The resulting sequence alignment is given in
Figure 3. On the other hand, the C-terminal part of the puta-
tive catalytic domain of ppGaNTase-T1 is longer than the
corresponding C-terminal catalytic domains of a3GalT and
GTA. The large loop (amino acids 242-274) separating the

Alignment af£3GalT, GTA and bovine ppGaNTase-T1 anggned stretches (GT1 and Gal/GaINAc-T, Figure 1) hinders
molecular modelling of the UDP-GaINAc binding domaithe modelling process, therefore only the sequence comprised

An alignment of the putative catalytic domain of ppGaNTase-
T1 and of the identified catalytic domains of a3GalT and
GTA was undertaken using the hydrophobic cluster analysis
(HCA). The HCA plot obtained for the first N-terminal part
of the putative catalytic domain of ppGaNTase-T1 (amino
acids 96-227) appeared closely related to the HCA plots
of the N-terminal region of the catalytic domains of both
a3GalT and GTA corresponding to the UDP binding sites
in the two enzymes. An alignment of the three HCA plots

GTA 0 110 120 130 140
| [

ppGaNTase-T1 |

100 1o |20 130
|

between amino acids 96 and 227 of bovine ppGaNTase-T1
was modelled from the corresponding sequences (amino acids
93-227 for GTA and 116-241 for a3GalT) of the templates.
A best-fitted superimposition of the two templates in blue
and green (Figure 4A) shows that the structures are very
similar, although the coordinates of the 177-195 segment
of GTA are missing in the PDB file. The r.m.s.d. between
the Coa coordinates of the aligned residues (107 in total)
is 2.6 A.

160 170 18() 190 200 210 220

Fig. 2. HCA alignment of the N-terminal moiety of the catalytic domains of bovine 0:3GalT, human GTA and bovine ppGaNTase-T1. Diamond, star, square and
square with a dot represent, respectively, G, P, T and S. Secondary structures are delimited by vertical lines and differentiated by the background colour; dark grey for
o-helices and light grey for B-strands. Predicted secondary structures of bovine ppGaNTase-T1 follow the same representation. The DXD motif, known to coordinate
the Mn*" in GTA and o3GalT is given as white text on black background, as well as the DAH motif of ppGaNTase-T1.
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GTA: PIVWEGTFNIM p _QNTTIGLTVFBIKKYUA— iy ;131

a3GalT: @ :145
b-T1: 8 :134
GTA: L 1165
a3GalT:@ =« 178
b-T1: y 172
GTA: 1204
a3GalT: :218
b=T1: ---AVSKG 1204
GTA: DYLVC ~MEFRDHV LTP :227

a3GalT: --QVFQDKF! LGE 1241

b-T1l: QVIT ECTVGWL 1227

Fig. 3. Amino acid sequence alignment of bovine 03GalT, human GTA
and bovine ppGaNTase-T1. b-T1, bovine ppGaNTase. Secondary structure
elements are indicated by dark grey (helices) or light grey (B-sheets) boxes.
Asterisks indicate amino acids of the bovine ppGaNTase-T1 interacting with
UDP-GalNAc according to the model. The DXH motif is highlighted in black.

Overall structure of the model

Ten models of the segment 96227 of bovine ppGaNTase-
T1 were built according to the procedure described in the
Materials and methods. After evaluation with PROCHECK,
VERIFY-3D and PROSA II, one model was selected and con-
sidered as representative of the 3D structure of this part of the
ppGaNTase-T1. As expected, the modelled enzyme subdomain
adopts the o/ fold characteristic of nucleotide binding regions
(Figure 4A). The structure starts at R96, with the o2 helix
(03GalT nomenclature) from E104 to Y111 followed by the
B2 strand (V121-H125). This strand is connected to the B3
strand (E149-D155) by the long 0.3 helix (S130-S143), which
is preceded by a 3 helical turn from N126 to W129. The two
chain reversals between the B3 and the B4 strands are ensured
by a type I B turn between A157 and R160 which replaces the
310 helical turn found in o3GalT and by a long loop between
L167 and K175 corresponding to a large insertion compared to
the sequences of the two templates. This B4 strand is very short
(I181-M183), but residues 172—185 are found in an extended
conformation. The a4 helix which is missing in the density
map of GTA runs from R186 to V204; the 5 and 6 short
strands which frame the DXD motif in ae3GalT structures are
not found although residues T206-A210 and G217-K223 are
in an extended conformation and the 206-210 segment is par-
allel to the three parallel strands 2, B3 and B4 while the
fragment 217-223 runs in an antiparallel direction. The pre-
sence of an insertion after the DXH motif in the ppGaNTase-T1
sequence leads to the formation of a six-residue turn between
these two ‘pseudo’ strands. This turn is much longer than that
observed for the two templates but after G127, the backbones
of ppGaNTase-T1, 03GalT and GTA are well superimposed.
Globally, the proposed 3D structure for ppGaNTase-T1 is
rather close to the structure of the templates in its N-terminal
part. The r.m.s.d. between the coordinates of the Co. atoms of
the secondary structure elements of residues 120-186 of
03GalT and of the modelled structure is only 1.89 A. However,
the modelled structure differs more from that of the templates

Molecular model of the ppGaNTase-T1 UDP-GalNAc binding site

in the helix o4 position and in the loops and turns which link
the secondary structure elements in the C-terminal region.
UDP-GalNAc was docked into the active site which appears
as a deep cleft located between the parallel B-sheets and helix
04 (Figure 4B). The catalytic pocket includes the DXH motif
that replaces the DXD motif common to a wide range of gly-
cosyltransferases. This motif was shown to be involved in
the coordination of the Mn”* divalent cation that is assumed
to stabilize the UDP leaving group during bond cleavage
(Pedersen et al., 2000; Tarbouriech et al., 2001). In our
model, the the Mn>* ion shows seven interactions of coordina-
tion. It involves the two Od oxygens of D209 and the Ne of
H211 (Figure 4C and Table I) but also the four phosphate
oxygens of UDP. The characteristic distances of coordination
range between 2.1 and 2.35 A. The binding of UDP-GalNAc is
stabilized by a number of specific interactions (Figure 4C and
Table I). The uracil base is well stacked on the ring of W129,
and its O2 carbonyl is involved in an hydrogen bond with the
NH group of the N126 backbone, while the ribose is in van der
Waals contacts with F124 and L189 and the NeH2 of N126
forms a H-bond with the O2 of the ribose. The galactosyl ring
adopts a *C, chair conformation similar to that found for other
UDP-Gal(NAc) molecules (Persson et al., 2001; Pedersen et al.,
2003). The O3 atom of the sugar is hydrogen bonded to the
NHe atom of the guanidinium group of R193. A hydrogen bond
is also found between the NnH2 of R193 and the oxygen atom
of the acetyl group. Moreover, the GalNAc moiety makes
favourable van der Waals contacts with 1.194 and L208.

Analysis of mutant forms of the ppGaNTase-T1

Molecular modelling of the most N-terminal part of the putative
ppGaNTase-T1 catalytic domain points out several possible
interactions between the donor substrate UDP-GalNAc and
amino acids conserved in this subdomain for all ppGaNTases.
In order to test if these interactions are really important for the
expression and/or activity of the ppGaNTase-T1, we carried out
a series of mutagenesis experiments on several amino acids
present in this region and expressed the corresponding mutant
enzymes. For that purpose, cDNA constructs have been designed
for the expression of a soluble and tagged form of the ppGaN-
Tase-T1 in the culture medium of the yeast S.cerevisiae, allow-
ing one to readily obtain rather large amounts of pure enzyme
after a fast and simple purification step (Figure 5). All the dif-
ferent forms of the enzyme were not grossly misfolded since
they were expressed and secreted into the medium. The wild-
type and mutant forms obtained therein were used for K, and
k.o determinations with both the donor and the acceptor sub-
strates. The results are reported in Table II. For several mutants,
the low activity of the enzyme did not allow kinetic constant
determination (F124A, L189A, R193A and D209A).
Mutagenesis of the DXH motif of the ppGaNTase-T1 (D209,
A210, H211) (Hagen et al., 1999) has already shown how this
short sequence is important for the catalytic activity: when
D209 was changed to A or N, the mutant had no activity
and even when it was replaced by another acidic amino acid
(D209E) the enzyme lost its function, showing how crucial is
the positioning of this residue in the catalytic pocket. Mutation
of the H residue of the same DXH sequence either strongly
reduced (H211A) or completely abolished (H211D) the
enzyme activity. In the model presented here, the DXH
motif of the ppGaNTase-T1 is used for the docking of UDP-
GalNAc and finally appears, after energy minimization, to
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Fig. 4. Superimposed ribbon diagrams of the modelled region of bovine ppGaNTase-T1 with the structure of the two templates, stereo view of the ribbon diagram of
the modelled region of bovine ppGaNTase-T1 with UDP-GalNAc and Mn>" and close-up stereo view of the UDP-GalNAc binding site of the modelled region of
bovine ppGaNTase-T1. The ribbon diagrams were drawn with SYBYL. (A) The modelled region of bovine ppGaNTase-T1 is in pink and the structures of the two
templates are in blue (GTA) and in green (03GalT). (B) In the stereo view of the ribbon diagram of the modelled region of bovine ppGaNTase-T1 with UDP-GalNAc
and Mn?*, UDP-GalNAc is in orange, Mn* in magenta and for more clarity only the side chains of some of the amino acids involved in donor substrate binding are
shown. (C) The ribbon diagrams from Figure 4A and B have been deleted and again, only some of the interacting aminoacids are shown. Ionic interactions are
represented as purple dotted lines.
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Table I. Interactions between nucleotide sugars and amino acids in the

catalytic site for the crystallised enzymes 0.3GalT (Boix et al., 2002; Gastinel
et al., 2001) and GTA (Patenaude et al., 2002) used as templates and for the
ppGaNTase-T1 model

Ligand atom

Enzymes

o3GalT

GTA

ppGaNTase-T1

Hydrogen bonds
Uracil (0O2)

Vall36 (NH)
Vall36 (O)

Ile123 (NH)

Asnl26 (NH)

Uracil (NH3) Asp227 (081) Ile123 (O) Asnl126 (NeH2)
Ribose (02) Arg202 (NnH2) Asp213 (031) Argl93 (NHeg)
Ribose (03) Arg188* Argl93 (NnH2)
Gal (03)
GalNAc (03)
GalNAc (CO)
van der Waals contacts
Uracil Tyr139 Tyr126 Trp129
Ribose Phe134° Phel21® Phe124
Ribose 1le198 Leul89
GalNAc Leul9%4
GalNAc Leu208
Electrostatic interactions
Mn** D225 (081) D211 (0d1) D209 (0d1)
Mn** D209 082)
Mn>* D227 (081) D213 (031) His211 (Ng)
Mn** D227 (082) D213 (082)

“Arg188 was not seen in the crystal of the wild-type enzyme but only
in a mutant and with a donor substrate modelled in the binding site.
"The two Phe which also establish hydrogen bonds with the O2 of the
ribose.

stabilize the manganese ion and to bind via this cation the
diphosphate moiety of UDP. The bidentate interaction of
D209 through O81 and 082 with the Mn®" ion as well as
the interaction of H211 through its Ne atom with the manga-
nese ion is consistent with the mutagenesis data obtained by
(Hagen et al., 1999) on this motif. W129 appears in our model
to make a stacking interaction with the uracil ring. Mutation of
this amino acid to A reduces the transfer efficiency to less than
one tenth of the wild-type value since it increases the K, for
UDP-GalNAc by a factor 3.7 and for the acceptor peptide by a
factor 2.5, suggesting a role of this residue in the substrates
binding. On the other hand, replacement of this W129 by an F
or by a R residue has little effect on the K, for both substrates,
indicating that both phenylalanine or arginine can interact with
uracil as well as a tryptophan. N 126 is also seen in our model as
blocking the uridine position through twohydrogenbonds. When
we mutate this residue to A, we observe an increase (5.5-fold) of
the K, for UDP-GalNAc while the K, for the peptide is only
1.6 times higher, confirming the possible interaction of the donor
substrate with this asparagine. The model also shows R193
interacting through two hydrogen bonds with the GaINAc moiety
of the donor substrate. When we change this residue to A, the
protein is still expressed and secreted but looses all its activity.
Finally, the model also displays van der Waals contacts between
the ribose moiety of uridine and F124 and L189 of the enzyme.
When both amino acids are independently mutated to A, this
results in a strong reduction of the activity.

Discussion

In order to get new insights into the enzymatic mechanism
of the ppGaNTase family, we modelled a part of the catalytic
domain of one of these retaining glycosytransferases. For that
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Fig. 5. Western blot of the mutants and wild-type soluble ppGaNTase-T1 and
their relative enzyme activity. (A) Mutants and wild-type soluble ppGaNTase-
T1 were expressed in yeast and purified by affinity chromatography. After
western blotting the proteins were detected using an anti-FLAG™
monoclonal antibody followed by a goat anti-mouse antibody coupled to
alkaline phosphatase. In order to compare the mutant protein expression in
S.cerevisiae, the amount of mutant and wild-type proteins loaded onto the
gel corresponded to the same volume of culture. The staining intensities were
measured with the ImageQuant software and quantified using 50 and 100 ng of
FLAG™\-tagged inactive bacterial alkaline phosphatase as standards. The
values thus obtained were used for the relative activity determination shown
in (B). The relative enzyme activity corresponds to the amount of GalNAc
transferred by 1 ng of enzyme protein in the standard enzyme assay (wild-
type = 71 nmol/30 min) as described in Materials and methods. The values
are the mean of three independent experiments.

Table Il. Kinetic parameters for soluble recombinant wild-type and
mutant ppGaNTase-T1

Enzyme keat s D) UDP-GalNAc Acceptor peptide
Km kcal/Km Km kcat/Km
(mM) m s (mM) m s h

Wild-type 3.47 8 0.433 250 0.014

F 124 A - - - - -

N 126 A 2.53 44 0.057 410 0.006

W 129 A 0.8 29 0.027 650 0.001

W 129 F 2.43 14 0.173 205 0.012

W 129 R 2.79 17 0.164 200 0.014

L 189 A - - - - -

R 193 A - - - - -

D 209 A - - - - -

The values were determined as indicated in the Materials and methods. —,
activity not detectable.
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purpose, we selected a sequence particularly well conserved
among all ppGaNTases family members, established the most
likely secondary structure for this sequence and used it to
screen the PDB for proteins of similar fold. Using this approach
two proteins with particular high structural similarity scores
emerged from the search, GTA and o3GalT, two recently
crystallized retaining glycosyltransferases with known atomic
coordinates. The structures of the regions homologous to
ppGaNTase-T1 were used as templates to build a model of
the ppGaNTase-T1 GT1 subdomain. The results are presented
here as the model of the 96227 segment of the bovine ppGaN-
Tase-T1 in which the donor substrate UDP-GalNAc is docked
in the conformation described in the crystal structure of the
LgtC in complex with donor and acceptor sugar analogues
(Persson et al., 2001). A similar geometry has been found
in a mouse ol,4-N-acetylhexosaminyltransferase (EXTL2)
co-crystallized with UDP-GalNAc (Pedersen et al., 2003) as
well as in the crystal structure of the human B1,3-glucuronyl-
transferase I (GIcAT-I) interacting with UDP-GIcUA (Pedersen
et al., 2002) and in the bacterial trehalose-6-phosphate
synthase (OtsA) crystal in complex with UDP-Glc (Gibson
et al., 2004). For those enzymes the donor substrate has
been found in a special conformation where the sugar is folded
back under the diphosphates of the UDP. Although this pecu-
liar curled conformation of the donor substrate could not
be related to a precise mechanism of glycosyl transfer, it
may be necessary for the catalysis (Negishi ez al., 2003; Gibson
et al., 2004). Our modelling shows that this donor substrate
conformation may also exist in ppGaNTases. Besides, after
energy minimization of the different models built in our
study, the most favourable structures corresponded always
to a folded back conformation of the UDP-GalNAc (data
not shown).

UDP-GalNAc appears in the model described here to lie in a
deep cleft containing the DXD-like motif and composed by a
central sheet of (-strands surrounded by o-helices. Thus, the
modelled catalytic subdomain of this enzyme adopts a typical
SpsA fold as already predicted for this enzyme family (Breton
et al., 1998; Kikuchi et al., 2003; Liu and Mushegian, 2003)
and as expected from modelling carried out on the basis of two
template sequences adopting a SpsA fold (GTA and o3GalT).

Our model displays several well-defined interactions
between the substrate and the enzyme, which can be directly
compared to the same type of interactions found in both tem-
plates (see Table I). The amino acids suspected to be involved
in those interactions have been mutated in the ppGaNTase-T1
and the results strongly support the model. First, the DXD
sequence is a motif found in most prokaryotic and eukaryotic
glycosyltransferases and in other nucleotide binding proteins as
well. It has been shown to interact with the phosphate groups of
the nucleotide through a divalent cation. If we consider the
different glycosyltransferases of known 3D structure, the DXD
sequence does not seem always to participate in the same
manner in substrate binding. As a matter of fact the conserva-
tion of this short sequence is not absolute in glycosyltrans-
ferases since it can be either DXD, DDD, DXX or XDD. In
the ppGaNTase family this sequence is a DXH motif, well
conserved for all the members, except for the ppGaNTase-
T4, for which the D209 residue is replaced by a Y. In the
model, a change from D to Y is possible since the OH of
the tyrosine can easily replace the COO of the aspartic
acid in the interaction with the Mn>*. However, Y being
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much bulkier than D, this replacement probably alters the
folding of the adjacent peptide chain which may in part account
for the unique substrate specificity of the ppGaNTase-T4 as
compared to the other members of the ppGaNTase family
(Hassan ef al., 2000). The interaction of DXH with the Mn*"
ion involved in the donor substrate binding, as shown in the
model, is characteristic of the type of interaction described for
retaining glycosyltransferases, i.e. with both conserved resi-
dues of the DXH motif in direct contact with the cation, a
feature which probably is of relevance for the catalytic action
of these enzymes (Patenaude et al., 2002). Compared to other
glycosyltransferases, the presence of a histidine interacting
with the Mn>" ion has also been found in the LgtC binding
site (H244) (Persson et al., 2001) and in rabbit glycogenin
(H211) (Gibbons et al., 2002). On the other hand, replacement
of H211 by a D in the ppGaNTase-T1 (Hagen et al., 1999)
abolished the enzyme activity, indicating that D could not
functionally substitute for a H. However, in the model pre-
sented here, this substitution is possible without impairment of
the donor substrate recognition (data not shown). In this con-
text it should be emphasized that our model focuses only on a
segment of the UDP-GalNAc binding domain and the H211D
mutation could be of importance in interactions not taken into
account by the present study.

Secondly, in our model the uracil base is stabilized in the
binding pocket through a stacking interaction with W129. The
equivalent is found not only in the templates GTA (Y126) and
a3GalT (Y 139) but also in glycosyltransferases like LgtC with
Y11 (Perssonetal.,2001), SpsAwith Y11 (Charnockand Davies,
1999), the bovine B1.,4 galactosyltransferase 1 (34Gal-T1) with
F226 and R191 (Gastinel et al., 1999), GIcAT-1 with Y84
(Pedersen et al., 2002), glycogenin with Y14 (Gibbons et al.,
2002) and EXTL2 with Y74 (Pedersen et al., 2003). W129 is
not conserved in all ppGaNTases, but replaced by R (in
ppGaNTases-T2 and -T4) or by L (in ppGaNTases-T8 and
-T9), two amino acids which can be involved in N-H/p or
C-H/p interaction, respectively, with an aromatic ring. Our
mutation experiments show unambiguously that an R can
replace W129 in the ppGaNTase-T1 without significant change
in enzyme activity and even the W129A mutation conserves
some activity. One can also predict that a leucine will make a
hydrophobic interaction in this region as well, as it happens
in glycogenin with a valine.

Thirdly, the N126 of the modelled ppGaNTase-T1 subdo-
main interacts via its NH and NeH, groups through hydrogen
bonds with the O2 of the uracil base and the O2 of the ribose,
respectively. N126 is changed to D in the rat ppGaNTase-T5
isoform and otherwise conserved in all known mammalian
members of the family. However, in the model an aspartic
acid could interact with the uridine as well. On the other
hand, it is most probable that a change from N to A does
not allow any interaction with the ribose, which explains the
low activity of the alanine mutant. In GTA (1123, F121, V212
and D213) (Patenaude et al., 2002), o.3GalT (F134, V136 and
D225) (Gastinel et al., 2001), glycogenin (L8, N11 and D103)
(Gibbons et al., 2002), EXTL2 (Q72, N101, N130 and D152)
(Pedersen et al., 2003), GIcAT-1 (D113 and D195) (Pedersen
et al., 2002) and LgtC (A6, D8, N10 and 1104) (Persson et al.,
2001), the same types of interaction have been observed in
the crystals.

Fourthly, the model suggests the hydrogen bonding of the
guanidinium group of R193 with the GalNAc of the donor



sugar. Again, the equivalent is seen in the templates used for
the present modelling with R202 binding to the Gal moiety of
UDP-Gal in the o3GalT X-ray structure (Boix et al., 2002)
and most probably R188 binding to the GalNAc of UDP-
GalNAc in the GTA binding site. This R188 is present in a
disordered loop adjacent to the active site of the GTA but could
be shown to form contacts with the donor substrate modelled
into the binding site (Patenaude et al., 2002). Interactions of a
guanidinium group with the donor sugar were also found in
LgtC where R86 binds to the Gal of UDP-2FGal (Persson et al.,
2001), in GIcAT-I where R161 forms a hydrogen bond with the
GIcUA of the donor sugar (Pedersen er al., 2002) and in
EXTL2 where R135 is hydrogen bonded to the GalNAc of
UDP-GalNAc (Pedersen et al., 2003). It should be also men-
tioned that R193 is invariant in all the ppGaNTases cloned so
far. Furthermore, a point mutation of R193 to W in a fruitfly
ppGaNTase is lethal for the insect and, when expressed in COS
cells, the resulting protein is inactive (Ten Hagen and Tran,
2002). Indeed in our model, the presence of a tryptophan
instead of R193 would induce profound changes in the struc-
ture of the catalytic pocket. It is also noteworthy that R193
contributes notably to the folded back conformation of the
UDP-sugar and may thus be important for the catalytic
mechanism of the transferase.

Finally, the hydrophobic pocket formed by F124, L1809,
L194 and L208 in our model is found also in the GTA
(F121 and V184) (Patenaude et al., 2002), in the a3GalT
(F134 and 1198) (Boix et al., 2001), in LgtC (A6 and 1104)
(Persson et al., 2001) and in glycogenin (L8 and V82) (Gibbons
et al., 2002). F124 and L189 are two strictly conserved amino
acids in the ppGaNTases and mutagenesis confirmed their
importance for enzyme activity. L208 is conserved in all
ppGaNTases except in the ppGaNTase-T9 where it is conser-
vatively replaced by a F. On the other hand, L194 is less well
conserved since it is changed in V, I, M, N or S for six ppGaN-
Tases of the 14 analysed. It is likely that in this region the
contact with the substrate is looser.

Since we used GTA and 03GalT as templates to model a
subdomain of the ppGaNTase-T1, it may not be surprising, a
priori, to find in the model the same type of interactions which
are seen in the crystals between the enzymes and their sub-
strates. However, these enzymes do not have the same function,
even if they show common enzymatic features, and the primary
sequence of the ppGaNTase-T1 is quite different from that of
the GTA/GTB and of the o.3GalT. It is thus interesting to note
that the global structure of the nucleotide binding site is similar
to such an extent for the three enzymes. More restricted struc-
tural similarities could also be revealed between the model, the
templates and three other retaining glycosyltransferases: LgtC,
glycogenin and EXTL2. These observations strengthen our
model and suggest that retaining glycosyltransferases may
use very similar mechanisms.

Recently, derivatives of UDP-GalNAc O-methylated on C3,
C4 or C6 of the GalNAc ring have been tested as substrates or
inhibitors of the bovine ppGaNTase-T1 (Busca et al., 2003).
None of the UDP(3-OMe)GalNAc, UDP(4-OMe)GalNAc or
UDP(6-OMe)GalNAc structures are substrates and they are
only weak inhibitors with K;s similar to those for UDP or
UDP-GIcNAc. Furthermore, synthesis of UDP-GalNAc bio-
tinylated on the C6 of the GaINAc moiety gave rise to a com-
pound which was not transferred by the ppGaNTase-T1 (Bulter
et al., 2001). These results indicate that the GalNAc portion

Molecular model of the ppGaNTase-T| UDP-GalNAc binding site

of UDP-GalNAc fits tightly into the donor binding site
which cannot accommodate OMe or biotinyl groups. This is
in agreement with the model presented here, with the GalNAc
bound in the site by hydrogen bonds with R193 as well as by
hydrophobic interactions with L residues.

Although the model presented here has been tested by muta-
genesis experiments, the final confirmation has to await X-ray
crystallography of one of the members of the ppGaNTases
family. The model, however, may contribute to our understand-
ing of nucleotide sugar binding in glycosyltransferases and help
with the design and development of new substrate analogues or
inhibitors of the ppGaNTases.
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