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SIV en micelles de détergent SIV en liposomes
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SIV en micelles de détergent SIV en liposomes



Membrane cellulaire
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Schéma d’une cellule animale
Taille 10-100 um

Protéine

Cholestérol L J

membranaire Filament ¥

. A 2 3 1 .= -
extrinséque d’actine Protéine membranaire

intrinséque

Schéma d'une membrane plasmique’

Cellule : éelément constitutif de tout étre vivant
Membrane : bicouche lipidique - glucides - protéines membranaires ...

Role : barriere sélective - perméabilité

| - Current topics in membranes, 2008



Membrane cellulaire

Na*/K*; H*/K*

Ca2*ATPases

Molécule transportée Transporteurs ABC

Oy Ny, glycérol, '/"“ 2 Glucose, acides amines .. o)
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Bicouche Gradient de
lipidique concentration
+ Energle
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Transport passif Transport actif

Modes de transport a travers la membrane

Diffusion des petites molécules hydrophobes
Transport passif selon le gradient de concentration
Transport actif contre le gradient

Diffusion de l'eau




Diffusion de I’eau dans la bacteérie




Diffusion de I’eau dans la bacteérie

Réle des canaux mécanosensibles dans la prévention de la lyse de la bactérie E. coli?

|dentification d'une activité mécanosensible dans des sphéroplases d'E. coli®

Activation lors d'un choc hypoosmotique
> Neécessité d'une évacuation de I'eau pour prévenir la lyse de la bactérie

Mécanosensibilité : mécanisme présent chez les eucaryotes (TREK-1, TRAAK,...)

2 - Hamill & Martinac, 2001
3 - Martinac et al., 1987



Canal meécanosensible a large conductance
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Amino Acid

Sequence S. 'IP l.5 Z(.J 2:5 31? 'i:.i 4? 4? 5? 5§ E(IP 6§ ?IO ?Tﬁ &.} E‘I.i DI_? 9? 109 10I5 'II.D 11-5 12_0 'IZ.S 13? 'IEIS
Tentative Domain et v 1 Ity —_— -
Assignments L S1 | [Eda-aipgyieaivea] [ 52 S3 | 7T M2 " 1 [ Cytoplasmic “C” domain |
2.93
Hydrophilicity
Plot OB
-3.22

Séquence primaire de la protéine MscL d'E. coli et profil d'hydrophilie

i
Organisation hypothétique de la s ¥
- i . protéine en bicouche g 3
: i w =2
kD
7 i
: ., . 66 -
| 36 acides aminés - |15 kDa - homomere T
’o. . . 3 - o
Résidus N- et C- terminaux cytoplasmiques
21 =
14 —

Diamétre du pore ouvert 40 A
Profil de migration sur gel

SDS-PAGE de la protéine
4 - Sukharev et al., 1994 identifiée MscL



Mscl de Mycobacterium tuberculosis

Structure de la protéine issue de M. tuberculosis>®

Boucle périplasmique
A2\

\%( a
AL, T - e
Mt-Mscl Ec-Mscl 4 ._
_ [ s~ V0 el S M2
|51 acides | 136 acides ¥ Nothr #
. V4 . V4 \’-/
amines amines ~\ - :
Boucle périplasmique
Pentamere | ?
Seuil
d'activation
élevé Vue membranaire Vue périplasmique
-
37% d'identité Résolution 3,5 A

0,05% C,;,M, pH 3,6
Diametre du pore <2 A
5 - Chang et al., 1998; code PDB: Imsl C?n.al ferme ou mact’lve
6 - Steinbacher et al.,, 2007; code PDB: 20ar 26 résidus C-ter non résolus 8



Mécanismes d'ouverture hypothétiques

Conformations intermédiaires View from inside
Inclinaison des hélices

Site de constriction

Barriere cytoplasmique (N-ter)
Génétique moléculaire,

électrophysiologie et
modélisation moléculaire

Wild Type

T™D1 e C/
tension

S1

Barriere cytoplasmique I3 - F7 et FI10

7 - Sukharev et al., 2001
8 - Iscla et al., 2008 9



Mécanismes d'ouverture hypothétiques

Intermediate?

9 - Perozo et al, 2001;
Il - Kloda et al., 2006 ;

(a)

Control
S00909

U

m
IO

Difféerentes conformations
de la protéine en fonction
de I'environnement
lipidique®'°

Mizmatch
990808
I U

NN
WL

-+ Structure de la partie
Jy = cytoplasmique de Mt-MscL'2.
Cluster RKKxE = senseur de pH'

Ouverture fortement dépendante de I'environnement lipidique
--» Mésappariement hydrophobe (hélices transmembranaires)

--> Ancres hydrophobes (N-terminal)

--> Interactions électrostatiques (Résidus chargés - tétes polaires)

10 - Perozo & Rees., 2003
12 - Powl et al., 2007 10



MscL de Staphylococcus aureus

Mt-MscL

|51 acides
amines
Pentamere
Seuil

d'activation
eleve

Ec-MscL Sa-MscL

| 36 acides |20 acides

aminés aminés

? Tétramere
H_J

34% d'identité

I3 - Liu et al, 2009; code PDB: 3hzq
[4 - Dorwart et al,, 201 |

Structure de Sa-MscL A26, '3

Boucle périplasmique
94—\

—— _J

périplasme

membrane

™ .
cytoplasme ' 3“

VYue membranaire

Résolution 3,8 A
4,3 mM C,,-DAO pH 7,0
5 mutants pour le phasage
Diametre du pore 6-8 A
Etat intermédiaire
26 reésidus C-ter clivés



MscL de Staphylococcus aureus

Mt-MscL

|51 acides
amines
Pentamere
Seuil

d'activation
eleve

Ec-MscL Sa-MscL

| 36 acides |20 acides

aminés aminés

? Tétramere
H_J

34% d'identité

I3 - Liu et al., 2009; code PDB: 3hzq
14 - Dorwart et al., 201 |

périplasme
membrane

cytoplasme

Structure de Sa-MscL A26c_ter 3

Boucle périplasmique

Eco Eco Sa Sa
pET pB10 pET pB10

VYue membranaire

9
4x

3x

b4

Cross-linking (en conditions
natives) et profil de migration

sur gel SDS-PAGE des
“ protéines Ec-MscL et Sa-
x MsclL'4,



Interactions MscL - lipides

Activation de MscL : tension membranaire
MscL inactive en détergent
Différentes conformations en fonction de I’environnement lipidique

ex. MscL active en liposomes de DOPC’

Control PC18 Detergent

) e:jﬁ%
i ~ &) = -®
Asymmeiric LPC
....h ) Symmatric LPC
. - () s - @

Etude structurale de MsclL in situ par
résonance magnétique nucléaire en phase solide

9 - Perozo et al., 2001
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Determination structurale de protéines membranaires

Protéines membranaires : 25% du génome, 60-70% des cibles thérapeutiques

<2% des structures de la PDB

Cristallographie

RMN en
solution

RMN des
solides

Microscopie
électronique

|4



Determination structurale de protéines membranaires

Protéines membranaires : 25% du génome, 60-70% des cibles thérapeutiques

Structures

Avantages

Limites

<2% des structures de la PDB

: . | RMN en RMN des Microscopie
Cristallographie . : . .
solution solides electronique
237 38 I 7
) ) Dynamique
Taille Dynamique )' q Bicouche lipidique
] . , . Résolution .
Résolution Résolution . o Taille
Bicouche lipidique
Cristallisation 3D | Limite 30 kDa Concentration Cristallisation 2D

Phasage
Détergent

Concentration

Marquage

Marquage

Basse résolution

Banques de données

http://blanco.biomol.uci.edu/mpstruc/listAll/list

http://www.drorlist.com/nmr/MPNMR.html

|4



Résonance magnetique nucleaire

Presentation sommaire

Spin I non nul 'H, 13C, 5N, 7 F, et 3P (I = 1/2) = moment magnétique

I5



Résonance magnetique nucleaire

Presentation sommaire

Spin I non nul 'H, 13C, 5N, 7 F, et 3P (I = 1/2) = moment magnétique

Energy

PPy

21 + | niveaux
effet Zeeman',,AM)—

-
-
o~ pu—
-
.
-
-

RALLYPP

fréquence
de Larmor

JE =yhB,

Magnetic Field strength
By

I5



Résonance magnetique nucleaire

Presentation sommaire

Spin I non nul 'H, 13C, 5N, 7 F, et 3P (I = 1/2) = moment magnétique

-

o | S

21 + | niveaux
effet Zeeman’,,AM)—

l"‘--r
—
-

™ fréquence

b

JE =yhB,
de Larmor

T 0bddd

Retour a I’équilibre influencé par :

- Interaction Zeeman avec le champ B,
- Ecrantage électronique

- Couplages | / spin-spin

- Interactions dipolaires

- Interactions quadripolaires si | > 1/2

Magnetic Field strength
By

—» - Levée de dégénérescence
—>» - Déplacement chimique

—— - Interactions entre 2 noyaux liés
— - Interactions 2 spins proches
—— - Nulle pour les spins 1/2

I5



Résonance magnetique nucleaire

Presentation sommaire

- Interaction Zeeman avec le champ B
- Ecrantage électronique

- Couplages | / spin-spin

- Interactions dipolaires

- Interactions quadripolaires si [ > |/2

RMN des solutions

Solution isotrope

0

|6



Résonance magnetique nucleaire

Presentation sommaire

O glycine RMN des solutions
)K/NHQ
OH ID 3C

Ca

Ca

RMN 2 une dimension

> co

Transformée de Fourier

. — 1 ' 1 r 1 ' T ' T T T ' T T T T 1
TF t2 180 160 140 1z0 100 B0 50 40 20

e TF t,

- Interaction Zeeman avec le champ B,
- Ecrantage électronique —. + HCa
- Couplages | / spin-spin )
- Interactions dipolaires

- Interactions quadripolaires si [ > |/2

2D HSQC 'H-13¢




Résonance magneétique nucléaire en phase solide

Presentation sommaire

0 glycine Solide Solution
)K/NH2
OH o Ca
Ca

static <

250 200 150 100 50 0 | 18|O | 16|O | 14|10 | 12|O | 1C|JO | 8|O | 6|O | 4IO
- Interaction Zeeman avec le champ B, Rotation a I'angle magique (MAS) 0 : pour
- Ecrantage électronique « (3cos?0 -1) mimer les mouvements en liquide'>'®
- Couplages | /spin-spin
- Interaction dipolaires o« (3cos?0 -1) Découplage dipolaire : élimine les interactions
- Interaction quadrupolaires si [ > 1/2 scalaires et dipolaires'’

I5 - Andrew et al., 1959 ; 16 - Lowe, 1959
|7 - Bloch, 1958



Résonance magneétique nucléaire en phase solide

Presentation sommaire

)K/NHQ
OH

Ca
Ca

static <o

4B,
£

5 kHz
ﬁ_A_Ju_;‘_JL_A____

10 kHz
) ) A

Il | 1 L A ']

250 200 150 100 50 0

Rotation a I'angle magique




Résonance magneétique nucléaire en phase solide

Presentation sommaire

Les autres termes utilisés :

Polarisation croisée :
- pour augmenter la sensibilité de
noyaux tels le '3C (x4), le >N (x10)

- réduire le temps d’acquisition'®

Recouplage :
- réintroduire de maniere controlée des
informations anisotropes'?

I8 - Pines et al., 1972
19 - Griffin, 1998

A 2

B%ﬂ
werm

w ..
s itrasnield __EEE

Spectrometre RMN 700 MHz (16,4 Tesla)
Sonde CP-MAS 4mm 'H,'3C,!°N

Rotor 4 mm (volume 50 ul)

19



Etude structurale de Ec-Mscl in situ

Résonance magneétique nucléaire en phase solide
* Surexpression (~mg de protéine)
 Marquage aux isotopes '3C & °N

* Production d'un échantillon pur et fonctionnel

20



Etude structurale de Ec-Mscl in situ

Résonance magnétique nucléaire en phase solide RMN @ ICSN, Gif-sur-Yvette
 Surexpression (~mg de protéine) BL2 | (DE3)
 Marquage aux isotopes '°C & '°N '3C-glucose & '°NH,CI
* Production d'un échantillon pur et fonctionnel Patch clamp @ IBBMC, Orsay
a b
97 -
66 —
45 - . s
Marquage uniforme de la proteine
Gel SDS-PAGE : ,
31 —|| - Coloration au bleu Purification par affinité (His-tag) | mg/ Litre de culture
= de Coomassie. (a) S :
21 - ‘. extraits bactériens : Reconstitution en liposomes de DOPC
14 - (b) protéine purifiée

20 - Abdine et al,, 2010
20



Surexpression et marquage uniforme de Ec-MscL

R,C
R,CH
R,CH,
— RCH
R(CO)X 3
(CO) RCN  —
- R,C=CR,
150 100 50 ppm

Spectre ID '3C - Ec-MscL (700 MHz)

Marquage uniforme de la protéine
Purification par affinité (His-tag) | mg/ Litre de culture

Reconstitution en liposomes de DOPC

Composition de I'échantillon RMN : 18 mg H,O - 6 mg lipides - 3 mg MscL

20 - Abdine et al,, 2010
21



Surexpression et marquage uniforme de Ec-MscL

Cp
Ca/
Cycles tete.
riques polaire i
Carbonyles ?r:.soaTuara?clion DOPC Cih Z;:nets
, aliphatiques
Température 248 K DOPC :
150 100 50 PpmM

Spectre ID '3C - Ec-MscL (700 MHz)

Marquage uniforme de la protéine
Purification par affinité (His-tag) | mg/ Litre de culture

Reconstitution en liposomes de DOPC

Composition de I'échantillon RMN : 18 mg H,O - 6 mg lipides - 3 mg MscL
20 - Abdine et al,, 2010
21



Echantillon uniformément marqué

180 130 110 60 40 20
201 { 20
B
(o
40 - + 40
/
/
60 - + 60
180 130 110 60 40 20

2D-'3C-13C DARR
Temps d'acquisition 14 h
Température 248 K
Temps de mélange 10 ms

20 - Abdine et al., 2010
21 - Takegoshi et al., 2001

Déplacement chimique 3C - ppm

Déplacement chimique 3C - ppm

,Hj cp |decouple DARR decouple ‘

3¢ cP tlﬂ -| i

Séquence de recouplage DARR

Dipolar assisted rotaional resonance 2!

22



Echantillon uniformément marque

Analyse de l'intensité des pics isolés en fonction du temps de mélange

.f e |":- . I .

co | i | 0 ¢ e

Corrélation B | #*1 I‘";’ K iJL'L
{ i@ i . ; £ Ll
b | % . .!_ t F o |- N [ k']

5230 ppm || O W F O Wy O Y 'O

10 ms 25 ms 50 ms 100 ms
10 1 51.8/19,2 ppm

’(? :—.—52/50ppm

Qo |- 1806/338 ppm

~~—" |———=63/122 ppm

9 {——47,4/24,9 ppm

a ]

(75] i

Q )

U -

\8 4 i

L |

C 4

Q 4

g 2-

O ] T T T T T 1
0 20 40 60 30 100

Temps de mélange (ms)

cp |decouple decouple ‘

BC | tt|-| -| t,

Séquence de recouplage DARR
Dipolar assisted rotaional resonance 2!

23
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Echantillon uniformément marqué

5

Déplacement chimique 3C - ppm

|
[-2]
(=]

180 130 110 AN N, A i
2D-'3C-13C DARR a0l %.
Temps d'acquisition 56 h B
Température 248 K . @
V4 | U
Temps de mélange 50 ms ¥ '
60 |- ; I

1=BIJ 130 1‘{|D G;J 4}0 2}0

Déplacement chimique 3C - ppm

Bonne résolution: 0,6 ppm
Bon ratio signal/bruit

Recouvrement des signaux
Gamme de temps de mélange 10 - 100 ms

20 - Abdine et al,, 2010

Nécessité d'un marquage
spécifique

24
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Expression acellulaire en échange continu

Expression in vitro de protéines :
s E. coli???3
« Germes de blé**
« Réticulocytes?>2¢

Faible concentration, Produits incomplets,...

CE-CF = Cell-Free Continuous Exchange :
Transcription/traduction en milieu acellulaire

ouvert (jusqu’a 24 H)?’

Synthese controlée :
- Cofacteurs
- Acides aminés marqués ou non naturels
- Détergent, lipides, tensioactifs

22 - Nirenberg, 1961 ; 23 - Zubay, 1973
25 - Cohen, 1969 ;26 - Pelham, 1976

; 24 - Marcu & Dudock, 1974
; 27 - Spirin, 1988

DNA ——> @ Protein
i reaction l
C“"m.ber « DNA template
N e e T7 RNA polymerase
inhibito
hy-pmdrlfcts i o Translation machinery E. coli
C %, e Energy regenerating system

1 I membrane l e Amino acids

feeding e Energy substrates
chamber « Buffer components
e NTPs

Synthese in vitro

Access to Feeding
Compartment

Feeding Compartment (100 ml)

L
\%i

= " Membrane
’ Barrier

Reaction
Compartment
(10 mi]

Access to Reaction
Compartment

Dispositif RTS 9000
26
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Synthese in vitro de la protéine MscL en micelles de détergent

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

\\SIV en micelles de détergent / SIV en liposomes




Synthese in vitro et marquage selectif

Synthese in vitro SIV de la protéine Ec-MscL

a b c
02 kD =
Le gene identifié mscl est seul responsable de I'activité 475kD = |58
mécanosensible dans E. coli?® ——
32.5KD -
SIV de Ec-MscL en présence de différents détergents 25.0 KD =
(RTS-500)% 16.5 kD =
) s
SIV de Ec-MscL (RTS-9000) en micelles de triton-x-100 6.5 kD =

et incorporation d’acides aminés marqués aux '3C />N,

: 29 .
puis reconstitution en liposomes33! RT5-500 Mscl™

avant synthese (a),
apres synthese (b),

apres purification (c)

28 - Sukharev et al., 1994 ; 29 - Berrier et al., 2004
30 - Abdine et al, 2010 ;31 - Abdine et al,, in press 28



3¢, '5N-(lle, , Thr,)-Ec-MscL

+plasmide

\ O B 1 10 mg de EcMscL/10 mL

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

Purification
Extraction du détergent
Reconstitution en liposomes

Sl

’3C,’5N-Ile & Thr helical
les autres acides aminés
non marqués

Ec-MscL sélectivement marquée (+His-tag) :
16,3 kDa

Composition de I'échantillon RMN : 18 mg H,O - 6 mg lipides - 3 mg MscL

29



13C,'5N~(lle ,,, Thr,)-Ec-MscL

20

40/

Identification des 3 Thr

Temps de mélange IO ms - | s

0

1?0 5.“ 40 20 1?0 EIO 40 20
a e b
ICa-Co ICB-C a4
IC-Cy2) @% 9 ¥ ; g
i ! g 'CCX-C@'}’ llCﬁ-C'}/ & ' ’ : T @éﬁ:::::::::::: :::::::::::::ﬁi' "'{'iy ~ 20
° ' | : 0
IC-Cyl ICa-Cyl0 4 04 o 0
IC-Cp4 ICa-CB 0, 6 00 0! 0
TC-Ca TCy-Ca TCp-Cax
L u g AR - ' ; / - 60
fC-Cm@s ﬂf ¢ glb J 00 FW
TC-CB TCy-Cp
1;30 a!o 4.0 z!o 150 60 40 2Iu
Déplacement chimique '*C - ppm
8
2D-'3C-13C DARR . . —o—227/564
' ke Intensité de certaines o 54555
Temps’ d'acquisition 14 h < ¢ | corrélations en fonction - s55/1725
Température 248 K p du temps de mélange ~* "*""°
’ -2 —%-= 14,6/172,2
Temps de melange 20 (a) et 50 (b) ms o 4 s
k|
|[dentification de 8 lle (/16) -

200 400 600

Temps de mélange (s)

&S00

1000

Déplacement chimique '3C - ppm



3¢, 15N-(lle,, Thr)-Ec-MscL

S2

Random coil

T™MI

S1

helical

Corrélations des
3 thréonines

60+

65+

701

T 15

425

-+ 60

65

470

?7I7,5 I?IZJ 7 IE? 6I5 60

Déplacement chimique '*C - ppm

Contraintes a courte portée
Attribution des Thréonines

31

Déplacement chimique '3C - ppm



3¢, '5N-(lle, , Thr,)-Ec-MscL

Toap, 2

Random coil 11,25 | |11,25

12,5 | X7 / 12,5
|
13,75 | y&l N\ (13,75

133 11,7

33,50 1335 A
*  Corrélations
T™I : < ™2 351 ]
- 36,51 1 36,5 Thry3-lle| s

58,75+

Sl

helical

62,5+

Déplacement chimique '*C - ppm

66,251

6625 625 58,75

Déplacement chimique '*C - ppm

Contraintes a longue portee
Corrélations lle-Thr
32



Contribution de la synthese in vitro

180 60 40 20

|
&
20 + @55-. o ﬁgr g J %
4 0 9
& I g
40 {0 £
.@ ar [ LE_
60 | Ay | |- - = o geg—-—- 160 -0
. (@)
c@@j © v @ 0d
2D-3C-13C DARR
\. f“\
WJ‘W\M WWWMWJ V‘W\\J\/\'Ww\

Moins de recouvrement
Résolution inchangée : 0,5-0,6 ppm 13C,!5N-lle, Thr-Ec-MscL
Rapport signal sur bruit amélioreé 13C,'3N-uniforme-Ec-MscL

Contraintes de distance a courte et longue portées 33
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Résonance magnétique

.. ) Synthése in vitro
nucléaire en phase solide

Synthese in vitro de la protéine MscL en liposomes
Développement de nouvelles stratégies de marquage
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SIV en micelles de détergent \ SIV en liposomes /




Synthese in vitro et marquage sélectif

Synthese in vitro SIV de la protéine Ec-MscL

Le gene identifie mscl est seul responsable de I'activite
mécanosensible dans E. coli?®

SIV de Ec-MscL en présence de differents détergents

(RTS-500)%
83 KD = -
62 kD = | B8
SIV de Ec-MscL (RTS-9000) en micelles de triton-x-100 47.5kD = |
et incorporation d’acides aminés marqués aux '3C/5N, 32.5kD = [
puis reconstitution en liposomes3%3! 25.0kD =
16.5 kD =
SIV de Ec-MscL directement en liposomes (RTS-500)3? osin | WA
SIV de Ec-MscL (RTS-9000) directement en liposomes RTS-9000 MscL :
de DOPC et incorporation d’acides aminés marqués aux avant synthese (a),
137 158133 apres synthese (b),
C,°N surnageant (c) et

culot (d) apres
ultra-centrifugation

28 - Sukharev et al., 1994 ; 29 - Berrier et al.,, 2004 ; 30 - Abdine et al., 2010
31 - Abdine et al,, in press ; 32 - Berrier et al,, 2011 ; 33 - Abdine et al,, 201 | 35



Marquage selectif - Prediction des deplacements chimiques

séquence
( CIustaIW)34>
Modélisation
par homologie

(Modeller)

- T T T

Mf-MscL
rayons x

Prédiction de déplacements

chimiques par Sparta®® sur un

modele de Ec-MscL

34 - Larkin et al., 2007 ; 35 - Eswar et al., 2006 6

36 - Shen & Bax, 2007

=7\

\”\¥ VRS,

Alignement de "o/

»

15

A\
<9
A Of.‘c
é Ec-MscL 20
| . H
lcl, Modele par homologie Ala .o
X %
- 25
60 55 50 45
25
> Arg
Pro e 30
*n * )
¥ L
S,
Lys o ° .
S Asn
* * Tyr s .
ﬁ.o y
Phe 3 o - 40
&0 }t; e P 3
* * .
Ser Leu
Asp 4
p — ]
| 0 — . | 50
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Marquage sélectif - Prédiction des déplacements chimiques

2
Alignement de
séquence
(CIustaIW)34>
Modélisation
par homologie -

(Modeller)®® Ec-MsclL
] Modele par homologie
Mt-MscL
rayons x

I\
—

Prédiction de déplacements chimiques
par Sparta®® sur des snapshots de
dynamique moléculaire’’

34 - Larkin et al., 2007 ; 35 - Eswar et al., 2006
36 - Shen & Bax, 2007 ; 37 - Valadié et al., 2003 70




3C I3N-(Ala, .,Lys,,Val, -, Tyr,)-Ec-MscL
15LYSq Val 3, 1Y,

Plasmide
liposomes

(Lcr )
/

\ ‘Jj ;f
) /
\'\I rJ’:), /
\

\¢ W, Ll 9 mg de Ec-MscL/10 mL

\ / sy |

[ 81/
\ e
\ e I
\ /
e vy

Centrifugation basse vitesse
ultracentrifugation

13C,1>N-Ala, Lys, Val & Tyr
Les autres acides aminés non marqués

Modele par_homolo;gie \de Ec-MscL

Ec-MscL sélectivement marqué (+His-tag) : Résidus Ala, Lys, Val et Tyr en rouge
16,4 kDa

Composition de I'échantillon RMN : 18 mg H,O - 6 mg lipides - 3 mg MscL

38



3C,'5N-(Ala, 5 Lys,, Val, 5, Tyr )-Ec-MscL

180 60 40 20
AC-CP
) S
- o
20T 20 ©
V
ve-ep =
()
>
T
£
40 - 40 <
(O]
=
Q
£
Q
=
60 - - 60 .o
| 0
180
Déplacement chimique '*C - ppm
Temps d'acquisition 14 h Pas de recouvrement entre groupes d’acides aminés
Température 248 K
Temps de mélange 20 ms Aucune séparation au sein du méme groupe
Ex. |3 Val mais un seul pic




Marquage selectif - Prediction des deplacements chimiques

Preédiction efficace - résultats fiables

Détailler la prédiction pour un meilleur choix d’acides aminés

Plusieurs
alignement de o
%é uence Prédiction de ]
Mt-MscL d > Ec-Mscl. déplacements Traclcle dé tOUtt%,Sd!es
. imi corrélations prédites
Structure rayons x  Modélisation 40 modeles par ;hln:th;;es par Cal [J’P
. . a a
par homologie homologie p
(Modeller)3>

v
Analyse des distributions des
corrélations

35 - Eswar et al., 2006
36 - Shen & Bax, 2007 40



Analyse des distributions des corrélations predites

2CB (ppm)
8

20
Tracé des corrélations prédites Tracé des corrélations prédites
CaCpB des Ala vie-vir-v2zi CaCpB des Val
All -A20% V23 -v33 V37
A27-A28| ¥ gf& V82 - V88 - V120 30
A38 - A58 a —_
A64 - AB9 ki V59 - V71 E
A%?1 - A95 A70 V72 - V77 &
All4 AllO Q
Alll 35 v
All2 -
: ‘ . : ‘ 40
55 50 45 70 65 60 55
13Ca (ppm) 13Ca (ppm)

Déplacement chimique prédit '3C - ppm

Déplacement chimique
prédit '3C - ppm



Analyse des distributions des corrélations predites

Preédiction efficace - résultats fiables

Détailler la prédiction pour un meilleur choix d’acides aminés

Asp et Ser : plus de dispersion

o
(7]

'3CB (ppm)
prédit '3C - ppm

Déplacement chimique

35
DI8 - D39 .
D53 - D84 - D127 " “%W
401 e — K S *e o3¢
E oo b7 R sgn. 9% | D53 $34 - 535 2.
& S5 s | pes AR
~ > SO e, D67 * 2
Q. [ 4
¥ 45
Traceé des corrélations Traceé des corrélations
s prédites CaCf3 des Asp prédites CaCp des Ser
60 55 50 65 60
13Ca (ppm) 13Ca (ppm)

Déplacement chimique prédit '3C - ppm



13C,1>N-(Asp,,Gly,Leu 5, Ser;)-Ec-MscL

Plasmide

\& o
\'x, /r S—1» 6 mgde Ec-MscL/10 mL
\ / ﬁ;}j W = ff
AL S g i
'.I"ll ’)_ _.v y II.I,"I
- T _/

Centrifugation basse vitesse
ultracentrifugation

13C,I>N-Asp, Gly, Leu & Ser
Les autres acides aminés non marqués

G G DL G G G SSLVAD
LHGLL'G G'D LRDAQGD G
DL L L

LL DLL SPGGG S

Composition de I'échantillon RMN : 18 mg H,O - 6 mg lipides - 3 mg MscL




13C,ISN-(Asp,,Gly,,Leu, 5, Ser;)-Ec-MscL

i 80 “ 20
a

&' GClC

2D-13C-'13C DARR - =
Temps d'acquisition 56 h

Température 248 K
Temps de mélange 20 (a) et 100 (b) ms 20!

Bonne résolution 0,8 ppm
Absence de corrélations pour Asp et Ser

Déplacement chimique '3C - ppm

180 slo 40 20
Déplacement chimique '*C - ppm



13C,1>N-(Asp,,Gly,Leu 5, Ser;)-Ec-MscL

35 60
Asp Ser
DI8 - D39 _
D53 - D84 - D127 " A%W

_40- ] _ £ . oy L ss

DN *e 9 )
E o o n, gdame, 3% | D53 $34 - 535 AN E
r oo A4S | D63 Vo les &
E LY > 2| D67 H e ;
v)

2 45 - dl 2
50 r : ‘ 70
60 55 50 65 60 55

'*Ca (ppm) 3Ca (ppm)

Dispersion / fluctuations

Mouvements intermédiaires : aucune variation en modifiant la température
(233-263 K)

Variation de la composition lipidique : en projet

Brouillage de marquage



Marquage selectif - Analyse de la séquence

MGIIK EFREF AMREGN VVDLA VGVII GAAFG KIVSS LVADI IMPPL GLLIG
GIDFK QFAVT I[RDAQ GDIPA VVMHY GVFIQ NVFDF LIVAF AIFMA IKLIN
KLNRK KEEPA AAPAP TKEEV ILTEI RDLLK EQNNR SPGGG SHHHH HH

Marquage isotopique double combinatoire38
68 paires isolées

Marquage sélectif des acides aminés selon leur abondance dans la protéine3?

Pro (P) 7 4,70%
Arg (R} 6 4,00%
Asn (N) 6 4,00%
Met (M) 5 3,40%
Ser (§) 5 3,40%
Phe (F) 10  6,80% Gin (@) 4 2,70%
Lys (K) 9 6,10% Thr (T) 3 2,00%
Gla (E) 8 5,40% Tyr (Y) 1 0,10%
Asp (D) 7 4,70% Cys (C) 0 0,00%
His (H) 7 4,70% Trp (W) 0 0,00%
| par catégorie |-2 par catégorie

38 - Sobhanifar et al., 2010
39 - Ozawa et al., 2006 46



13C,ISN-(Phe ,lle,,,Met,Pro,Arg,)-Ec-MscL

MGIIK EFREF AMRGN VVDLA VGVITI GAAFG KIVSS LVADI IMPPL GLLIG
GIDFK QFAVT LRDAQ GDIPA VVMHY GVITQO NVFDF LIVAF ATFMA TKLIN
KLNRK KEEPA AAPAP TKEEV LLTEI RDLLK EQONNR SPGGG SHHHH HH

9 paires isolées

Marquage de 30% de la protéine

Pro (P) 7 4,70%

Arg (R) 6 4,00%

Asn (N) 6 4,00%

Met (M) 5 3,40%

Ser (5 5 3,40%

Phe (F) 10 6,80% Gin (©) 4 2,70%
Lys (K) 9 6,10% Thr (T) 3 2,00%
Giu (E) 8 5.40% Tyr (Y) ) 0,10%
Ay (D) 7 4,70% Cys (C) 0 0,00%
Fis (F) 7 4,70% Trp () 0 0,00%

Composition de I'échantillon RMN : 18 mg H,O - 6 mg lipides - 3 mg MscL



13C,1°N-(Phe, ,lle,,Met,Pro Arg,)-Ec-MscL

180 160 140 120 60 40 20
ICBCS .
ICa-Cd fp ¢, Icp -@2@
lCa—CyZ&' Calpl &
20+ + M a-Ch +-20
Ok Ca-Cyl f}/ﬁ g
) g i &
IC-CB I} O b
40.._FC,-C’3 , Fccycl-ca . i A_Ca-Cﬁ N é}i FCQ:-Cﬁ . £ -\ | 40
PCa-CS @ 4 PCRCS OO PCy-Cod
i
60. | ":{,1 o f | 60
¥ 9
' PCy-Ca
PCA-Ca
180 160 140 120 60 40 20

Déplacement chimique '*C - ppm

2D-'3C-13C DARR
Temps d'acquisition 56 h
Température 248 K
Temps de mélange 50 ms

Bonne résolution 0,7-0,8 ppm

Déplacement chimique '3C - ppm
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13C,1°N-(Phe, ,lle,,Met,Pro Arg,)-Ec-MscL

20

2D-'3C-13C DARR
Temps d'acquisition 56 h

180

160

140

120

180

160

Température 248 K

Temps de mélange 200 ms

140

120

60 40 20
i b |

£

o

o

_G)

>

g

£

L4 G

)

c

(O]

£

(]

(O]

o

60 =

a)

Déplacement chimique '*C - ppm

Bonne résolution 0,7-0,8 ppm
Peu de corrélations inter-résiduelles
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Marquage selectif - Analyse de la sequence

(Phe, lle, Met, Pro, Arg) = 30% de la protéine marqué
Méme stratégie :
(Asp, Gly, Phe, Arg) = 23% de la protéine - 4 paires uniques (en cours)

MGIIKHEFREF AMRGNVVDLA VGVIIGAAFG| KIVSSLVADI
IMPPLGLLIG GIDFKQFAVT LRDAQGDIPA VVMHYGVFIQ
NVEDFLIVAF AIFMAIKLIN KLNRKKEEPA AAPAPTKEEV
LLTEIRDLLK EQNNRSPGGG SHHHHHH

(Glu, Phe, Lys, Thr) = 20% de la protéine - 3 paires uniques informations sur
les thréonines connues

MGIIKEFREF AMRGNVVDLA VGVIIGAAFG KIVSSLVADI
IMPPLGLLIG GIOFKPFAVT LRDAQGDIPA VVMHYGVFIQ
NVFDFLIVAF AIFMAIKLIN KLNRKKEEPA AAPABTKEEV
LI[TELRDLLK EQNNRSPGGG SHHHHHH

50
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Conclusion

Nécessité d’étudier Ec-MscL en bicouche lipidique : RMN en phase solide

Marquage uniforme de Ec-MscL :
* Difficulté d’obtention des informations structurales

Synthese in vitro en échange continu :
* Taux d’expression élevé
* Purification simplifiee
* Synthese directement en liposomes
 Efficacité du marquage sélectif

Marquage sélectif de Ec-MscL :
* Réduction du recouvrement sur les spectres 2D
» Stratégies pour faciliter le marquage et l'attribution

Davantage d’'informations sont nécessaires pour l'attribution

Approches transposables a d’autres protéines

52



Perspectives

Effet de la température - composition lipidique - pH - force ionique
Etablissement de protocoles pour la spectrométrie de masse
De nouveaux échantillons - marquage de résidus importants dans la fonction

Test des approches de prédiction de déplacement chimique sur des protéines
modeles

Attribution de la protéine - résolution de la structure - mécanisme d’ouverture

53
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MsclL de Mycobacterium tuberculosis

périplasme

membrane

cytoplasme

Vue cEe face

|
iy C-ter C-ter
D, Vue
Boucle périplasmique périplasmique

Structure de la protéine issue de M. tuberculosis>®

5 - Chang et al., 1998; code PDB: Imsl
6 - Steinbacher et al., 2007; code PDB: 20ar



Ec-Mscl, Mt-Mscl & Sa-MscL

Alignement de séquences des protéines Ee-Msel., M-Msel. et Sa-Msel.

SaMscL

SaMscL
EcMscL
MtMscL

MtMscL

SaMsclL

SaMsclL
EcMscL
MtMscL

MtMscL

SaMsclL

SaMscL
EcMscL
MtMscL

MtMscL

TM1
40 50
..ML ALK NKIISSL?E LIGKIFESVDFAK. .
MSII I GKIVSSLVAD PLGLLI[EGIDFKQFA
. .ML v TESATALVTKFTDSPMTEILINRI .[8. VNAQSDV
thm
TM2
60 70 80 90 ; 100
essesess EWSFWGIKYGLFIQSVIDIRIII ALFIFVEKEIANTLMEIAEE . AEEEAVVE
VTLRDAQGDIPAVVMHYGVFIQONVFDELI AIFMAIKLINKLNRIMKEEPAAAFPAPT
GILR..IGIGGGQTIDLNVLLSAAI FLI AVYFLVVLPYNTL K. .GEVEQPGD
200
110 120
YV LLTE I RD L LiSEo0 8 S
[V LLTE IRD L Ly ool 5 T A
TQVNARR RS IRIL O TNGD SPGRHGGRGTPSPTDGPRASTESQ
200000000000Q0000
C-helix
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Poids moleculaire des echantillons synthetises

Echantillon Poids moléculaire Atomes marqués + His-tag
U-2C, "*N-MscL 14 947 16143
_13¢ 15N
e 15074 108C- 19N 16270
MscL
(Asp, Gly, Leu, Ser)-
3¢ I5N-Mscl 15116 136 C-33 N 16321
(Ala, Lys, Val, Tyr)-3C,
ISNMscl. 15167 173 C-47 N 16363
(Ala, Gly, Lys, Val, Tyr)- )
3¢ ISN-Mscl 15194 191 C-56 N 16372
(Phe, lle, Met, Pro, )
Arg- 3C, ISN-Mscl 15285 277 C-61 N 16487
U-13C, PN-MscL 15813 688C- 175N 17075
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Gel SDS-PAGE - '3C,'>N-u-Ec-MscL (BL2 |-DE3)

6l



Spectre unidimensionnel '3C,’>N-u-Ec-MscL
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Spectres unidimensionnels '3C,'>N-u-Ec-MscL et '3C,'>N-(lle, Thr)-Ec-MscL

13C,I5N-u-Ec-MscL

13C,15N-(lle, Thr)-Ec-MscL
‘M A e AMM‘-

150 100 50 pPpm

Fig. 1. 176 MHz 1D '°C CP MAS NMR spectra of labeled MscL in unlabeled DOPC
liposomes, spinning at 11,000 Hz and 258 K: (a) U-'>C, "°N labeled and (b) (lle,
Thr)-1C, '°N labeled.
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Spectres unidimensionnels '3C,'°N-u-Ec-MscL et '3C,'>N-(lle, Thr)-Ec-MscL

[ spectrum | ProcPars | Acqupars | Title | PulseProg | Peaks | Integrals | Sample | structure | Plot | Fid

13C DARR MscL uniformiy 13C/15N iabelled ﬁ
10ms mix =

13C,I5N-u-Ec-MscL

o
rs
o

3
o

T T T T T T T T T T T T T T T T
Eo 100 1mn
[‘Spectrum [ ProcPars | AcquPars | Title | PulseProg | Peaks | Integrals | Sample | Structure | Plot ['Fid

137 DARR Mscl uniformiy 13C/15N labelied n=1 @
H0ms mix and TPPM decouping e

13C,13N-(lle, Thr)-Ec-MscL

6.1 #fid

T T T T T T T T T T T
150 200 [#fic]




Spectre bidimensionnel '3C,'>N-u-Ec-MscL

180

60

20+ "ﬂ{m i
ﬂ'gu

I
—
=
=

40

oy
e

=

60

—

180

2D-'3C-13C DARR

Temps d'acquisition 14 h
Température 248 K
Temps de mélange 500 ms

60

Déplacement chimique '*C - ppm

40

- 20

40

. 60

Déplacement chimique '3C - ppm



Spectre bidimensionnel '3C,'>N-(lle,Thr)-Ec-MscL

180 60 40 20
) 0 Sy
20 2 . o
40 - . |
f
150 60 40 20

2D-'3C-13C DARR

Temps d'acquisition 14 h
Température 248 K
Temps de mélange 500 ms

Déplacement chimique '*C - ppm

20

- 40

Déplacement chimique '3C - ppm
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Spectre bidimensionnel '3C,’>N-uniforme-(-AFILVH)-Ec-MscL

180 60 40 20

20+ +20 £
o
&
_0)
o
40 - +40 £
e
(O]
=
c
Q
S
9
60 | 160 £
)
&)

180 60 a0 20
Déplacement chimique '*C - ppm
2D-'3C-13C DARR
Temps d'acquisition 56 h
Température 248 K
Temps de mélange 20 ms

Surexpression en milieu minimum
'3C-glucose - °NH,CI
+!2C,'*N-(Ala, Phe, lle, Leu, Val, His)
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Spectre bidimensionnel SN-'3C sur 3C,'>N-u-Ec-MscL

[ Spectrum | ProcPars | AcquPars [ Title | PulseProg | Peaks | Integrals “Sample | Structure [ Plot | Fid

20 gpecific CP 1H--=»15N--=13C at alpha carbon

T T
10 [*1e3]

50

© #fid]

2D-!>N-13C specific-CP
Temps d'acquisition 56 h
Température 248 K
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Spectre bidimensionnel SN-'3C sur 3C,'>N-u-Ec-MscL

20
1100
g
ry
. 1120
4
3
1140
N-CO N-Ca
180 60 40 20
I3C - ppm I3C - ppm

2D-!>N-13C specific-CP
Temps d'acquisition 56 h
Température 248 K
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Spectre bidimensionnel 'SN-3C sur 3C,'>N-(lle,Thr)-Ec-MscL

180 60 40 20
100 1100
£ |l

& 120 itd [\ 1120
140 140

15 ' + -

180 60 40 20

'*C (ppm)

2D-!>N-13C specific-CP
Temps d'acquisition 56 h
Température 248 K
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Spectre bidimensionnel 'SN-3C sur 3C,'>N-(Ala,Lys,Val, Tyr)-Ec-MscL

180 60 20
100 100
E M
1.- ||| | "I.":.I'_ -
Z 1201 | | ‘ -120
\n . 1 1l |
| bl
f v |'JI'I'V |
A _ 'r
140 | ' 140
180 60 20
13C (ppm)

2D-!>N-13C specific-CP
Temps d'acquisition 56 h
Température 248 K
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Variation de la nature des lipides

Spectres 2D obtenus sur un
échantillon marqué au niveau des
Ala, Gly, Lys, Val et Tyr.
Reconstitution en lipides d’E. coli -
ou dans un mélange DOPC-DPPC

2D-'3C-13C DARR
Temps d'acquisition 14 h
Température 248 K

180 60 40 20
AC-CB ACo-Cf
- VCp-Cy
VCa-Cy | I
20 = (L4
ve-cp VCa-Cf5 | [
40KC-Cf KCe -Co
60~ J |
AGKVY-Eco

. o =
o B0 ’2

0.
Fa. -
40 . KCa-Cff
AC-Cax P 4
- KC-Ca £ [ |
50 | )
_ f VU
VC-Ca
AGKVY-DPDO
180 60 40 20

Déplacement chimique '*C - ppm

20

40

60

40

60

Déplacement chimique '3C - ppm
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Variation de la nature des lipides

Comparaison des corrélations CaCp des Ala en fonction de la nature des
lipides utilisé lors de la reconstitution

52,5 50 47,5 52,5 50 47,5 52,5 50 47,5
AKIL'Y-DOPC AGKVY-DPDO AGKVY-Eco
125 125
15 4 14 15
| A5 A7
17,5, ] | A3 A2 17,5
A4
525 50 475 52,5 50 47,5 h 52,5 50 47,5

Déplacement chimique '*C - ppm
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Role des lipides dans le mécanisme d’ouverture de Ec-MscL

C,e> Co G 5,605,580

4
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Simulation de I'effet des lysophospholipides sur la bicouche

Comparaison de I'effet de la lysophosphocholine par rapport au
cholestérol sur une bicouche préformée

A B c D |e260m

; ; R = ” . 45 nm
2ns 20 ns 50 ns 100 ns

0 ns 4 ns B ns 12 ns

Yoo & Cui, 2009
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Metabolisme des acides aminés
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