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Résumeé

PROTONATION SPECIFIQUE DES METHYLES : UN OUTIL POURETUDE
STRUCTURALE DES ASSEMBLAGES MOLECULAIRES PAR RESONKE
MAGNETIQUE NUCLEAIRE

Les méthodes RMN standard appliquées a l'analysetstale des protéines sont
basées sur la mesure d'informations géométriquaseentre protons. Le manque
de contraintes a longue portée est un facteur dmhipour I'étude des protéines
modulaires, des complexes protéigues et des asagesbisupramoléculaires. La
deutération des échantillons est nécessaire pé&tudé de ces systemes de grande
taille. Néanmoins, le remplacement des protonglpateutérium limite le nombre de
contraintes structurales détectables, en particdlés contraintes de distances de
types NOEs. Pour résoudre ce probleme, une steabigée sur la protonation de
quelques sites discrets a été mise en place. ltar@ation spécifique des méthyles
dans des protéines constitue un choix optimal pgaintention de contraintes a
longue portée. Les protocoles de marquage spéeifigs méthyles des Isoleucines,
des Valines et des Leucines ont été implémentégpemisés, et une nouvelle
méthode de protonation spécifique des Alanineg a@&teloppée. Dans des systemes
de taille modérée, I'utilisation de ce type de mage combiné aux développements
d'expériences RMN adaptées permet la détectionodgaintes (NOEs et RDCs)
entre paire de méthyles séparés par plus de 12 nk. tdéthode robuste a été
développée pour extraire des distances avec usndarge précision. Cette approche
s'applique également a des protéines de grantks titsi des NOEs entre méthyles
distants par plus de 7 A sont détecté dans un &sasgensupramoléculaire de 468
kDa.

Mot Clés : Résonance Magnétique Nucléaire, Marquage IsotopiBoatonation
Spécifique des Méthyles, Protéines, Effet OverhaNseléaire, Couplage Dipolaire
Résiduel.

Laboratoire de these :Institut de Biologie Structurale Jean-Pierre EbdR 5075,
CEA; CNRS; UJF. Laboratoire de Résonance Magnétiueéaire. 41, rue Jules
Horowitz, 38027 Grenoble cedex.



Abstract

SPECIFIC PROTONATION OF METHYLS : ATOOL FOR STRUCT URAL
STUDY OF MOLECULAR ASSEMBLIES BY NULCEAR MAGNETIC
RESONANCE.

Standard NMR methods applied to the structuralysiabf proteins are based on the
measurement of local geometric information betwaetons. The lack of long range
restraints can be limiting factor for the study tbe modular proteins, protein
complexes and supramolecular assemblies. Perdeotecd samples is necessary
for the study of these large systems. However, ¢hehange of protons with
deuterium limit the number of detectable structuedtraints, particularly NOEs
distance restraints. To resolve this problem, atesyy based on the protonation of
some discrete sites was developed. The specifiomation of methyls in proteins
constitutes an optimum choice for detection of lesagge restraints. Protocols for
specific labelling of methyls of Isoleucines, Vasand Leucines were implemented
and optimized, and a new method for specific pratiom of Alanines was
introduced. In moderate size systems, the use ief dpecific labelling strategy
combined with the development of NMR experimentved the detection of
restraints (NOEs and RDCs) between methyls sephbgtenore than 12 A. A robust
method was developed to extract distances with agly precision. This approach
can also be applied to large proteins. NOEs haen lmbserved between methyls

separated by more than 7 A in a 468 kDa supramialeagsembly.

Key words : Nuclear Magnetic Resonance, Isotopic Labelling,c8eProtonation

of Methyls, Proteins, Nuclear Overhauser EffectiBaal Dipolar Coupling.
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18 CHAPITRE 1. INTRODUCTION

Jusqu’en 1985, la seule méthode permettant de ndiéer la structure
tridimensionnelle d'une macromolécule était latatlisgraphie par diffraction des
rayons X. La résolution de la premiere structure piletéine en solution, par
Résonance magnétique nucléaire (RMN) (Williamsnal, 1985), a ouvert de
nouvelles perspectives dans le domaine de la beokigucturale. La RMN ne permet
pas d'accéder directement a une image tridimensiliend'une macromolécule mais
d'obtenir des informations structurales et dynamsga I'échelle atomique. Pour
établir la structure tridimensionnelle par RMN d'unacromolécule biologique en
vue de comprendre et d'expliquer les fonctions etée aderniére, plusieurs étapes

sont nécessaires :
(i) Préparation d'un échantillon en solution.

(i) Attribution des fréquences de résonances magaux détectables par
RMN.

(iif) Mesure de contraintes conformationnelles.
(iiii) Calculs de structures.

Grace aux progres reéalisés dans les différents e@smantourant la détermination
de structure tridimensionnelle par RMN en soluties,systémes biologiques étudiés
sont de plus en plus variés : peptides, acideséimums, protéines globulaires,

modulaires, membranaires et complexes protéiques.

1.1 La préparation d'échantillons de protéine en dation

1.1.1 Production d'échantillons de protéine en sotion

La préparation d'un échantillon de protéine est éape cruciale pour I'étude
structurale par RMN. DO a la faible sensibilité ¢ spectroscopie RMN,
I'échantillon doit avoir une concentration en prd8 de I'ordre du millimolaire, soit,
pour une protéine de 10 kDa, 5 milligrammes pouwvalume effectif de 500 pL.
Afin d'optimiser la qualité des spectres RMN, l&afilon doit étre pur et stable

pendant plusieurs semaines. Pour cela, plusieapegtde purification peuvent étre
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requises et les conditions physico-chimiques dehdtillon sont adaptées en
ajustant le pH de la solution, la nature du tamperfigrce ionique, la température et
tous parameétres susceptibles d'augmenter le seusoliéilité de la protéine.

L'ensemble de ces étapes délicates peut étre larggest indispensable.

Les études structurales par RMN des protéines éegnti en plus des criteres
décrits ci-dessus, un marquage isotopique. Popapeé de tels échantillons, une des
solutions consiste a surexprimer la protéine dasscdltures bactériennes, en milieu
contenant des produits marqués isotopiquement.ultare des bactéries en milieu
minimum permet de contrbler les différentes sourdésotopes nécessaires a la

production des protéines.

1.1.2 Le marguage isotopique

La spectroscopie RMN est basée sur I'étude d'ctteraentre spins nucléaires.
Le signal RMN d'un spin est caractérisé par sauggge de résonance, exprimée en
Hz ou en ppm. La sensibilité d'une espece atompue la RMN dépend de sa
concentration et de son rapport gyromagnétigque|fi, en premiére approximation,
refléete sa propension a interagir avec le champ nétague. Le rapport
gyromagnétique définit une sensibilité relative paarnombre de noyaux donnés.
Quant a la concentration de noyaux, elle déperithdendance naturelle de l'isotope
stable considéré. La sensibilité absolue pour |aNR&dt le produit de I'abondance
naturelle par la sensibilité relative. Le protont émbituellement pris comme

référence.

Les molécules du vivant, en particulier les pratéinsont constituées d'atomes
d'hydrogene, de carbone, d'oxygene, d'azote etodéres Historiquement, les
premieres structures tridimensionnelles de prottioet été établies par la RMN
homonucléaire du proton, isotopd de I'atome d'hydrogéne présent en abondance
naturelle a 99,98 %. Pour les autres atomes, du léair faible sensibilité,
I'enregistrement en abondance naturelle d'expéri@égtéronucléaire requerrait une
concentration en protéines de l'ordre de 10 mM, qué est généralement

incompatible avec leurs solubilités. De plus, ceécessiterait d'accumuler les
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expériences pendant plusieurs semaines. Un moyarapgmenter leurs sensibilités
consiste a enrichir la protéine en isotopes déttgour la RMN.

1.1.2.1 Le marquage isotopique uniforme

Le marquage uniforme d'une protéine en RMN estleptacement de tous les
noyaux d'une espéce atomique par l'un de ses &oteguis pour I'étude RMN*C
par °C, **N par™®N, et le proton par le deutérium. Dans cette thpsar indiquer
qgue le marquage est uniforme, j'utiliserai la noomre suivante : U-[X], ou X
correspond a l'isotope de I'atome. Ainsi, pourdnér qu'un échantillon est marqué

uniformément>C, par exemple, la notation B3] sera utilisée.

Le marquage U*PN] permet I'enregistrement d'une expérience dedtaiion H-
5N, I'empreinte de la protéine et ainsi de pouvotedginer si la protéine est en
partie repliée ou non. Toutefois, ce marquage ,nasgénéral, pas suffisant en lui-
méme pour établir la structure tridimensionnelles geotéines. Pour I'étude de
protéines de masses moléculaires supérieures a a0 l&® marquages combinés
U-[*3C], U-[**N] sont recommandés. Ce double marquage unifortiliséuavec des
séquences d'impulsions RMN triple-résonances, pedwuedistribuer les signaux
RMN dans plusieurs dimensions (2, 3, 4, etc.), dénfaciliter I'étape d'attribution

des résonances.

Le marquage U?H] (dernier marquage uniforme possible pour legéines) est
nécessaire lorsque la taille de la protéine étudsteclevée (> 20 kDa). En effet,
I'étude structurale de macromolécules de taille mambe se heurte a deux difficultés
majeures : l'élargissement des signaux RMN induitles interactions dipolaires
(d'autant plus grand que le temps de corrélatioit)cet I'augmentation du nombre
de signaux dans les spectres RMN. Le remplacenenpibtons par dé$l permet
d'augmenter significativement la sensibilité etdidminuer le nombre de résonances
de protons dans les spectres RMN. Les effets dexagbn engendrés par les
couplages dipolairedH-'H & travers I'espace sont diminués, ainsi que dewgxaux
interactions dipolairesH-*C, qui interviennent sur la relaxation ddC. Les
interactions principales responsables de la rdaxatles cohérences ayant été
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supprimées, on peut utiliser les expériences trifggenances standard pour
I'attribution de protéines de taille moléculairagpglevée.

1.1.2.2 Le marguage isotopique spécifique

D'autres techniques de marquages ont été proppseeséduire la complexité
des spectres RMN : les marquages sélectifs d'aai@ses. Quelques exemples de

marquages sélectifs en RMN sont indiqués :

() le marquage sélectif dtPN d'un type particulier d'acide aminé, qui est
présenté dans le chapitre 2.

(i) le marquage uniformé®N et sélectif desC de la chaine latérale d'un

type d'acide aminé.

(i) le marquage sélectif proton de certaine positdans un échantillon
deutéré, comme la protonation sélective des méthyéerite précisément dans le

chapitre 2.

Un grand nombre de marquages sélectifs peuventt @&nvisage
(I'incorporation de segments de protéines margisééspiquement, par exemple). Le
principal avantage de ce type de marquage esihugifér le systéme pour détecter
des informations non observables autrement. Tostefe colt d'un échantillon
marqué spécifiguement est souvent le facteur Imitdinsi, proposer des protocoles
de production d'échantillons spécifiguement marcuétes codts relativement peu
onéreux reste un défi a relever pour bénéficier aemntages de ces nouveaux

échantillons.

1.2 Attribution des résonances

Avant de pouvoir mesurer des contraintes permettanddétermination de
structures de biomolécules a une résolution atoenigar RMN, l'attribution des
résonances des spins détectables t°C et >N) est indispensable. Les stratégies

d'attribution des atomes constituant une protéingliquent ['utilisation de
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techniques multidimensionnelles qui permettent criduer les signaux dans les
différentes dimensions des spectres RMN.

Les stratégies d'attribution dépendent du marqisaiepique utilisé. Ainsi, pour
une protéine non-enrichie isotopiquement, des éxpé&es homonucléaires proton
sont utilisées (2D COSY, 2D TOCSY) : elles permdttde corréler les protons
couplés ensemble et ainsi d'identifier chaque Bystde spin correspondant a un
acide aminé. Ensuite, des expériences de type 2BSNOsont enregistrées pour

déterminer I'enchainement des résidus (WuthricB6)L9

Dans le cas de protéines marquées isotopiquenasngtriatégies d'attribution sont
divisées en deux étapes : l'attribution de la @hahincipale et, par suite, I'attribution
des chaines latérales. L'attribution du squeletteedprotéine UPN] et U-[-*C] est
réalisée & partir d'une série d'expérienéds-HHSQC, HNCO, HN(CA)CO, HNCA,
HN(CO)CA, HNCACB, ...) basées sur des transferts deémence a travers la
liaison peptidique par des couplages scalafte®t 2. Cette partie de I'étape
d'attribution est, aujourd'hui, plus aisée gradeitdisation de logiciels d'attribution
semi-automatique. Les fréquences de résondhtes'C des chaines latérales sont
attribuées grace a d'autres d'expériences (CBCA{EIOH(C)CC(CO)NH, HCCH-
TOCSY, ...). L'attribution de I'ensemble des résoeandes noyaux de la molécule
étudiée tH, °C, °N) peut étre une étape plus longue (voire laboelpus

1.3 Mesures de contraintes conformationnelles

Lorsque l'on a un échantillon exploitable pour MM et que I'étape d'attribution
est réalisée, d'autres expériences RMN sont etméggs afin de mesurer des
informations structurales. Une grande variété @mdgurs physiques mesurables par
RMN contient des informations structurales. Parmeiles-ci, le déplacement
chimique, l'interaction du couplage scalaire etdixation dipolaire sont sensibles
aux conformations moléculaires et a la distanceedat spins. La quantification de
ces parametres RMN permet I'analyse structurals. ibteractions dipolaires et de
couplages scalaires sont a la base de tous leslsale structure des proté€ines

utilisant des données RMN.
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1.3.1 Les contraintes spatiales

1.3.1.1 L'effet Overhauser nucléaire (NOE)

Le parametre RMN observable le plus largementsatipour la détermination de
structure de protéines est I'effet Overhauser rauaé Par interaction de type dip0le-
dip6le, deux noyaux peuvent se transmettre de ripmea travers l'espace; ce
phénomene est noté NOE. Cet effet de relaxatiors@eoest mesuré par RMN en
observant la différence d’aimantation longitudinalexpérience NOESY) ou
transversale (expérience ROESY) qu'il induit. Plesrmacromolécules biologiques,
les intensités des pics de corrélations NO[ssdnt proportionnelles au terme de
relaxation croiséegjj, entre les aimantations de chaque couple de prottnset au

temps de transfert;,, au cours duquel I'interaction dipolaire est active

I, 07, 0; (1.1)

_ii(&

% = ori 4 en | 902k ) 30] .2)

ou Yy est le rapport gyromagnétique du protgriardistance entre les deux noyaux i
et j, wy est la fréquence de Larmor associée aux profoest la fonction de densité

spectrale.

Cet effet est proportionnel a I'inverse de la disea la puissance six entre deux
protons, §. Ainsi, par exemple, si une distance entre 2 m®test connue () a
partir d’'une géométrie covalente, alors les autis&nces interprotons non connues
(ri) sont déterminées (en ne considérant aucune rneolmiierne) par la relation

suivante :

%
— [iJ (1.3)
S

oU Ser et S sont les intégrales des intensités des pics délaton. En pratique, du
fait de la forte densité de protons, les intensigs pics de corrélations NOESs ne sont

pas directement proportionnelles au terme de rBtaxacroisée entre des spins
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interagissant entre eux. En effet, 'aimantation @&sssi transférée entre spins a

travers le réseau de protons via la diffusion dessp

Pour la détermination de structure standard deépres, les NOEs sont interprétés
de maniere semi-quantitative. Les pics de coraiatiNOEs sont regroupés sur la
base de leur volume en plusieurs catégories, comomré dans le Tableau 1.1
(Wathrich, 1986).

Intensité du nOe Distances
Trés faible 1,8-6,0A
Faible 1,8-50A
Moyen 1,8-3,3A

Fort 1,8-2,7A

Tableau 1.1 : Classification des NOEs suivant leuntensité et contraintes de distances
lors d'un calcul de structure.

Dans les protéines protonées, la diffusion de saffecte I'intensité des NOEs,
qui sont alors utilisés de maniere semi-quantiéathes pics de corrélation NOEs
sont regroupés sur la base de leur volume en phssieatégories, comme montré
dans le Tableau 1.1 (Wuthrich, 1986). Une analyse NIOES entre protons dont la
distance est fixe (entre les protons géminaux dthyténe, ou les protons vicinaux
des cycles aromatiques ou les protons dans desneégie structures secondaires
régulieres) est effectuée afin de disposer d’'uféeace interne pour affecter chaque
NOE a une catégorie donnée. Pour obtenir un bon lmo@estructure par RMN, un
grand nombre de NOEs est nécessaire. On discemeN@Es intrarésidus et
séquentiels qui peuvent apporter des informatiamdasstructure locale. Les NOEs
entre acides aminés proches dans la séquencedsggar 3 résidus au maximum)
completent les NOEs séquentiels pour obtenir desrnrdtions sur les structures
secondaires. A ceci s'ajoutent les NOEs a longug&@antre acides aminés distants
dans la séquence. Cette derniére classe de NOEs@ss importante et permet de

déterminer le repliement global des protéines dhles.
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1.3.1.2 Les liaisons hydrogénes

Une autre source d'information structurale a copaddée est I'observation de
liaisons hydrogéenes. Elle permet souvent de relies dléments de structures
secondaires. En effet, I'échange lent d'un hydrogkams les protéines est le plus
souvent la preuve que cet atome est stabilisé parlimison hydrogene. L’atome
d’oxygene accepteur est fréquemment identifié pae wanalyse précise des
connectivités NOEs entre les protons voisins appanteaux éléments réguliers de
structures secondaires. Une preuve expérimentategpécise est obtenue a partir de
l'observation de couplages scalaires a traverbdis®ns hydrogénes3TJNc). Dans
des protéines UYN], U-[**C], U-[?H], ce faible couplage (< 1 Hz) permet le
transfert d'aimantation entre I'azote, lié ay lHonneur de la liaison hydrogeéene, et le
carbone du groupement carbonyle accepteur (Coetiedy 1999 ; Wanget al, 1999).

Le couplage scalaire confirme le recouvrement eleseorbitales électroniques des
atomes impliqués et défini, de maniere non ambipspaires d’atomes formant une
liaison hydrogéne. Les liaisons hydrogenes sorliségis comme contraintes de
distance dans les calculs de structure, typiquensmtcontenant la distance
accepteur-hydrogengO---H) de 1,7-2,1 A et la distance accepteur-danm(®---N)

de 2,7-3,0 A. Lorsqu'une liaison hydrogéne estaiéeeentre atomes éloignés dans la
séquence, son impact dans la détermination detsteuest considérable. Les liaisons
hydrogenes dans les structures secondaires augrhénteégularité de ces éléments

de structure dans les modeles calculés.

1.3.2 Les contraintes angulaires locales

1.3.2.1 Le couplage scalair&)

Le couplage scalaird), entre atomes séparés par trois liaisons covaleest
utilisé pour la détermination de structures de waciécules biologiques afin d’en
affiner la conformation locale. Cette source d’'imf@tion structurale a été décrite
pour la premiere fois par Karplus (Karplus, 1939).grandeur du couplage scalaire
3J est fonction de I'angle de torsion (diédr@),formé par I'orientation relative des

trois liaisons covalentes de ce couplage (Figute 1.
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C)

Figure 1.1 : A) Angle diédref entre 3 liaisons covalentes. B) Les angles diegets) dans
la chaine principale des acides aminés d’'une preté&l) les angles diedrggetx, dans une
chaine latérale d'un acide aminé.

La relation reliant le couplage scalaisea I'angled est montrée ci-dessous:

3J = Acos @+ Bcosd+C (1.4)

ou A, B et C sont des constantes dépendant desixaygliqués dans les liaisons

covalentes.

Les angles diedrep et x1 sont dérivés, respectivement, a partir des cotestaie
couplages®J, . et °J ..., permettant d’obtenir une meilleure définition de

I'orientation des liaisons peptidiqgues et des obsiitatérales. La précision des
parameéetres de I'équation de Karplus est nécessdine de corréler les valeurs
mesurées des constantes de couplages scaldiees< valeurs des angles diédres.
Des approches théoriques ont été réalisées powniobtin rapport entre les
constantes de couplages scalaftest les angles diédres correspondants. Toutefois,
ces relations sont complexes et souvent difficilenagpplicables. Au lieu de cela, les
constantes A, B et C de I'Equation 1.4 sont obtenpas des méthodes semi-

empiriques.

Les valeurs les plus pertinentes, pour les coretansont dérivées par la
corrélation entre les valeurd observées pour des angles diédres connus. Ces
derniers sont mesurés dans les structures de m@etéidéterminées par

cristallographie de diffraction des rayons X ou BMN, (Figure 1.2).
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10 6,98 cos0 - 1,38 cos 8 + 1,72

Couplage scalaire % (Hz)

|
-180 -120 -60 0 60 120 180

Angles diédres 6 (°)
Figure 1.2 : Un exemple d'une Courbe de Karplus.
L'équation de Karplus est indiquée sur le graples. aleurs A, B et C ont été paramétrées

pour un couplaggJ par Wanget coll (Wanget al, 1996).

HNHa
Cependant, la courbe de Karplus fait correspondusiqurs valeurs d’angles

diédres pour une valeur donnée de coupfaePour des valeurs de couplages

3JHNH5, inférieures a 7 Hz, I'equation de Karplus admebiutions distinctes, alors

que pour des vaIeur%JHNHa supérieures a 7 Hz, 2 valeurs de I'angle diedrg so

possibles. Il est donc nécessaire de complétdoitimation par la mesure d’autres
constantes de couplage reliées au méme angle slerntoet ce, afin de lever cette

dégénérescence.

1.3.3 Les informations orientationnelles globales

1.3.3.1 Les relaxations longitudinale et transversa hétéronucléaires

La stratégie de détermination de structure de biéoates par RMN repose sur la
détermination de contraintes & courte portée, A%, @omplétée par des informations
angulaires contenues dans les constantes de ceaptaglaires. Cette méthode a
montré son efficacité sur des macromolécules dadaglobulaire. En revanche, pour
des protéines modulaires ou pour I'étude de conmaglade protéines, I'orientation
relative des différents modules dépend d’un petihbre de contraintes définissant

les zones charniéres de ces systemes. L'utilisat®rcontraintes a courte portée
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permet d’obtenir la structure de ces moléculesugi@lirs domaines avec une haute
précision au niveau local. Cependant, elle ne pepa® d’avoir I'orientation relative
de ces domaines entre eux. Le développement deidgees pour I'obtention de
contraintes a longue portée par RMN est nécesshine premiere technique
permettant d'obtenir des informations orientatidlesea longue portée repose sur la
dépendance du rapport des temps de relaxationohétéaire {°N) longitudinaux

et transversaux @IT,), avec l'orientation du vecteur de la liaison Ni#hs le tenseur

d’anisotropie de diffusion rotationnelle de la nmike. Pour une protéine, avec un
tenseur de diffusion de symétrie axialg,¢ # D,, =D, ou Dyz, Dxx et Dyy sont

les éléments diagonaux du tenseur de diffusiongbsence de mouvements internes
de large amplitude et sans élargissement des deesignaux RMN par échange

conformationel, le rapportIT, des noyaux°N dépend seulement de trois termes :

D, :[DXX +DYY]/2, D,=D;, (les valeurs propres du tenseur d’anisotropie de

diffusion du systéme moléculaire) @&tl'angle entre le vecteur de la liaison N-H et

I'axe unique du tenseur de diffusion (Figure 1Bjicchweileret al, 1995 ; Tjandra

et al, 1997c ; Cordieet al, 1998). D, et D, sont déterminées a partir de I'ensemble

des temps de relaxatidrN, T; et Ty.

Figure 1.3 : Tenseur de diffusion et exemple d'origation de vecteur N-H par rapport
au tenseur de la molécule.

Ainsi dans I'hypothése d'un tenseur de CSA axialétgique, colinéaire a l'axe
d'un vecteur NH, un seul rappor/ T, fourni une mesure directe de 'an@entre le
vecteur de la liaison N-H et I'axe unique du temsiai diffusion. Cette méthode est

applicable si la molécule diffuse de maniere anigs (DD/D|| >1). Le rapport

minimum DD/D|| pour laquelle 'amélioration du rapport/T, hétéronuclaire sera
-28 -



CHAPITRE 1. INTRODUCTION 29

utile dépend entierement de la précision et desriitgdes des rapportsi/T,
mesurés. En pratique, dans les protéines globu,lacivrefapportDD/D|| est rarement

supérieur a 1,5 ; l'utilisation de ce parametréamih que contrainte structurale précise
nécessite des mesures tres fines de ses paramdetreslaxation et une analyse
rigoureuse. Cette approche a été supplémentée pautred parametres
orientationnels a longue portée, plus faciles alatgy, avec notamment les

couplages dipolaires résiduels présentés au pataysaivant.

1.3.3.2 Les couplages résiduels dipolaires (RDCs)

Une autre méthode permettant d’obtenir des cornésia longue distance est
basée sur I'analyse des constantes de couplageidgpesiduel. Dans les conditions
classiques de la RMN liquide, la réorientation rooléire est isotrope et le couplage
dipolaire est moyenné a zéro. Cependant, pour dekecoles possédant une
orientation préférentielle par rapport au champ médque, I'interaction dipolaire
n'‘est alors plus moyennée a zéro et peut donc régsurée. Des systemes
moléculaires particuliers comme les protéines pagarétiques, la myoglobine par
exemple (Tolmaret al, 1995), mais aussi les acides nucléiques ou legplexes
moléculaires impliquant un oligonucléotide, peuveatigner de facon suffisante de
par leur forte anisotropie de susceptibilité maguét intrinséque. Toutefois,
I'alignement obtenu reste trés faible, en géné(al®,1 %.). Une macromolécule ne
possédant pas de telles propriétés peut étre alidags I'échantillon lorsqu’elle est
placée dans un milieu cristal liquide (Tjandtaal 1997a). Beaucoup d’efforts ont
été déployés pour développer des milieux orientpuatis la revue : Prestegasdt al,
2001). Plusieurs de ces milieux sont utilisés alex macromolécules biologiques :
des bactériophages filamentaires, des membraniesagels de type rhodopsine (ou
membranes pourpres), des cristallites de celluldsepentoxyde de vanadium, des
mélanges organiques de type bromure de cétylpyuiditnexanol (ou n-alkyl-
poly(éthylene-glycol)/hexanol), ou des solutionsMPC/DHPC. Plus récemment,
des nanotubes d'’ADN ont été développés (Douglaa, 2007) pour permettre la
mesure de RDCs dans les protéines membranaireshdie d’un milieu repose sur

les caractéristiques thermodynamiques de stabiitia protéine (point isoélectrique,
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température de dépliement/repliement), ainsi que lauzone de pH ou de
température pour laquelle la phase cristal liqestestable.

En enregistrant deux fois une expérience pour uaréitlon anisotrope (aligné)
et un échantillon isotrope, le couplage dipolaiésiduel, Dpg, est obtenu par
différence entre la mesure en milieu orientdpé{Dpg) et la mesure de couplage en
milieu isotrope Jpg). Pour des interactions entre spins separés padiaison *H-
N, *H-3C ou'*c-*C, les couplages scalaires sont assez largesrstdigmes sont
connus. Le probleme de la mesure des RDCs se réduit a la mesure de
constantes de couplage. Lorsque 1 % des moléculediéés sont dans une
orientation magnétique préférentielle, la valeurximale du couplage dipolaire
résiduel mesuré pour une paitel->°N est de l'ordre de 10 Hz. La valeur
correspondante des couplages dans les autres gaigEns nucléaires est reportée

dans le Tableau 1.2.

RDC mesur Distance internucléaire effecti D] |J
H..-N 102 A 10 H7 03 Hy
Cn-Hu 2.05 A 3.06H: 0-6Hz

C.-C~ et C.-Ca 1.53 A 1.85H: 55/35H:
C~N 1.33 A 1.13H:  15H:
C-H 1.12 A 18.74 H: 140 H:
H.-H.. 25-454 1-5 Hz 2-10 Hz

Tableau 1.2 : Valeurs de RDCs pour différentes pa@s de spins dans les protéines pour
des milieux orientant standard.

Pour une paire de protons qui n’est pas coupléeupacouplage scalaire, seul
I'amplitude de g est obtenue ; d’autres expériences sont nécesgaue obtenir le
signe du couplage. Ainsi la mesure de ce type dplages dipolaires résiduels peut
également étre extraite entre atomes dont lesndissane sont pas fixées. Ce qui
permet d’obtenir aussi des informations de distandéntroduirai plus précisément
les RDCs dans le chapitre 5 de ce manuscrit aunsileur utilisation afin d'obtenir

des informations a longue portée.
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1.3.4 Les contraintes obtenues dans les systemesapaagnétiques

Jusqu'a présent, toutes les informations struasirabtenues par RMN liquide
décrites ci-dessus s'observent dans les macronhedédiamagnétiques, mais aussi
paramagnétiques. Dans les protéines paramagnétijnesgaction électron-noyaux
contient plusieurs sources d’'informations strudaegaCes informations structurales
provenant de cette interaction électron-noyauxewe/ent pas étre obtenues dans des
protéines diamagnétiques. Le paramagnétisme damdbiomolécule provient d'un
ou de plusieurs centres paramagnétiques formépanites ions meétalliques, soit par

des radicaux.

Dans un échantillon paramagnétique, ou le tempsgldgation électroniqueclest
beaucoup plus petit que le temps de corrélatiofadeolécule (T << 1¢), il existe
quatre types de contraintes structurales permettanbir des informations a longue

portée. Elles sont résumées dans la Figure 1.4 :

A) PRE
Xzz
Hn
r
S
Xy
Xxx
C) CCR
Xzz N

Xy N Xy
X3x - ;

Figure 1.4 : Représentation schématique des déperuzes géométriques des quatre
effets paramagnétiques :
Les vitesses de relaxations longitudinale ou trarsale (PRE) en A, les déplacements
chimiques dipolaires (PCS) en B, la relaxation s&ei Curie-Dipolaire (CCR) en C et les
couplages dipolaires résiduels (RDCs) en D.
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Les déplacements chimiques dipolaires, comme laxaébn croisée Curie-
dipolaire, permettent d'obtenir des informationgudaires et de distances entre
atomes, alors que les couplages dipolaires résidioeirnissent une information
orientationnelle, si I'on s'intéresse a des atdidesde maniéere covalente. Enfin les
vitesses de relaxationR® , R>® ou R;®) donnent des distances entre le centre
paramagnétique et les atomes. Les couplages dipolegsiduels ont été introduits
dans § 1.2.3.2.

1.3.4.1 Les vitesses de relaxation Rt R,

Dans le cas ou, le temps de relaxation électronggtiggrand devant le temps de
corrélation rotationnel @ >> 1c), les vitesses de relaxation longitudinale et
transversale (d0 au moment paramagnétigue moyégc)iveént sous la forme

suivante (Guéron, 1975) :

R = K| STe (1.5)
Ns [1+w,"7¢
K 3r
R, = —|4r, + —& — 1.6
2 |g|: C 1+a)|22'é:| ( )
2
K =l( ,Uoj wigiugs?(s+1) (1.7)
5 47 (3k,T)?

ou ris est la distance entre le métal S et le noyauduiei 1.4.A), S est le nombre
guantique du spin électronique; est le temps de corrélation total®, est la
fréequence de précession du spin nucléairg,est la constante de perméabilité
magnétique du vide,.gest le facteur de Landé de I'électron, ¢st le moment

magnétique du proton.

Ces équations montrent que les vitesses de radaxabnt proportionnelles a
I'inverse de la distance électron-noyau a la pmssaix. Elles peuvent étre utilisées

comme contraintes de distances a la condition geentribution diamagnétique soit
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soustraite. Cette approche a été utilisée pourct@aiser plusieurs complexes
(lwaharaet al, 2003 ; 2006 ; Tangt al, 2006 ; 2007).

1.3.4.2 Les déplacements chimiques dipolaires (PCS)

Les déplacements chimiques dipolairgss€udo contact shifPCS) résultent de
la susceptibilité magnétique du mépalanisotrope. Les déplacements chimiques
dipolaires dépendent de la distance et de l'ofiemtadu vecteur électron-atome
(Figure 1.4.B) dans le tenseur de susceptibilit§matque X) suivant I'équation :

JPC 1

= oo {A)(ax (3cos2 e —1)+ %AXm sin? @ cos 240} (1.8)

ou r; est la distance entre un noyau i et le métgly et Ax; sont les composantes
axiales et rhombiques de 'anisotropie du tenseususceptibilité magnétique,est
'angle entre le vecteur métal-noyau et I'axe Ztdoseury, et ¢ est I'angle entre
I'axe X du tenseuy et la projection du vecteur métal-noyau sur lenpt&’ (Figure
1.4.B).

Les premiéres tentatives pour exploiter 'Equatiohl date de plus de 30 ans.
Bien que les déplacements chimiques dipolairesspatsdonner un grand nombre de
contraintes, ils n'ont jamais fournis une structdee protéine en solution par eux-
mémes. Des approches ont été développées pourerella fois les PCS avec les
contraintes de NOEs conventionnelles et des andieédres dans le calcul de
structures en solution (Gochat al, 1995 ; Bancet al, 1996 ; Huset al, 2000). Dans
cette voie, les PCS peuvent étre utilisés commewde contraintes supplémentaires

dans les protéines paramagnétiques.

Afin de bien utiliser les PCS, une analyse du d#&pteent chimique est
nécessaire. Dans une molécule paramagnétique, giaceéénent chimique peut

s'écrire :

a—obs - 5dia +5CS + 5PCS (19)
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ot 8@ est la contribution diamagnétique et les deux rdmmions, 35 et 8¢S

proviennent de l'interaction hyperfine.

La séparation de ces deux contributions, nécesspirer I'exploitation ultérieure
dans I'étude structurale, n’est, en principe, pasleihite. Néanmoins, comme la
contribution du "Contact Shift" décroit qualitatiment & mesure que le nombre de
liaisonso liant I'ion métalligue avec les noyaux augmentette contribution peut
étre considérée comme négligeable pour tous leslugsexceptés ceux liant

directement I'ion métallique.

Pour obtenir 1e3°°S il est nécessaire de mesurer les valdifs Il faut donc
pouvoir préparer la molécule dans des isoformesagmétique et paramagnétique.
En pratique, la meilleure stratégie est de remplmn paramagnétique avec un
métal diamagnétique de méme charge. Par exempglapihs paramagnétiques de
lanthanide (I1l) sont substitués aux ions’Cae protéines capables de lier le calcium.
Dans ce cas, les PCS peuvent étre utilisés commigagttes dans les calculs de
structures (Bentropt al, 1997 ; Bertiniet al, 2001). La forme associée au’Ca

fournie une référence convenable.

La pertinence des contraintes de déplacement chenidipolaires est évidement
relative aux contraintes métal-noyaux, en analamiec le cas des vitesses de
relaxation dipolaire. Les déplacements chimiqugmldires ont une dépendance
avec la distance métal-noyau &h plutdt qu’en ¥ comme les vitesses de relaxation.
Par conséquent, les contraintes obtenues a pagtir dplacements chimiques
dipolaires se propagent plus loin dans I'espaceagllies obtenues avec les vitesses
de relaxation. Un autre avantage est que les c¢otdsa des PCS sont
significativement plus nombreuses que les coneairiiasées sur les vitesses de

relaxations longitudinale et transversale.

1.3.4.3 La corrélation croisée Curie-Dipolaire

Les phénomenes de corrélation croisée contribuart dgplacements et a la
relaxation des propriétés des signaux RMN. Bierilgjgoient connus depuis des

années, c’est seulement récemment que I'on aénsistle fait que ces effets aient
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un grand potentiel pour fournir des informationsicturales et dynamiques sur les
biomolécules en solution. lls permettent d'entredre des études de
macromolécules biologiques de grande taille. Liiatdon entre les spins nucléaires
et le moment magnétique statique de I'électronuiingar le champ magnétique)
donne lieu a une relaxation non négligeable apfreléxation de Curie" (Guéron,
1975) ou "relaxation de susceptibilité" (Vega al, 1976). Elle est décrite dans
'Equation 1.10. En toute rigueur, la susceptibilihagnétique doit étre considérée
comme une grandeur tensorielle et non comme uraisgalCependant, tant que
I'anisotropie de cette susceptibilité reste fajide rapport a sa valeur moyenne, ses
effets sur la relaxation de Curie reste négliged¥kgaet al, 1976). L'interaction
entre le spin de Curie et le spin nucléaire est ulgmd par les mouvements
rotationnels de la molécule, comme l'est l'inteiact dipdle—dipdle entre spins
nucléaires (DD). En conséquence, les effets delation croisée entre l'interaction
de Curie Curie) et l'interaction dipdle—dipéle internucléai¥) peuvent donner
lieu & des phénomeénes de relaxation. Pour des me#ét)-{°N], et dans le cas
simple d’'une molécule rigide avec une rotation rigeé ainsi qu'un tenseur de
susceptibilité magnétique la corrélation croisée entre l'interaction spenClrie (S)

- spins nucléaires (H) et l'interaction dipolairgre deux spins (H-N) des groupes
amide NH fournit des informations sur l'orientati@tative entre les vecteurs S-H et
N-H, ainsi que sur la distance S-H. Ainsi, surdadde I'Equation 1.10 :

H,H-N
5

Curie ,DD _3 Ho Zhyf.yN !3COSZH—1!
r XByr (1.10)
4 <r3 > 0°¢ 3

H-N Mi-s

_ ymh*S(S+1) (1.11)
3k, T

X

ou 0 est I'angle défini par le triangle N-H-S (Figurel L), k.n €t s représentent
respectivement la distance entre le proton ettkaainsi que la distance entre le
proton amide et le spin électronique (lequel estlisé dans I'ion métalliquej¢ est
le temps de corrélation de la molécule; @st la constante de perméabilité
magnétique du vide, Best la constante du champ magnétique. La susie@tib

magnétique est considérée comme un tenseur isotrope et istedgar I'Equation
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1.11, ou S est le nombre quantique du spin de Cwrign etys sont les rapports
gyromagnétiques du proton, de I'azote et du sgnténique Sh est la constante de
Planck divisée par12 k, est la constante de Boltzmann et T la températgre

I’échantillon.

My -y €st la contribution de corrélation croisée de l@xaion R,. Cette

contribution a la relaxatioR, est responsable de différentes largeurs de rass d
composantes individuellea et (3, du doublet du proton résultant du couplage

dipolaire NH selon :
R =R + Mo (1.12)

ol RZ est la somme de toutes les autres contribution®,déa constante de

vitesse de relaxatiofi,, ,_, =500 + TSR est mesurée a partir du rapport

des intensités des composantes du doublet\du 'l R° ne peut pas étre séparé

de la corrélation croisée entre I'anisotropie dela@éement chimique du proton

(CSA et le couplage dipolaire HNDD), laquelle est indépendante du

paramagnétisme[ ;5'°% . Pour différencier les deux phénomenés,*| 2y est

mesurée sur une référence diamagnétique de laneattudiée de la méme maniére
gue pour les déplacements chimiques dipolairefaikabilité de cette approche a été
montrée pour l'obtention de nouvelles informati®igicturales a longue portée
(Boisbouvieret al, 1999).

1.4 Détections de nouvelles informations a longu®pée.

Nous avons vu précédemment que, pour des protéareglobulaires, il demeure
important d’'obtenir des informations a longue pert@l1.2.3.1). Les méthodes
utilisées, de maniére routiniere, font surtout &ppe des informations
orientationnelles, rapport ;/IT, hétéronucléaire, et a des couplages dipolaires
résiduels (RDCs) entre 2 atomes lies de manieralente (liaisons N-H, C-H).
Toutefois, I'obtention de nouvelles informatiorsnslationnelles est tres importante

pour la détermination de structures de complexetgues, de protéines modulaires
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et d’acides nucléiques. Parmi I'ensemble des dotgsa déterminables par RMN
pour les protéines diamagnétiques, deux approchieété envisagées et font partie
du travail de cette thése : les NOEs et les REBGHH.

La premiére approche a été montrée comme partieaiént utile pour obtenir
des informations locales (< 6 A). La principale itation pour obtenir des
informations & longue portée a partir des NOEgasta la diffusion de spins. Une
maniere de limiter ces chemins de relaxation dipokest la deutération des sites non
échangeables. Il a été montré que des NOEs erdnerdmns amides séparés par des
distances atteignant 8 A sont détectables (Koharatlial, 2003). Toutefois, ces
NOEs restent des contraintes semi-quantitativesosit utilisés par l'approche
standard (vue précédemment § 1.3.1.1), lors dwlcae structure. Diminuer la
densité de protons pour limiter encore plus laugifin de spins est une solution pour
obtenir des informations plus précises et peut parmde détecter des NOEs plus
faibles.

~

Généralement, l'information obtenue par les RDCt eedraite a partir des
couplages dipolaires résiduels entre deux spingrégmar une liaison. Il est possible
d'observer de maniére précise des RDCs entre pdiaEsnes non liés de maniéere
covalente. En raison du rapport gyromagnétique éldu proton, les couplages
dipolaires*H-'H sont les plus grands. La mesure de coupfatfH, au-dela de
grandes distances, demeure difficile, méme si teplages dipolaires résiduels ne
sont pas affectés par un effet équivalent a lausidin de spins. Un couplage
dipolaire entre une paire de protons éloignés féstté par les couplages avec leurs
plus proches voisins et n'est pas détectable. lésoudre ce probleme, il est possible
d'utiliser des échantillons perdeutérés (comme paunesure de NOEs a longue
portée) et des impulsions sélectives (pour découeteinteractions avec la plupart
des protons les plus proches). En éliminant aiasi plus proches voisins, des
couplages directs enttel-'H, séparés jusqu'a 7 A, ont été mesurés précisédaerst
des protéines perdeutérées (\&tual, 2002 ; Meieret al, 2003). Egalement, ceux-ci
ont été mesurés dans les acides nucléiques (cagptagre protons sépares par 12
A) (Boisbouvieret al, 2003).
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Une approche possible pour détecter des distanpassdongue portée (avec la
méme sensibilité vis a vis des sondes RMN et lesngs magnétiques actuels) est
I'utilisation d’échantillons perdeutérés et spépiement protonés sur quelques sites
choisis, afin de diminuer la densité de protonscaét d’'un échantillon perdeutéré
n'est pas négligeable. Ainsi, produire des échansl perdeutérés et spécifiquement
protonés sur certains sites a moindre colt esspedisable en vue d'une utilisation

dans les approches standard de déterminationuieist.

Le travail de cette thése a consisté a développsrpdotocoles de marquages
isotopiques spécifiques sur les méthyles dansrt#gipes, (Chapitre 2), et ce en vue
d'utiliser les propriétés avantageuses de ces tibblas dans l|'observation de
nouvelles informations a longue portée, dans dsgesyes de taille modérés a partir
de NOE (Chapitre 3) et de RDCH-'H (Chapitre 5). Les résultats obtenus par
I'approche développée sur la mesure de NOEs adopgiée ont permis d'envisager
son utilisation dans des systémes supramoléculatreie sera développée dans le

chapitre 4.
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Chapitre

La protonation spécifique des
méthyles dans les protéines
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40 CHAPITRE 2. LA PROTONATION SPECIFIQUE DES METHYLES
DANS LES PROTEINES

2.1 Introduction

L'étape initiale pour résoudre la structure tridmsiennelle d'une protéine par
RMN est [lattribution séquentielle des fréquences rédsonances du squelette
peptidigue. Cette étape est d'autant plus difficjlee la taille de la molécule
augmente. En effet, la gamme de déplacement chardes différents atomes d'une
protéine est d’environ 10 ppm pour'ld, 30 ppm pour I€°N, 30 ppm pour le Cet
10 ppm pour le & Comme le nombre de résonances dans une gamme de
déplacements chimiques est proportionnel a laetalk la protéine, le degré de
superposition et I'ambiguité d'attribution le ségalement. Le marquage isotopique
uniforme N et **C des protéines permet de simplifier énormémente cétape
d'attribution en distribuant les signaux RMN dahsgurs dimensions. L’attribution
séquentielle est alors réalisée a partir d'expéeemmultidimensionnelles triple-
résonance utilisant les couplages scalaires pauosfiérer I'aimantation a travers les
liaisons du squelette peptidique (Marienhal, 1989a ; Ikuraet al, 1990 ; Kayet al,
1990). Parmi toutes les stratégies de marquagdepigaes des protéines, le
marquage uniforme en deutérium (ou perdeutératigayt-a-dire le remplacement
de l'isotope'H des hydrogénes non échangeables avec le solamhisptope®H des
atomes d'hydrogéne, est une stratégie permettantgaienter simultanément la
sensibilité et de diminuer le nombre de résonadees les spectres RMN (Cregpi
al, 1968 ; Markleyet al, 1968 ; Kalbitzeet al, 1985 ; Griffeyet al, 1985 ; Le Master
et al 1988 ; Torchiaet al 1988). Du fait d'un rapport gyromagnétique
significativement plus faible pour 1éH, en comparaison avec celui dif
(Vi?H]/V[*H] = 0,15), le remplacement des protons par desédens diminue les
contributions des interactions dipolairé$-'H et des couplages scalairg$'H sur
la largeur de raie des signaux des protons amiddg). (Associé a des
développements méthodologiques, tels que les exmas de type TROSY
(Pervushinet al, 1997 ; Salzmanmt al, 1999), le marquage &iH a permis de
repousser les limites en taille et la complexité dgstemes de protéines étudiables
par RMN. Ainsi, cette méthode a permis d'attribleerchaine principale d'une
protéine monomeérique de masse moléculaire de 82 kbdalate Synthase G
(Tugarinovet al, 2002 ; 2003a ; 2003b ; 2005a).
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L'incorporation de’H dans les protéines a été employée depuis de eoisEs
années pour simplifier les spectres et pour anegflies propriétés de relaxation des
protons restants. La deutération peut égalemenliaeréla qualité des expériences
NOESY. En particulier, la substitution de protonsn+&changeables par des
deutérons a comme conséquence des gains impreasiente sensibilité dans la
détection de corrélation -Hy dans des spectres NOESY (Le Magternl, 1988 ;
Torchiaet al, 1988). Démontrée sur des protéines perdeutéviadrset al, 1995 ;
Mal et al, 1998), cette approche peut aussi étre exploitéalass protéines ou des
peptides en solution dans de l'eau lourdg),Dsi certains sites aliphatiques sont
spécifiguement protonés (Tsaepal, 1990 ; Reismaet al, 1991).

Plus récemment, en combinant la stratégie de pendgion et [|'utilisation
d'aimants modernes opérant a des champs magnéatpeEs, des NOEs entre H
séparés par des distances allant méme jusqu’a 8tfow étre détectés dans un
échantillon totalement perdeutéré (Koharueliral, 2003). Le remplacement de tous
les protons non-échangeables par du deutériumldspsotéines réduit la densité de
protons d'environ 85 %. En diminuant la densitépdEons, ce type de marquage a
permis de mesurer précisément des couplages dipmlaésiduels entréHy-"Hy
séparés jusqu’'a 7 A (Wet al, 2002 ; Meieet al, 2003).

D'autres sites que les protong puvent étre utilisés pour obtenir des contraintes
spatiales indispensables a la détermination dectates de protéines. Dans ce
chapitre, les différentes méthodes de marquagesopispies de protéines,
uniformément marquées au deutérilfid)(et spécifiquement protonées sur certains
sites, seront présentées. Pour |'étude par RMN sttestures de protéines, les
méthyles sont de bons candidats pour les sitesraterfation spécifique. Dans la
suite de ce chapitre, je vais détailler les diffiéseprotocoles que j'ai mis en place au
laboratoire pour la préparation d'échantillons éigg et spécifiguement protonés sur
les méthyles. Il s'agira, en particulier, de ceus Bn place sur le méthyly des
Isoleucines, des méthylegdes Valines ed des Leucines, ainsi que du méthle
des Alanines. Les applications de ces différenpesyde marquages spécifiques,
permettant la détection de NOEs ou de RDCs a lopguge ainsi que I'étude des

assemblages biomoléculaires de grande taille, sexposées aux chapitres 3, 4 et 5.
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2.2 Les méthodes de marquages seélectifs

2.2.1 Le marquage par inhibition

Nous allons nous intéresser ici aux stratégies meopations spécifiques de
certaines positions dans un échantillon de protémeérée sur tous les autres sites.
La méthode la plus simple est de produire des mdtbactériennes dans un milieu
ne contenant aucune source de protons, hormigid'a@miné que l'on souhaite
marquer. Dans la majorité des cas, la voie métabelide biosynthése de l'acide
aminé en question est régulée, au niveau d'une @ludieurs enzymes de cette voie,
par la présence de l'acide aminé. C'est un réttdiilenou une régulation par
inhibition (Lu et al, 1976). En incluant dans le milieu de culture gida aminé a
une concentration suffisamment élevée (Tableay 243t donc possible d'inhiber sa
biosynthese. La bactérie incorpore alors I'acidenéraxogene. Ainsi, I'incorporation
de l'acide aminé biosynthétisé par la bactérieéhiite au minimum. La Figure 2.1
représente un exemple de marquages spécififdepar inhibition de différents
acides aminés (Lest al, 1995).

A. o o0 © :. . B. oo
8o0 ° % 00 0 °
Toet et B L 110 e L 110

+ 120

- ppm

7 ppm

L 110

- 120

- ppm

10

9
H

8

7  ppm

7  ppm

Figure 2.1 : Spectre de corrélation HSQCH-"N de la protéine E2.

- 120

- PPM

L 110

- 120

- PPM

Le spectre de la protéine E2 U] qui sert de référence est représenté en A. Ltes
spectres représentent la protéine E2 spécifiguemanjuée™N sur les Glycines en B, les
Leucines en C, et les Phénylalanines en D (gal 1995). Pour chacun des marquages
spécifiques, I'acide amirféN est ajouté & sa concentration d'inhibition dansiilieu, saturé
par les 19 autres acides aminés non marqués adaaentration d'inhibition.
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Acide Aminé Inhibition (mg/LY  Acide Aminé Inhibition (mg/L%
Alanine Ala 400 (800) Leucine Leu 100 (208)
Arginine Arg 400 Lysine Lys 100

Asparagine Asn 100 Méthionine Met 250 (500)
Acide Aspartiqgue Asp 250 Phénylalanine  Phe 50
Cystéine Cys 50 Proline Pro 100
Glutamate Glu 400 (809) Sérine Ser 1600
Glutamine Gin 400 Thréonine Thr 100
Glycine Gly 400 Tryptophane Trp 50
Histidine His 100 Tyrosine Tyr 100
Isoleucine lle 100 (200) Valine Val 100

Tableau 2.1: Concentration en acides aminés pour les marquageslactifs par
inhibition dans le milieu. ® d’aprés (Griffeyet al, 1985) ;” d’aprés (Ramesét al, 1994).

Dans le cas de marquages spécifiqtiés la présence des transaminases peut
engendrer des fuites métaboliques depuis le sqealet'acide aminé protoné vers

les dix-neuf autres acides aminés (Figure 2.2.A).

A. Transamination
15NH, /R2 leH2 /Rl
R-CH 4 0O=C ~——> R,CH 4+ 0=C
\ - \ _ transaminase - -
cO0 cO0 co0 (e(0]0)
Acide Acide Acide Acide
aminé 1  o-cétonique 2 aminé 2 a-cétonique 1
Echange Proton-Deutérium
B. 9
NH: o NH,
R-C-H ———= RCD
\COO_ Enzyme \COO_
Acide aminé Acide aminé
protoné en H* deutéré en H*

Figure 2.2 : En A) Schéma de transamination et en B) Schémé&deahge entre le proton
ena de l'acide aminé et le deutérium du solvant.

Au cours de ce mécanisme, il y a formation d’'urbaaion avec départ dugHSi
le but recherché est la protonation spécifique gitoton en alpha d’'un acide aminé

donné, les transaminases catalyseront son échamgeles molécules de,D du
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milieu de culture. Il en résultera une diminutiam tdux de marquage spécifiqgue de
I'acide aminé recherché (Figure 2.2.B). Pour laart des protons des chaines
latérales protonées, les transaminases ne jousrdegoedle et les fuites métaboliques

sont faibles.

Ce marquage par inhibition simple présente linément de ne pas étre
applicable a tous les acides aminés. Par exermgldés ks acides aminés : H, G, C,
W, F, Y, P, R M,K, IV, L peuvent étre utilispeur marquer spécifiquement leurs
chaines latérales. En effet, certains acides anspés recyclés dans la synthése
d'autres acides aminés (comme le Glutamate, panmgg Ainsi, les protons de
I'acide aminé considéré donnent un marquage secergla d'autres acides aminés.
Afin de limiter les fuites métaboliques, I'anabalie des acides aminés doit étre
inhibé par la complémentation du milieu avec tassdix-neuf autres acides aminés

deutérés a leur concentration d’inhibition, Tabl@dl

bY

Une stratégie alternative consiste a utiliser dddes aminés en fin de voies
métaboliques, Figure 2.3. Ainsi, ces résidus peud&re marquées avec une fuite

limitée des protons vers d'autres acides aminé#li®tal, 1996).

Glycolyse

Glucose

Glyc..erol Glucose-6-phosphate —» His

» 3-phosphoglycérate — Ser <« Gly

Trp
t !

Chorismate «— Phosphoénol-pyruvate Cys

Phe TYr  Ala <> Pyruvate —p a-cétoisovalérate
! b
AcéTylAC:A Val Leu

Asn /\ .................. Acétate
!

Asp «—=» Oxaloacétate

Lys / 1 a-cétoglutarate
Homosérine / \
l \ Glu

Succinate

Thr L / 1 \
1 Cycle de Krebs 6in Pro Arg

a-cétobutyate

|

Ile
Figure 2.3 : Schéma simplifié de la biosynthese des acides ansrdansE. coli.
Les acides aminés sont notés en bleu et les sodecearbone, utilisables comme uniques
sources de carbone lors d’'une expression en nmlieimum, en rouge.
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2.2.2 Les souches auxotrophes

Alternativement au marquage par inhibition, I'stiion de souches bactériennes
auxotrophes permet de marquer les acides amingsmdbon marquage secondaire.
Le phénotype d'auxotrophie pour un acide aminé&st une (des) mutation(s) dans
un ou plusieurs génes de son anabolisme. Aingilisation de souches bactériennes
auxotrophes limite la dilution isotopique et perngkptimiser l'incorporation de
I'acide aminé (Tableau 2.2). Cependant, les autiies de biosynthese sont toujours
présentes et ne limitent pas le recyclage de Baaidiné considéré vers les autres
acides aminés (Tableau 2.2). Comme pour le margpagahibition, le milieu doit
étre supplémenté avec les autres acides aminégréleuafin d’inactiver leur
anabolisme. Donc, le colt d'une culture par cex deathodes d'un échantillon
deutéré et spécifiguement marqué sur un type @amndiné n'est pas négligeable.
Aujourd’hui, de nombreuses souches auxotrophesdsgpnibles pour le marquage
sélectif. Toutefois, la construction de génotypemplexes et la faible croissance

bactérienne qui lui est liée sont une limite deecetéthode.

Acide Aminé Auxotrophe Acide Aminé Auxotrophe
(mg/L)* (mg/L)*
Alanine Ala 600 Leucine Leu 60
Arginine Arg 380/ E Lysine Lys 160
Asparagine Asn 200/D Méthionine Met 150
Acide Aspartique Asp 100 Phénylalanine Phe 50-75
Cystéine Cys n.d. Proline Pro n.d.
Glutamate Glu 550 Sérine Ser 500/ G
Glutamine GIn 380/ E Thréonine Thr 150
Glycine Gly 250-375 Tryptophane Trp 35
Histidine His n.d. Tyrosine Tyr 35
Isoleucine lle 50 Valine Val 60-100

Tableau 2.2 : Concentration en acides aminés poured marquages sélectifs par

inhibition ou par souches auxotrophes dans le milie
dd’aprés (Muchmoret al, 1989). La lettre en capitale, a droite de la emm@tion d'un acide
aminé, correspond a I'acide aminé et a sa condantrajoutée n.d.non déterminé.
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2.2.3 La deutération sélective par précurseur d’adies aminés

Cette approche est une variante du marquage piditiah. La surexpression de
la protéine parE. coli se fait avec l'unique source d’hydrogéti¢, un (des)
précurseur(s) spécifiquement protoné(s) pour utkea@miné donné, qui est (ou sont)
supplémenté(s) au milieu. Toutes les autres souddegdrogene doivent étre
deutérées®H). Ainsi, la culture est effectuée en eau loudgQ, et la source de
carbone est deutérée (glycérol, glucose, acétapymvate Figure 2.3). On peut, par
cette méthode, marquer spécifiguement certains digequelques acides aminés. Le

choix des intermédiaires doit étre basé sur plusiexiteres :

() L'existence d'une voie biosynthétique d'incagbion, sans réaction
d'échange entre les deutérons du solvant de larewdt les protons du précurseur.

(i) La disponibilité et le colt du précurseur niEibhque spécifiqguement

protoné ou la difficulté de le produire sous forspécifiquement protoneé.

(i) Le précurseur meétabolique doit étre en fin deie métabolique
irréversible. Il ne sera ainsi pas nécessaire tigresala culture avec les dix-neuf
autres acides aminés deutérés (en opposition aguange par inhibition ou par

souches auxotrophes).

(iiii) Le dernier point est l'efficacité de I'asslation du précurseur daris.
coli. La pénétration du précurseur métabolique darcellale est primordiale pour

étre utilisée dans les voix de biosynthése desaadinés.

D'apres ces critéres, cette méthode ne peut étgja@e qu'a un nombre restreint
d'acides aminés. Comme on peut le voir sur la Eigu3, les acides aminés
aromatiques Phe, Tyr, et Trp ont comme précursemmuun le chorismate (Rajesh
et al, 2003), et les acides aminés contenant des gramermrméthyles Val, Leu, et
lle(d1) ont, eux, plusieurs précurseurs (Gardeteal, 1997a ; Gotet al, 1999). L'un
des avantages a choisir ces acides aminés est tpritl partis du coeur hydrophobe
des protéines solubles et peuvent, ainsi, fourms dhformations structurales

importantes sur leur repliement (Gardeerl, 1997b). La limite de cette méthode est
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de ne pouvoir produire des protéines spécifiquemartbnées que pour un nombre

restreint d'acides aminés.

2.2.4 Le marquagédn-vitro

La derniere méthode présentée ici est tres différetes approches décrites
précédemment. En effet, jusqu'a présent, les appsoprésentées étaient basées sur
des productionén vivo (cellules bactériennes). Dans 'approaheitro, la méthode
"Cell-fre€', mise au point dans les années 70-80 (Smtiml, 1988) et largement
développée au Japon, utilise des extraits celedaide différents organismes
contenant toute la machinerie nécessaire a ladrigtisn de I'ADN en ARN et a la
traduction de I'ARN messager en protéine (Kigaval, 1991 ; 1995 ; Vinaroet al,
2004 ; 2005 ; 2006 ; Torizet al, 2004 ; Yabukiet al 1998 ; Klammtet al, 2006 ;
Sawasakiet al 2002 ; Busset al 2003 ; Torizaweet al, 2004 ; Matsudat al,
2007). L'un des avantages des systemes de marquiag@so est de pouvoir
synthétiser des protéines qui ne s’expriment pasigs méthodewm-vivo, du fait de
leur toxicité pour les cellules hotes, de leur déigtion par des phénoménes de

protéolyse, ou encore de leur agrégation sous fdermrps d’inclusion.

Solution de réaction

4 acides 1
Plasmide™) @MNeS o 7 ARNt
ADN "./' 1
.I

AR,N RN Protéine
Polymérase synthase

T7

ARNmM \ i i
Ribosome

+ NTP etc.
-

|

\

Solution de dialyse Conditions de Réactions :
37°C, 8 heures

acides o
aminés ® e Rendement :

10 % de masse totale

d'acides aminés

+ NTP etc.

o0 (]

Figure 2.4 : Schéma de I'approche de synthéesevitro de protéine

Dans les années 90, il a été montré que des aaidi@es marqués isotopiquement

peuvent étre incorporés avec une grande efficpcité des applications RMN. Le
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systéeme idéal de marquagesvitro pour la spectroscopie RMN est un systéeme
robuste, capable de produire des quantités deréatd milligramme d’échantillons
de protéines marquées, reproductibles et a unra@tinnable. Dans les systénies
vitro optimisés, la masse de protéines purifiees casreb@ environ 10 % de la
masse totale d'acides aminés marqués introduitEoBrparaison, I'obtention de 30
mg/L de protéines marquées pures, lors d’'une sweegjmn dang. coli, a partir de
trois grammes de matériel isotopiquement enrichic@@se*C, *>NH.,CI, milieux
riches marqués, ..qgonstitue un bon résultat. Le rendement du marquragiro est
donc bien plus élevé. De plus, cette approche sfapagne d’une fuite minimale du
marquage. En effet, les enzymes (transaminases.sdmt présentes que sous forme
de traces dans la solution-vitro et des inhibiteurs peuvent étre utilisés pour les
inactiver (Moritaet al, 2004). Les systémes de marquaigesgitro sont maintenant
considérés comme des voies alternatives aux mé&hodenventionnelles
d’expressionin-vivo. Actuellement, les systemes commerciaux de kimdequage
in-vitro restent relativement onéreux. Une approche plusndgrique est la
préparation de ses propres extraitEEdeoli pour la synthese de protéine (Torizawa
et al, 2004).

Comme chaque acide aminé est ajouté dans le miksumarquage-vitro
présentent une grande flexibilité et un nombre gyt de marquages possibles.
Récemment, dans l'objectif de déterminer la straectle protéines globulaires de
maniere automatisée, il a été proposé d'utilises @eides aminés stéréo-
spécifiqguement marqués (SAIL ="Stereo-array isotlghelling”). En effet, un seul
des atomes d’hydrogéne des méthylénes ou des regtst présent sous forrte et
les autres sont remplacés pt (Figure 2.5, (Kainoshet al, 2006). Ainsi La
technique de SAIL permet d’améliorer grandementsolution des spectres RMN,
en rendant possible I'analyse automatique des rgge®OESY et le calcul de
structure (Kainoshet al, 2006). Cependant, méme pour des rendements rdieel’o
de 10 % de protéines pures, le colt de ces acith@zés stéréo-spécifiquement
marqués reste une limitation. Il faut compter dedie de 300& d’acides aminés
marqués pour préparer un échantillon RMN souhaitalih d'appliquer I'approche
SAIL.
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Figure 2.5 : Schéma des acides aminés stéréo-spgoément marqués pour la
technique de SAIL.

Les acides aminés sont marqués uniformériiénet'*N. Les protons sont notés en rouge et
les deutériums en bleu.

2.3 Choix du site de protonation spécifique

Afin de détecter des informations structuralesrigle portée, il est important de
rechercher le site le plus intéressant pour intreddes protons de maniére sélective
dans une protéine perdeutérée. Les méthyles désesHatérales bénéficient de trois

propriétés majeures pour la RMN :

() Dans la limite des grandes distancesl | ™"™® << d/e e,
l'aimantation transférée entre deux meéthyles edtiphée par neuf, du fait de la
multiplicité du méthyle, par rapport & l'intensiié signal qui serait transféré entre
deux protons, séparés par la méme distance. Unigrdatteur trois provient de

-49 -



50 CHAPITRE 2. LA PROTONATION SPECIFIQUE DES METHYLES
DANS LES PROTEINES

I'aimantation de Boltzmann, disponible pour un nyé&hen comparaison avec un
proton unique. Un autre facteur trois vient du dié I'aimantation d'un méthyle peut

étre transférée vers chacun des trois protonsahindeméthyle.

(i) Dans les protéines spécifiquement protonées, drotons des meéthyles
sont caractérisés par des vitesses de relaxatemmsversale (Tugarincet al, 2003c ;
2004a ; 2007) et longitudinale favorables, dontianta une bonne résolution et a un

bon rapport signal sur bruit dans les spectres RMN.

(iif) Une protonation spécifique s’accompagnerangudensité de protons
faibles. Les interactions dipolaires entre proton®isins seront ainsi
considérablement réduites, permettant de limitecdatribution de la diffusion de
spins dans la détection d’effets NOE (Koharudinal 2003) et de limiter les
phénomenes de troncations dipolaires lors de limbsien de couplages dipolaires
résiduels (RDCs) (Wet al, 2002 ; Meieret al, 2003). Ce faible taux de protonation
est un prérequis indispensable pour I'extractionRigN de contraintes structurales

précises entre protons éloignés.

Tous les méthyles des différents acides aminés, (& Leu, lle, Thr et Met)
peuvent potentiellement étre marqués spécifiquententmarquageén-vitro est une
solution pour protoner spécifiquement ces méthgesc toutes les combinaisons
possibles des acides aminés précédents, pourds gaient disponibles sous formes
spécifiguement protonées. Cependant, cette appnashe onéreuse. Une stratégie
in-vivo efficace, avec un colt plus raisonnable, a étpqu@e pour trois acides
aminés : ceci concerne les méthyles/(y.) de la Valine, & /&;) de la Leucine et
(&1) de l'lsoleucine (Gardnest al, 1997a ; Gotcet al 1999). J'ai implémenté et
optimisé cette stratégie au laboratoire ; les mats de production et les résultats
sont présentés dans ce chapitre. Sur les troigseiohinés restants, I'Alanine est un
trées bon candidat pour une protonation spécifidtre effet, il est I'acide aminé le
plus représenté dans les protéines (13 % contresva® 10 % pour les dix-neuf
autres acides aminés). Un protocole a été propaséspacsoret coll. (Isaacsoret
al, 2007). Cependant, il ne permet pas d'avoir ur tluprotonation spécifique en
position 3 des Alanines aussi élevé que les marquages spasfides Isoleucines,

des Valines et des Leucines ; ce taux est infeaeal % et n'est pas compatible avec
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la mesure de parameétres structuraux. Je préserddenifin de ce chapitre, un autre
protocole permettant le marquage spécifique desiAds.

2.4 Protonation spécifique du méthyld, des Isoleucines

2.4.1 Choix du méthyled, des Isoleucines

L’analyse des voies métaboliques des acides ammudégre que les méthyles de
'Ala, Val, Leu et lley, sont des dérivés du pyruvate. Par conséquent, la
surexpression d'une protéine daBs coli ayant le pyruvate comme source de
carbone et de proton conduit a la protonation §pée des groupements méthyles
de l'Ala, Val, Leu et lley, (Rosenet al, 1996). Ce type de marguage s’accompagne
d'une incorporation des protons sur les positioghst@g de I'ordre de 5 %. De plus,
les niveaux de protonation s’échelonnent de 80 % fEs méthyles des Leucines et
a 40 % pour les Alanines, conduisant a la présdiwcemeélange d’'isotopomeres sur
les méthyles (Ckl CH,D, CHD,, CD3). Ces différents isotopoméres sont dus a
I'’échange des protons du pyruvate avec les dewétansolvant utilisé pendant la
culture (temps caractéristique d’échangevivode I'ordre de deux jours dags coli
; Rosenret al, 1996). Compte tenu des déplacements chimiquéaalspour chacun
de ces isotopomeres, la sensibilité et la résaluties spectres RMN se trouvent
affectées.

Les protocoles de marquages utilisant des préawsdlacides aminés, pour
protoner les méthyles des Valines et des Leucingsaréir de ki-cétoisovalérate
(Goto et al, 1999), ou le méthylé®, des Isoleucines a l'aide dex{tétobutyrate
(Gardneret al, 1997a), sont beaucoup plus spécifiques et nepamaffectés par un
échange H/D avec les deutérons du solvant. Ceperglace soit pour la Valine ou
pour la Leucine, les deux méthyles sont trés predate localement, la densité de
protons sera élevée. Ceci peut étre contournéyigishtion de précurseurs marqués
spécifiguement sur I'un des deux méthyles (un déthytes est protoné, l'autre est
deutéré). Cependant, ce type de marquage n’est@aoselectif et cette dilution de
la densité de protons s’accompagne d'une chutgamhsféert d’aimantation par un
facteur 4 (la moitié de I'aimantation d’'un premieéthyle peut étre transférée sur un
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second méthyle protoné dans 50 % des cas, soitansfért réduit a 25 %). En
prenant en compte les protocoles de marquages tiglelisponibles et les
caractéristiques des acides aminés, la protonagi&active des Isoleucines en
position &, apparait comme la meilleure stratégie pour détades informations

translationelles a longue portée entre méthyles.

2.4.2 Principe de marquage spécifique du méthy® des Isoleucines

L'implémentation du marquage spécifique sur leshgiésd, des Isoleucines peut
se faire par le protocole mis au point par Gardetecoll. (Gardneret al, 1997a),
utilisant comme précurseur a I'lsoleucina-tEétobutyrate. Les carbones 4 et 3 de
I'a-cétobutyrate, en passant par une chaine de rdactozymatiques, seront
incorporés respectivement en positirety; de I'lsoleucine (Figure 2.6). Toutes ces
réactions sont réaliséeés-vivo dansk. coli. Pour ce faire, il suffit d'ajouter, une
heure avant l'induction de la surexpression dertéme d'intérét, une quantité
suffisante (~75 mg/L) du précurseur métaboliqueguaisotopiquement.

(IDD
CD3—C-TPP pp

o 78
“CH3—3CDZ—2ﬁ—Icoo‘ CH3—CDZ—C|—f=O — CH3—CDZ—C|—C—COO'
o] ©) DO (D, (D,
-(3,3-2H)-cé
o-(3,3-2H)-cétobutyrate NADP"
(NADP)D + D"
Isoleucine -
31 1 BN O /ND3 @ ﬁ - @ D? ?D -
CH3-TCD,-PCD- C\D CH3—CD,—CD-C-C00 CH3-CD2-C|-CD-COO
2 -
*“Cby €00 CD,4 D,
D,0

0 ND,
'OOC—|C|—CD2—CD2—COO' 'OOC—éD—CDZ—CDZ—COO'

Figure 2.6: Réaction de conversion du (3,3H)-2-cétobutyrate en Isoleucine
spécifiguement protonée dang&. coli.

Les carbones provenant du précurseur sont indigonésleu et ceux provenant des autres
sources de carbones en rouge. Les mécanismesordsadi sont disponibles sur le site
"http://www.genome.ad.jp/kegg/pathway.html". Lesm#&ros correspondent aux enzymes
permettant la réaction : 1Acetolactate pyruvate-lyasg 2) Isomerase; 3) Ketol-acid
reductoismerase 4) Dihydroxy-acid-dehydrase 5) Transaminase BTPP = Thiamine
diphosphate.
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2.4.3 Implémentation du protocole

2.4.3.1 Le solvant

La production d’'un échantillon perdeutéré et spgedment protoné sur certains
sites nécessite des conditions particulieres duasikeu minimum utilisé lors de la
culture. Ceci reste indépendant du choix du siézifijguement protoné. L'eau étant
la premiére source d’hydrogene de la bactérie et dmwur les protéines, il faut
utiliser de I'eau lourde lors de la culture. Le ohdu pourcentage d'enrichissement
du D,O est important. Si I'on veut deutérer a 99 % letdines, le PO utilisé doit
étre supérieur a 99 % de deutération. Un taux t’Rissement du BD entre 99.7 et
99.9 % est un bon compromis en ce qui concernedtapbint de vue du codt (~200

€/L) et du pourcentage de deutération.

Il est important d’éliminer les différentes sourcksntrée d’eau résiduelle dans le
milieu de culture. Une premiere source est I'hutBidile I'air : il est idéal de
travailler avec un air sec dans les incubateurs.di#érents composés du milieu de
culture peuvent également étre des sources d’hgdegossibles, méme si elles
restent faibles. Sur tous les produits contenans déomes d’hydrogénes
échangeables avec le solvant, ou partiellementaltgslrune attention particuliere est
portée afin d’éliminer toutes sources isotopigtiésPour ceux-ci, les composés sont
soit achetés anhydres, soit lyophilisés plusieais &pres avoir été solubilisés dans
du D,O.

2.4.3.2 Choix de la source de carbone

Lors de culture bactérienne, plusieurs sourcesadgooes peuvent étre utilisées :
le pyruvate, l'acétate, le glycérol et le glucoBgre 2.3). Durant les années 90,
l'acétate a été utilisé pour les marqualy€s uniformes ou partiels (Ventees al,
1991), mais aussi pour la deutération totale (Msrgeal, 1995), en raison du codt
élevé du glucosé®C a I'époque (deutéré ou non). Le pyruvate peuedmt étre
une source de carbone deutéré facile a obtensgpeaises protons s’échangent a pH
basique avec ceux du solvant. Le glycéRfl deutéré est aussi une source de
carbone bon marché pour la perdeutération des ipestéCe dernier, utilisé en

bioréacteur, permet d’obtenir une biomasse beauguup importante. Avec la
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généralisation des méthodes de marquages isotepmppe la RMN, le prix du D-
glucose perdeutéré, ou uniformément martj@éet perdeutéré, a beaucoup diminué
ces derniéres années (~106). Le glucose est désormais la source de carbighe
perdeutérée la plus abordable pour la surexpresi@erprotéines dars. coli et est

donc privilégié pour les études RMN.

Afin d'obtenir un échantillon avec un niveau detéeation le plus haut possible a
partir de la méme source de@ le taux de deutération du glucose doit étrelus p
élevé possible. L'utilisation de D-glucose-dkeutéré a plus de 98 % dans un milieu
de culture, ou I'on aura pris soin d’éliminer taites traces potentielles des protons
'H de I'eau (§ 2.4.3.1), permet d’obtenir un nivdaweutération de I'ordre de 98-99
% dans la protéine surexprimée. Il est possible steuler une deutération
virtuellement proche de 100 % pour les applicatiRMN en combinant la
perdeutération avec un marquage uniforf€. En associant la production
d'échantillons U3H], U-[**C], [*°C'H3]-lle-3; etdes séquences d'impulsion filtrant
sélectivement les signauXC, il est possible d'éliminer le signal des protons
résiduels liés & uf’C. La combinaison de ces marquages isotopiquescageoutils
spectroscopiques doit permettre d’obtenir un speRtVIN ou le signal des protons

est réduit 2 moins de 0.2 %eo.

Toutefois, cette stratégie suppose que les margudbe et °C soient
indépendants. Or, pour une source de glucos&@);[U-[?H] donnée, la présence
d''H et d'un'®C peut étre corrélée. Pour le marquage spécifiqtieHl) U-[**C],
[**C'H3]-lle-8; d'une protéine, des contrdles qualités ont égcefés sur quatre lots
de glucose UC], U-[?H] de différentes compagnies. Les taux de marquages
isotopiques spécifiques ont été déterminés par RNDNH et *C et sont reportés
dans le tableau 2.2. Si I'on s'intéresse & un naggy’C'Ha-lle-3,, la présence
d’isotopomeres?C, 'H, sur les autres sites de la protéine, ne powasaéfre éliminée
par les filtres RMN. Le Tableau 2.3 indique qu'dt garticulierement important de
choisir une source de glucose comportant une ptiopod’isotopomére”C, *H, la

plus faible possible afin d’éliminer plus de 99.9%signal des protons résiduels.
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Glucose B¥c iy 12cH Y¥c2H 12c2H
Lot 12 2,18 % 0,82 % 95,82 % 1,18 %
Lot 22 2,63 % 0,37 % 95,37 % 1,63 %
Lot 3° 1,00 % <0,01 % 98,00 % 1,00 %
Lot 4° 1,30 % <0,01 % 98,10 % 0,60 %

Tableau 2.3 : Taux de marquage isotopique corrélénere °H et **C du D-Glucose {°C,
d,).? Spectra Stable Isotop& Cambridge Isotope Laboratorie$SIsotec.

2.4.3.3 Préparation de lx-cétobutyrate protoné spécifiquement

Les atomes d’hydrogéne du groupement meéthylene amsitign 3 du 2a-
cétobutyrate s’échangent progressivement avec uédem du solvant lors de la
formation de la forme tautomére énolate du-2étobutyrate en milieu basique
(Figure 2.7). La réaction doit se faire de mandihaée, a température modérée et pH
faiblement basique. Ces conditions permettent té¢evine addition de l'ion énolate
sur le carbonyle d'une autre molécule. De manieagque, I'échange est réalisé en
placant 75 mg de @-cétobutyrate dans 150 mL de 99,9FO. Avant la réaction,
le pH de la solution est ajusté a 10,5 par I'additie deuteroxyde de sodium a 40 %
(NaOD). La réaction s'effectue, ensuite, en incubdan2-a-cétobutyrate a 40°C

pendant 72 heures.

a-cétobutyrate
oD HOD DOD OoD” oD~ HOD DOD oD~

il \J ¢ o \UJ i \J P \J 0
CH3—C|—C—?:O = — CHB—C|=C—CI=O ,T*CH3—cl—c—f=o == CH3—c|’—c—Ic=o = CHB—Cl—C—?:O
H o H o H o D o D o

Aldolisation o-(3-2H)-cétobutyrate 0-(3,3-2H)-cétobutyrate
Réaction limitée avec
une faible concentration c00~
d'a-cétobutyrate |
c=0
CH,—CH

CH;—CH,—-C-C00™
&
Figure 2.7 : Réaction d'échange H/D en position 3u2-a-cétobutyrate.
La réaction se fait a pH basique (pH = 10,5) pehdarheures a 40°C.
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Z
=

Proportion des protons des

35 25 15 05 35 25 15 05 temps (h)
H ppm H ppm

CH,-CH,-CO-COO™  CH,-CD,-CO-COO

Figure 2.8 : Spectres RMN 1D du proton du 2x-cétobutyrate en A et courbe de suivi
de la déprotonation du méthyléne au cours de la rétion en B.

Les spectres ont été enregistrés sur un spectrer®® MHz a 25°C dans du,©® avant
réaction (a gauche) et aprés réaction (a droite).

L’échange total H/D a été suivi par spectroscopMNR1D du proton (Figure
2.7). L'arrét de la réaction se fait en abaissanpiH de la solution a 7,2 par une
solution d’acide chlorhydrique deutéré (DCI) ; eesblution est alors conservée a
4°C. Il est important de noter que leMutilisé pour cet échange peut étre recyclé
dans le milieu de culture des bactéries, n'entrdirénsi pas de surcolt pour la

deutération spécifique du précurseur.

2.4.3.4 Mise en place du protocole

Le protocole décrit ci-dessous a été implémentérdirpdu protocole proposé
initialement par Gardnegt coll. (Gardneret al, 1997a). Il a été optimisé pour obtenir
le marquage isotopique spécifique le plus élevé&iptes L'ubiquitine a été utilisée
comme protéine modeéle pour mettre en place ce ragegspécifique. La production
de I'échantillon se fait en plusieurs étapes e¢,dam total, trois jours (sans I'étape de

purification) :

(i) Des cellules deE. coli BL21(DE3) sont transformées avec le plasmide

d’intérét (pET41c/ubiquitine humaine dans cet exienp

(i) Les bactéries se développent dans 3 précutatecessives afin de les
acclimater progressivement au milieu minimum M%¢ouitures | et Il), puis a la

culture en eau lourde (préculture III).
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Jour -1 : Echange de D/H du 2-céto-3,3Hautyrate § 2.4.3.3).
Préparation des produits des milieux de cultureaMyBphiliser.
Lyophilisation sur la nuit.

Jour O :
Transformation c&.coli BL21 (DE3) avec le plasmide d’'intérét
Jour1:
Préculture | : 1 clone= 25 mL LB / antibiotiques (antibio.).
durée 4 heures Placer a 37°C, 220 rpm pendant 4 heures.
DOGOOnm: 0,7 - 0,8
Centrifugation 10 min, 3220 g.
Préculture 11 : Resuspendre le culot dans 50 mL M@ZHAnNnexe 1)
durée 2 heures (erlen 250 mL).
DOGOOnmz 0,3 = 0,4
Placer a 37°C, 220 rpm pendant 2 heures.
DOsoonm= 1.
Centrifugation 10 min, 3220 g.
Préculture 11 : Resuspendre le culot dans 100 mL MZDB o, (Annexe 1)
durée 12 heures (erlen 500 mL).
DOGOOnmz 0,2 = 0,3
Placer a 37°C, 220 rpm pendant la nuit.
DoﬁOOnm: 1,5
Centrifugation 10 min, 3220 g.
Jour 2 :
Culture 1 : Resuspendre le culot dans 350 mL MSDE g5 o,(Annexe 1)

durée 2 - 3 heures (erlen 3 L).
DOGOOnmz 0,2-0,3.
Placer a 37°C, 220 rpm pendant 2 heures.
DOGOOnm: 0,7-0,8.

Culture 2 : Ajout de 150 mL de milieu avec le précurseur.
durée 1 heure DOsoonm= 0,5-0,6.
Placer a 37°C, 220 rpm pendant 1 heure.
DOsoonm= 0,8.

Induction a ''PTG (1 mM).
Placer a 37°C, 220 rpm pendant 4-6 heures.

Durée 7 - 8 heures DOgsoonm= 1,5.
Arrét des cultures, récolte des cellules.
Centrifugation 15 min, 5500 g & 4°C. Congélatiorcdlot de
cellules ou purification.

Figure 2.9 : Protocole de production de I'ubiquitire deutérée spécifiquement protonée

sur les méthylesd, des Isoleucines pour 500 mL de culture.
Les milieux minimums utilisés dans ce protocole (M, M9/D,Ogg o, €t M9/D,Ogg > o)

sont décrits dans I'’Annexe 1. IPTG= IsoprofyD-thiogalactopyranoside.
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(i) Dans I'étape finale de ce protocole, les téaies se développent a 37°C
dans 350 mL de milieu minimum M9 (99.2 %@, contenant 1 g:t **ND,CI
comme unique source d'azdtél, et 2 g.L* D-glucose-¢ comme unique source de
carbone.

(iiii) Quand la DQponmatteint 0,8, on ajoute 150 mL d’'une solution coatgn
75 mg de 2-céto-3,3¢butyrate (préparée selon le protocole décrit #&1483.3), 1
g.L ®ND4CI, 2 g.L* D-glucose-d ainsi que tous les compléments du milieu M9
(Annexe 1). Aprés 1 heure, I'expression de la pnetéest induite par I'addition
d'IPTG pour une concentration finale de 1 mM. Em die culture, la D&onm €st
typiguement de 1,5. Les cellules sont collectéasceatrifugation et le culot de
cellules peut alors étre congelé a —20°C pour ébreservé avant la purification.
L’'ubiquitine est ensuite purifiée en deux étapesie chromatographie utilisant une
colonne échangeuse d’anions (Q-Sepharose, Amerftiammacia Biotech) et une
colonne de gel filtration (Superdex-75, AmershamarRtacia Biotech). Le
rendement final de la production aprés purificatest de I'ordre de 60 mgide

culture, du méme ordre de grandeur qu'une culturee deutérée (Tableau 2.4).

2.4.3.5 Points critiques du protocole

Le protocole permettant une protonation spécifiqas protons des méthylés
des Isoleucines dans une protéine perdeutérée @tigisé. En effet, le protocole
implémenté au départ n’était pas optimal sur aestgpoints. Ces détails ne
concernent pas l'efficacité du marquage, mais platés parties technigques et

expéerimentales.

Tout d'abord, par souci de reproductibilité destwek en milieu deutéré,
l'utilisation de vaisselle jetable est indispensahlusage d'une verrerie, utilisée pour
d'autres cultures, peut affecter le développemest lthctéries et/ou contaminer le
milieu de culture (présence de contaminants sausefae traces : antibiotiques, ...).

Lors des précultures, la masse cellulaire ne dastéire trop élevée. En effet, une
biomasse trop importante peut entrainer un débiysgedes cellules, ce qui doit étre
évité pour I'expression, car nous cherchons a retd@s la phase de croissance
exponentielle des bactéries. Cette remarque d'générale reste particulierement

importante dans les cultures en milieu deutéré.
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Une des étapes critique est de limiter la phassudexpression, apres induction a
moins de huit heures, a 37°C (Tugarireival, 2006), ceci pour prévenir la mise en
place des voies de synthése paralléele et doncrdieet une fuite du marquage ou

une dilution isotopique.

2.4.4 Caractérisation de I'efficacité du marquagepecifique

Le taux d’incorporation du deutérium dans l'ubiinét a été quantifié par RMN
1D du proton. Seuls sept sighaux intenses, en&et0),9 ppm, correspondants aux
méthylesd, des Isoleucines, sont visibles sur le spectre Riviiton de I'’échantillon
d’'ubiquitine U-PH], U-[**C], [**C'H3]-lle-3.. L'analyse quantitative des intensités
des signaux résiduels pour les autres protonsaigpres, en comparaison avec le
spectre de l'ubiquitine totalement protonée, révglie le taux d’incorporation du
deutérium est de 98,5 % (Figure 2.10).

x5

T Trrr I LI I | LI | | T T T I TTrrr Irl rrrrrrrrrrrrrrrT
3 2 1 0 3 2 1 0
H ppm H ppm

Figure 2.10: Spectre RMN 'H de I'ubiquitine protonée en A et U-fH], U-[*C],
[**C'H]-lle-&, en B.

En comparaison avec (A), I'échelle verticale en @)té multipliée par un facteur 5.
L'attribution des méthyle§; des Isoleucines est notée sur le zoom du spectre B

Aucun signal pour les carbondsdes Isoleucines n’est observé sur le spectre 1D
RMN en détection directe du carbone-13 de I'éctiantid’ubiquitine U-fH], U-
[**C], [**C'Hg]-lle-3, (Figure 2.11.B). La comparaison entre les spectres
enregistrés en détection directe sur I'ubiquitin€"tC] (Figure 2.10.A) et U?H], U-
[**C], [**C'Ha)-lle-3, (Figure 2.11.B), montre que lincorporation destimytes a
partir du précurseur,d-cétobutyrate, est supérieure a 98 %. Seuls, tgmgk des
carbonesd; des Isoleucines sont observés dans le sped@e enregistré sur
I'échantillon d’ubiquitine U-fH], U-[**C], [**C'H3]-lle-8, (Figure 2.11.C), préparé

en utilisant (3,3H)-2-(4-°C)-cétobutyrate comme précurseur. Ceci indique lque
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méthyle'*CH; de ltb-cétobutyrate n’est pas incorporé dans d'autres sitie celui de

I'lsoleucined;.

A B c lle-51 x2

13C ppm 13C ppm 13¢C ppm
Figure 2.11 : Spectre RMN"C avec découplagéH de I'ubiquitine.
En A) l'ubiquitine U-{3C], en B) de I'ubiquitine U3H], U-[**C], [**C'HJ]-lle-5, et en C) de
I'ubiquitine U-[’H], U-[*?C], [**C’Hj]-lle-5,. En comparaison avec (A) et (B), I'échelle
verticale en (C) a été multipliée par un facteur 2.

2.4.5 Différents types de marquages envisageables

Plusieurs marquages spécifiques des Isoleucineésnruisageables en fonction de
I'a-cétobutyrate spécifiguement marqué et de la sodecearbone utilisée. Chacun
de ces types de marquages spécifiques peut étiséugiour une application
particuliere. Comme le montre la Figure 2.12, lassgibilités de marquages
spécifiques sont multiples, dépendent de la squriceipale de carboné’C ou’C /
’H) et surtout du marquage du précurseur. On pevis@ger tous ces marquages
avec les différents isotopomeres pour le méthylepdecurseur (Ckl/ CH.D /
CHD,). Ces précurseurs sont disponibles commercialeptesunt utiles pour I'étude
des propriétés de relaxation des méthyles (Tugaehal, 2006). Sur I'ensemble des
marquages spécifiques des Isoleucines possitdestjlisé trois types d'échantillons
différents (cadre rouge sur la Figure 2.11). Leantages de ces marquages sont

détaillés ci-dessous.

() Dans un échantillon U3H], U-[*%C], [**C'Hg]-lle-8, (Figure 2.12.A),
seuls les atomes d'hydrogéne du métlyldes Isoleucines sont protonés ; il n'y a
pas de marquage spécifique des carbones. Le fadile de production de cet

échantillon est l'intérét principal de ce type darquage.

(i) Dans un échantillon U?H], U-[*2C], [**C'Hg]-lle-3; (Figure 2.12.B),
comme le précédent, seul le siiedes Isoleucines est protoné. Cet échantillon est

également marqu¥C sur le carboné; des Isoleucines. Ce type de marquage offre
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la possibilité de réaliser des expériences NOES¥téés et filtrées*C, pour
distribuer les résonances dans plusieurs dimenggihsu 4D).

(iii) Enfin, le type de marquage spécifique TH], U-[**C], [**C'H4]-lle-3;
(Figure 2.12.D), ou tous les carbones sont mardt@ssauf le carbond, des
Isoleucines et ou seuls les atomes d'hydrogenemddtisyles des Isoleucines sont
protonés. On remarquera que les carbgmnes et le carbonyle des Isoleucines sont
aussi présents sous forrtf€, car ils proviennent du site du précurseur naickn
en carbone-13 (Figure 2.6). S'il n’y a pas de sppsition dans la dimensiditi, le
colt est un premier avantage pour ce type de mgegqu2e plus, la relaxation du
méthyle n'est pas affectée par l'interaction dipeld®C-'H. Ce type de marquage
combine ainsi les deux avantages des marquagesderds : il permet toujours

I'utilisation de filtre **C/**C et la conservation d'une relaxation optimale peur

méthyle.
Précurseur
12CH,-12¢D,-12C0-12C00" | 13CH;-12CD,-12C0-12C00" |13CH,-13¢D,-13¢0-13¢00

Source de

Carbone
A co B co ¢ o)
|- - - - - = ‘l’ - |- - - - - = + N |- - - - - - ‘I‘ —
| ND | : ND ! ND |
12¢: D | / | /! : /
) [CH3-CD,-CD-CD | | CH3-CD,-CD-CD ! 'CH;-CD,-CD-CD |
| | N | |\ ' T
: D, fo | l D, cko { ! D, f_o |
—————————————— - |- - - - - — _
ND ND ND
D co E co F co
|- - - - - = ‘l’ - |- - - - - = + 7 |- - - - - - ‘I‘ —
‘ ND ! , ND ! ND |
13¢: D | / : /] : /
‘ ‘CH3-CD2-|CD-C\D w ICH3—CD2—|CD—C\D : | CH3-CD,-CD-CD |
| \
\L CD; CO | 'l D, fo | ! CD; €O |
———————————————— | - — — — — |- —
ND ND ND

Figure 2.12 : Schéma des marquages isotopiques pdusoleucine.

lls dépendent ded-cétobutyrate spécifiquement marqué isotopiquenohioisi et de la
source principale de carbon&Q ou **C) deutérée. Le$’C (°C) sont indiqués en bleu
(rouge) et les Isotopes de I'hydrogene en vertnasjuages utilisés sont encadrés en rouge.

Les spectres 1D proton des différents échantillatiabiquitine marqués
spécifiguement sont présentés dans la Figure 2.13.
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U-[?H], U-[*%C], [**CH,}-ILE 81 U-[?H], U-[*%¢], [C'H,]-ILE 81 U-[?H], U-[*3¢], [**C"H,]-ILE 81

Tle 51 CH?:/ B

Figure 2.13 : Spectres RMN 1D du proton sans décolgge "°C de I'ubiquitine.
Chaque type de marquage est écrit au-dessus dgseotre 1D proton. Un zoom indique la
structure fine des signaux due aux couplages sealdiy observés.

2.4.6 Applications

2.4.6.1 Préparation de protéines U%H], U-[*°C / °C], [**CH3]-lle- &,

Ce protocole a permis de préparer deux sortesatiéithns d'ubiquitine : un U-
[?H], U-[**C], [**C'Hg)-lle-3, ainsi qu'un U4H], U-[**C], [**C'Hg-lle-3;. En
collaboration avec le Professeur Zhengrong Wu (ehsité de I'Ohio, Colombus,
USA), un échantillon de IgS-crystalline U-fH], U-[**C], [*°C'Hg]-lle-5; a été
préparé suivant le protocole optimisé a I'IBS. y&-crystalline est une protéine
modulaire de 19 kDa, contenant neuf Isoleucinesnbegquage isotopique spécifique
[Y*C'H)-lle-3, est envisageable pour les protéines contenantdfisoleucines et
pour lesquelles il n'y a pas de recouvrement eesgésonance$d des méthyles,

des Isoleucines.

175
60
17 126 7 N
39
137
[T T T T T T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [T T T 1]
2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5 -1.0

'H (ppm)
Figure 2.14 : Spectres RMN 1D du proton de |§S-crystalline U-PH], U-[*2C], [**C'H]-
lle-@,. L'attribution des méthyled;, des Isoleucines est notée sur le spectre.
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2.4.6.2 Préparation de protéines U%H], U-[**C], [**CH3]-lle- &,

Pour la production de protéines de plus granddiegaie marquage isotopique
spécifique }3CHg]-lle-3, est indispensable afin d'avoir une résolution saffte lors
de l'analyse des spectres. Grace a ce marquageitaee spéecifique, I'obtention de
spectres en 3D ou 4D est possible pour analyseoleslations interméthyles. Trois
protéines de tailles différentes ont été surexpeBreelon le protocole optimisé avec
le (3,3%H)-2-(4-3C)-cétobutyrate comme précurseur :

() yajG est une protéine globulaire, étudiée ahofatoire ; sa masse

moléculaire est de 21 kDa et elle possede quatsoieucines (Boudet, 2007).

(i) la Malate synthase G (MSG) est une protéine 8@ kDa contenant
quarante-quatre Isoleucines. Sa structure a ééueépar cristallographie aux rayons
X (Howardet al, 2000). L attribution et la structure RMN basssai@tion sont aussi
connues (Tugarinoet al, 2002, 2003a, 2003b, 2005a). La MSG est une bonne

protéine modele pour I'étude de protéines de gmtalbes (> 50 kDa).

(iii) TET2 est un assemblage macromoléculaire dgmde taille (>468 kDa) issu
d’'un organisme hyperthermophile. La structure alisgraphique de TET2 a été
résolue en 2005 (Borissenkod al, 2005). TET2 est un dodécamere symétrique dont
I'unité principale a une masse moléculaire de 3%.kDhaque sous-unité contient

trente-quatre Isoleucines.

Les rendements de surexpression de ces protéinepr&Esentés dans le Tableau

2.4, avec l'ubiquitine indiquée comme référence.

Rendement Ubiquitine yajG MSG TET2

MW (1¢) 9kDa (5ns) 21kDa (13 ns)82kDa (55ns) 468 kDa (310 ns)

M9/H,0 60 mg.L* 140 mg.L* 80 mg.L* -

M9/D20gg 200 60 mg.L* 100 mg.L* 76 mg.L* ~20 mg.L*

Tableau 2.4 : Rendement de surexpression des diféértes protéines pour 1 L de culture
en milieu minimum M9/H,0 et en M9/D,0g 24, avant purification.

Le temps de corrélation de chacune des protéines H30 % de BD et & une température
de 37°C est aussi indiqué.

-63 -



64 CHAPITRE 2. LA PROTONATION SPECIFIQUE DES METHYLES
DANS LES PROTEINES

Les spectres de corrélation HMQE-'C correspondant & chacune des protéines
citées ci-dessus sont présentés sur la Figure 2.15.
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Figure 2.15 : Spectres 2D de corrélation HMQC'H-*C des méthylesd, des Isoleucines
de yajG, MSG et TET2.

Les spectres ont été enregistrés sur un spectren@i0 Mhz, équipé d'une sonde
cryogénique, sur des échantillons B, U-[**C], ["°*C'HJ]-lle-3;: A) yajG & 37°C, B) MSG

a 37°C et C) TET2 & 50°C. Les attributions desauatlsoleucines de yajG et des quarante-
guatre Isoleucines de MSG sont notées sur leutrepexspectif.

Malate synthase 6
82 kDa

Ubiquitin  yS-crystallin yajG
9 kDa 19 kDa 21 kDa
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Figure 2.16 : Structure et taille relative des pratines marquées sélectivement sur les
méthylesd, des Isoleucines.

Le protocole de production de protéines perdeuséeéspécifiguement protonées
sur les méthyle$, des Isoleucines a été optimisé. A partir de césmmtdlons, de
nouvelles informations a longue portée peuvent @éwctées et les applications

seront présentées dans les chapitres suivants.
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2.5 Protonation spécifiqgue des méthyles des Valinet des

Leucines

2.5.1 Principe de marquage spécifigue du méthyle glé/alines et des
Leucines

L'implémentation du marquage spécifique sur leshgiés des Valines et des
Leucines peut se faire par le protocole mis autppam Goto, (Goteet al, 1999),
utilisant comme précurseur a ces deux acides anfingstoisovalérate. Les deux
méthyles en position 4 et le carbone en positiode3la-cétoisovalérate seront
incorporés enzymatiquement en fin de chaine laétalla Leucine et de la Valine.
Toutes ces réactions sont réaliséesivo dansE. coli. La transformation de d-
cétoisovalérate en Valine est une réaction en eoke ®tape qui peut étre catalysée

par trois transaminases différentes (Figure 2.17).

ND, R1
/ /
R1-CH o=cC
\ \
sel0} cO0
4(|3H3 /ND3-
*cH,-3cb-*c-'co0” MeH,-Pep-%cD
| Transaminase 2 \
?CH, COO-
a-(3-2H)-cétoisovalérate Valine

Figure 2.17: Réaction de conversion du (3H)a-cétoisovalérate en Valine
spécifiguement protonée dang&. coli.
Les carbones provenant du précurseur sont indigonésleu et ceux provenant des autres
sources de carbones en rouge. Les trois transagsinasuvent étre Transaminase C,
Transaminase Bet Leucine dehydrogenasées mécanismes réactionnels sont disponibles
sur le site "http://www.genome.ad.jp/kegg/pathwaylh

La synthése de la Leucine se fait en quatre étapegcessite I'apport de deux
carbones supplémentaires provenant de I'acétyl-Gadure 2.18). Pour réaliser le
marquage spécifiqgue des méthyles des Valines dtelesnes, il suffit d'ajouter, une
heure avant linduction, une quantité suffisant25(1mg/L) du précurseur
métabolique marqué isotopiquement. Le protocolksétiest le méme que pour le

marquage spécifique des Isoleucines, seul le pgéauchange (Figure 2.9).
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I
CD3—C-S-CoA  CoA-SD
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(@] @ c00 @ c00
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B} o ) Ds |CH3 ﬁ Spontanée CH3D O
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Figure 2.18: Réaction de conversion du (3H)a-cétoisovalérate en Leucine
spécifiguement protonée dang&. coli.

Les carbones provenant du précurseur sont indigonésleu et ceux provenant des autres
sources de carbones en rouge. Les numéros cortesftoaux enzymes permettant les
réactions pour la Leucine : I$opropylmalate synthase2 Isopropylmalate isomerasge3
Isopropylmalate dehydrogenasesynthadd eucine Transaminas€oA-S = Coenzyme A.
Les mécanismes réactionnels sont disponibles sur lesite
"http://www.genome.ad.jp/kegg/pathway.html".

2.5.2 Préparation de kx-cétoisovalérate protoné spécifiquement

L'atome d’hydrogéne en position 3 du azétoisovalérate s’échange
progressivement avec le deutérium du solvant ereunbasique (Figure 2.19). De
maniere pratique, 'échange est réalisé en plat@dtmg de 2-cétobutyrate dans 60
mL de 99,9 %’H,0. Avant la réaction, le pH de la solution est &us 12,5 par

I'addition de deuteroxide de sodium a 40 % (NaODgreincubant a 45°C pendant
trois heures. L'arrét de la réaction se fait enisgzant le pH de la solution a 7,2 par
une solution d’acide chlorhydrique deutérée (DC8.solution est ensuite conservée
a 4°C. Comme pour le précurseur de l'lsoleucineau’ lourde utilisée pour cet

échange peut étre recyclée dans le milieu de euttes bactéries.

oD HOD _ DOD oD~
H O U o) U D O
CHré— Leco 2 CH3—C=é—C=O =20 CH3—é—C|—C=O
" oy "
o-(3-1H)-cétoisovalérate o-(3-2H)-cétoisovalérate

Figure 2.19 :Réaction d'échange H/D en position 3 da-cétoisovalérate.
La réaction se fait a pH basique (pH = 12,5), pahttais heures, a 45°C.
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2.5.3 Différents types de marquages envisageables

De la méme maniére que poum-tétobutyrate, plusieurs types de marquages
spécifiques sont envisageables pour la Valine eelecine (Figure 2.20), en fonction
de la-cétoisovalérate spécifiguement marqué et de laceode carbone utilisée

(Tugarinovet al, 2006).
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Figure 2.20 : Schéma des marquages isotopiques pdarLeucine et la Valine.

lls dépendent ded-cétoisovalérate spécifiguement marqué isotopiquenodoisi, et de la
source principale de carbon&Q ou *C) deutérée. Le$’C (°C) sont indiqués en bleu
(rouge) et les Isotopes de I'hydrogéne en vertnaejuage utilisé est encadré en rouge.

Cependant, un marquage spécifiqgue ou les deux Ieétlg ces acides aminés
sont protonés n’'est pas intéressant pour I'obterd® contraintes a longue portée,
c'est-a-dire les schémas D, H sur la Figure 2.20efet, localement, la densité de
proton sera trés élevée et des interactions dieslantre les méthyles du méme

résidu limiteront le transfert vers des méthylassptloignés (diffusion de spins ou
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troncation dipolaire). Il est donc intéressant datérer I'un des deux méthyles de ces
acides aminés (Schémas A, B, C, E, F et G sur dgar€i2.20). Le précurseur
nécessaire pour ce marquage est disponible comaterant. Ce type de composé,
incorporé dans les Leucines et les Valines, pedi&iminer les interactions fortes
entre les méthyles du méme résidu. Puisque lesytaéttles Valines et des Leucines
partagent la méme plage de fréquences protons, laquupart des applications, il
sera nécessaire de marquer également'®€nces méthyles, afin d'éviter les
superpositions dans les spectres RMN. Comme gdealelucine, les marquages avec
les différents isotopomeéres sont possibles et lpat de ces précurseurs sont

disponibles commercialement (Tugariretval, 2006).

2.5.4 Application : MSG

Le marquage spécifique des Valines et des Leu@nét réalisé sur la Malate
Synthase G. H-cétoisovalérate utilisé est le 2-céto-3-méthy&ah-4-1°C-
butyrate, correspondant au deuxiéme précurseur ldaRigjure 2.20. Un spectre de
corrélation HMQC'H-'3C, enregistré a partir d'un échantillon & 1 mM d8@/U-
[2H], U-[*3C], [*°CHs, Y*CD3)-Leu,Val, est présenté sur la Figure 2.21.
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Figure 2.21 : Spectres 2D de corrélation HMQC'H-"*C de MSG correspondants aux
méthylesd des Leucines eydes Valines.

Le spectre a été enregistré dan®©DBur un spectrométre 800 MHz, équipé d’'une sonde
cryogénique, sur un échantillon & 1 mM de MSGW, U-[?H], [**CHs, **CD3]-Leu,Val &
37°C.
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2.6 Protonation spécifique du méthyle de I'Alanine

2.6.1 Introduction

Comme nous venons de le voir, les protocoles péamtetde marquer
spécifiguement les méthyles des résidus Valine, cioeu et Isoleucine sont
maintenant connus. En revanche, aucun protocolendejuage spécifique de
I'Alanine dans une protéine n'a été mis au pointeajour. Ce type de marquage
présenterait pourtant de nombreux avantages. Emig@relieu, I'Alanine est
statistiguement l'acide aminé le plus abondant dassrotéines. Le marquage de
I'Alanine permettrait d’apporter des informationgusturales qui ne soient pas
affectées par la dynamique propre aux chaines alatrlongues. De plus,
n'impliqguant que des expériences de type HNCACBIldawent analysables,

I'attribution de ces méthyles est a priori plugaigjue celle des chaines longues.

Nous nous sommes donc attachés a la mise au pomptbtocole de marquage
spécifigue de cet acide aminé. Nous avons écaufidation de précurseurs
marqués, voie que nous avons précédemment utililsdes les protocoles de
marquage des Isoleucines, des Valines et des Lesucin effet, le précurseur de
I'Alanine est le pyruvate, qui est un intermédiagmtre la glycolyse et le cycle de
Krebs ; il est donc un composant central dans lbofisme carboné. Son utilisation
conduirait aux marquages des méthyles des Valitess| eucines et des méthyles
des Isoleucines (Rose al, 1996), d’'une part, comme au marquage aspécifigue

squelette de la plupart des acides aminés, d’aatte

L'utilisation d'Alanine marquée est donc la squissibilité pour une production
in-vivo. Cependant, cheZ. coli, il existe plusieurs réactions réversibles de
conversion entre le pyruvate et I'Alanine catalygég trois transaminases qui
peuvent conduire a des fuites des protons de liA&Figure 2.22). Ces réactions
sont catalysées par des transaminases indispesgaile le métabolisme cellulaire
et, de ce fait, I'existence de souches strictenantotrophes pour I'Alanine est
impossible.
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Pour réduire au maximum l'incorporation de squeketprotonés issus de la
conversion Alanine-pyruvate, nous avons utiliséédints précurseurs spécifiques,
soit pour inhiber la voie de synthése et donc ipomr préférentiellement le
précurseur, soit pour diluer fortement les espépestonées et donc leurs

incorporations.

Alanine Pyruvate

CHy—CH-COOH O R CH3—ﬁ—COOH

ey

HOOC—|CI—CH2—COOH HOOC—-CH-CH,—-COOH

NH,
CH3—CH-COOH @ , CHy=C-COOH
NH, i
HC-COOH lCHZ—COOH
o NH,
CHy—CH-COOH . CH3 €~COOH
e / \

HOOC~CH,~CH,—€~COOH HOOC~CHy—CH;—CH-COOH
NH,

Figure 2.22 : Réaction de conversion de ['Alanine re pyruvate par les trois
transaminases deE. coli.

En rouge, le carbong de I'Alanine allant vers le carbone du pyruva)eAlanine-oxo acid
aminotransferase 2) L-Alanine-glycine transaminase3) Alanine transaminase Les
réactions sont disponibles sur le site "http://wgenome.ad.jp/kegg/pathway.html".

2.6.2 Principe du protocole de surexpression

La mise au point du protocole de marquage spéefiaps méthyles des Alanines

dans les protéines nécessite plusieurs points tausr:

(i) Pour des raisons de codt, il n'est pas envaagede faire un grand
nombre de tests en milieu deutéré. Donc, pour palime probléeme, nous utiliserons
de I'Alanine marquée spécifiqueméeri€ en positior et réaliserons les cultures en
milieu protoné. Nous analyserons l'incorporationage™C dans I’Alanine, comme
dans les fuites éventuelles vers d’autres acideséamCela implique que les protons

liés au™*C restent toujours liés auxC lors de la culture, méme si le carbone est
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recyclé dans différents acides aminés. Cette hysetipourra étre vérifiee, une fois
le protocole optimisé, en comparant les différgnaarcentages des isotopomeres du

méthyle de I'Alanine lors d'une culture epD

(ii) Les précurseurs utilisés lors de la mise ainfpdu protocole ne sont pas
deutérés mais devront I'étre dans le protocole l.fillafaut donc utiliser des
précurseurs métaboliques, disponibles commercialerseus forme deutérés et /ou

facilement préparables sous forme deutérés.

Jour O :
Transformation cE. coli BL21 (DE3) par le plasmide pET41C.
Jour 1 :
Préculture 1 : 1 clone= 5 mL LB / antibiotique.
durée : 8 heures Placer a 37°C, 220 rpm pendant 8 heures.

Centrifugation 10 min, 3220 g.

Préculture 2 :

durée : 12 heures Resuspendre le culot dans 20 mL M@ZHAnnexe 1)
(erlen 100 mL).
Placer a 37°C, 220 rpm pendant la nuit.

Jour 2 :
Culture 1 : Centrifugation 10 min, 3220 g.
durée : 3 heures Resuspendre le culot dans 70 mL M@ZHAnnexe 1)
(erlen 500 mL).
Placer a 37°C, 220 rpm pendant 2 heures.
DOGO(): 0,8-1,0.
Culture 2 :
durée : 1 heure Ajout de 30 mL de milieu M9/bD avec de I'Alanin&’C; et les

précurseurs métaboliques.
Attendre 1 heuravantinduction a I'lPTG (1 mM).

durée : 3 heures
Placer a 37°C, 220 rpm pendant 3 heures.
Arrét des cultures et récolte des cellules.
Centrifugation 15 min, 5500 g a 4°C.
Resuspendre dans le tampon.

Figure 2.23: Protocole de production d'un échantibn U-['*C], ["“Cg]-Ala de

['ubiquitine pour 100 mL de culture.

(i) Il faut utiliser une protéine modele avec dé&mpes de purification simples.
Nous avons choisi I'ubiquitine avec une étiquetstidine en position N-terminale
qui possede deux Alanines et se produit avec uderagnt supérieur a 50 mg/L de
culture. Il est ainsi facile de pouvoir analysers Ifuites métaboliques par
spectroscopie RMN. L'expression a été réaliséeudivant des cellules dE&. coli
BL21(DE3)/pET41c contenant le géne codant pouriduibine humaine, dans un
milieu minimum M9. Le principe du protocole estapitulé sur la Figure 2.23. Lors
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de ces cultures, les cellules He coli sont cultivées dans un milieu minimum M9,
utilisant comme principale source de carbone lecéyyl. En effet, pour la
perdeutération sans marquage unifoffi@ le glycerol-g est meilleur marché que le
glucose-d (8 2.4.3.2).

Dans l'étape de surexpression de la culture, léemiést supplémenté avec
I'Alanine 13CB et tous les précurseurs meétaboliques nécessaisheure avant
l'induction a I'PTG (culture 2).

2.6.3 Optimisation de l'incorporation du G; de I'Alanine

Notre but est de produire un échantillon perdeus@gzifiquement protoné sur le
méthyle @ de ['Alanine. Nous avons donc, dans une premitape¢ déterminé la
quantité nécessaire et minimale d’Alanine a ajoyteur obtenir un taux de
marquage de la positiof proche de 100% dans les protéines surexprimées.
L'estimation de cette quantité permettra égalerdeniimiter le colt de production

d'un tel échantillon.

Sur la Figure 2.24 est indiqué le taux de marquam&’C de la positior en
fonction de la quantité d’Alanin€Cg ajoutée a la culture. Le taux dincorporation du
13C en G des Alanines dans l'ubiquitine a été mesuré geackes expériences de
corrélation 2D'H-TOCSY. La proportion dé°C incorporé en gest déterminée en
comparant l'intensité du signal central des profrigs a uanCB avec celles des

satellites correspondant au couplage entrée’ﬁ;set les H des Alanines.

Comme cela peut étre observé sur la Figure 2.24aum de marquag&C de
95% est atteint pour une concentration d'Alaninpéseure a 700 mg/L dans le
milieu de culture minimum M9. Nous avons vérifié’au cas d'utilisation du
glucose comme source de carbone, un taux de margégvalent (97%) était
obtenu pour 2 g/L de glucose supplémenté par 800 nif@danine-[”CB]. Pour la
suite, une concentration de 800mg/L d’AIaniﬁE[;] a été utilisée dans les cultures
afin d’obtenir un taux d’incorporation supérieur 9% % dans les protéines

surexprimeées.
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Figure 2.24 : Proportion de I'Alanine-[13Cp] dans l'ubiquitine en fonction de la
concentration d'Alanine ajoutée dans le milieu dewdture.

2.6.4 Limitation des fuites métaboliques

2.6.4.1 Estimation des fuites métaboliques

L’échantillon, obtenu a partir d’'un milieu minimuoontenant une concentration
de 2 g/L de glucose et 800 mg/L d’Alanine marqgti€sur son g (noté U-fH], U-
[%C], [**CHg]-Ala-B), a été utilisé afin de déterminer la nature enportance des
fuites métaboliques di’C vers les autres acides aminés. La quantificagicété
réalisée en comparant le spectre HSQC obtenu puhiglitine U-[*C], [**CHg)-
Ala-B, (Figure 2.25 A), avec le spectre obtenu pour itjutine U-[*3C] (non
présenté). Aprés une correction prenant en congteohcentration relative des
échantillons, les pourcentages des différentesduitétaboliques ont pu étre estimés

pour chaque type de groupement.

Le carbone-13, issu de I'Alanine, se retrouve mgséement dans les méthyles
des acides aminés dont les taux de marquage soatiilants : Isoleucine,d~10
% et G, ~25 % ; Valine, @ ~25 % ; Leucine, €~25 % et Thréonine, \{C~10 %.
Ces taux importants d’incorporation s’expliquent pa fait que le pyruvate est
directement incorporé dans la voie de synthéseadéaline, de la Leucine (Figure

2.3, 2.17, 2.18) et du méthyle gnde I'lsoleucine (Fig. 2.6). Le moindre taux de
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marquage de la thréonine et du méthyleede I'lsoleucine qui en dérive provient
probablement du fait que la voie de synthése deaci&te aminé n'utilise pas
directement le pyruvat®C, mais un intermédiaire via le cycle de Krebs. @t
noter que les différents groupements des méthyteéthynes ou méthylenes des
résidus issus du cycle de Krebs (K, D, N, M, E,IP, R, Q) incorporent fEC avec
un taux voisin (entre 10 et 15 %). Enfin, le pyrnevpeut également étre réincorporé
dans les voies métaboliques de la glycolyse ; aeme alors pour les méthynes et
méthylénes des résidus issus de cette voie (V,,LY,FW, H, S, G, C) et un

marquage>C plus faible (5 & 10 %).

2.6.4.2 Dilution des fuites a l'aide du pyruvate

Pour diluer au maximum la fuite métabolique de ocagh13 de I'Alanine vers les
autres acides aminés, nous avons rajouté, lorsadeulture, du pyruvate et de
'acétate non marqués (afin de diluer davantageetate marqué issu du pyruvate
vers les acides aminés provenant du cycle de Kréb®® culture est réalisée en
ajoutant du pyruvate (3 g et de l'acétate (3 ') sous cette formé*C. Cette
culture a permis de réduire considérablement Ifimm@tion de"*C dans I'ensemble
des acides aminés. Le taux de marquage est inféig o (Figure 2.25). Cependant,
nous observons une forte diminution du marquagde g@esitionp de I'Alanine (~ 60
%). Cette dilution est certainement due aux réastie transamination du pyruvate

en Alanine (Figure 2.22).

Cette dilution isotopique étant trop limitante pdes applications structurales,
nous avons décidé de nous tourner vers I'ajout éiamges de précurseurs, de fagon
a diluer les fuites de carbone-13 dans les diftésemoies métaboliques. Il aurait été
possible d’augmenter la concentration en Alaninegoge, de fagon a compenser ce
phénomene, mais cela aurait entrainé obligatoirenueie augmentation de la
concentration en pyruvate marqué via les réactamsransamination et donc une

augmentation du marquage des autres acides aminés.
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Figure 2.25 : Spectres 2D de corrélation HSQ&H-*C de I'ubiquitine.

Les spectres ont été enregistrés a 25°C da@sshr un spectrometre 600 MHz, équipé d'une
sonde cryogénique. Le premier contour correspouad signal égal a 5 % de l'intensité des
pics de corrélation des méthyles des Alanines. #jue supplémentée par 800 mg.L
d'Alanine et B) Culture supplémentée par 800 mgd'‘Alanine, 3 g.[* de pyruvate et 3 giL

! d'acétate. Les sections transversales F2 a déaxences C sont représentées pour
chacun des spectres. Le pic de I'Alanine (sectimstersale noire) correspond a 100 % de
marquage®C en A et & 60 % en B.

2.6.4.3 Limitations du marquage résiduel des autreméthyles

Nous avons donc supplémentés le milieu avec decétobutyrate et d-
cétoisovalérate. Cela a permis de diminuer l'inoccagion de carbone-13, en
particulier vers les méthyles des Valines, Leucieiegers le @, de l'lsoleucine. En
revanche, le marquage de la Thréonine reste inéheaigla voie métabolique allant
de la Thréonine adi-cétobutyrate est irréversible. De méme, l'incaagion de'*C
dans le @ de l'lsoleucine reste inchangée car ce méthylgigmb directement du

méthyle du pyruvate (Figure 2.6).

-75 -



76 CHAPITRE 2. LA PROTONATION SPECIFIQUE DES METHYLES
DANS LES PROTEINES

Pour limiter cette incorporation, nous avons sumgété le milieu avec de
I'lsoleucine. Compte tenu du codt de cet acide @éndautéré (~ 2008/ gr), nous

avons cherché a en optimiser la concentration snsultures.

Le glycérol est utilisé comme source principale aabone et le milieu est
supplémenté en Alaniné3;] & 800 mg.[' ainsi qu'ena-cétoisovalérate a 200
mg.L? (pour limiter le marquagE€C des méthyles des Leucines et Valines). Le taux
d’incorporation de carbonEC sur I'lsoleucine, en fonction de la concentrat@m
Isoleucine ajoutée, est présenté sur la Figure. D26voit qu’'une concentration de
60 mg.L* d'Isoleucine est suffisante pour réduire I'incagimn de carbone-13 en
position delta et gamma a moins de 3 %. Touteftass ces conditions, le taux de
fuite vers les méthyles des Thréonines (et Méthies)i reste évidemment inchangé
car la voie de synthese de I'lsoleucine est irsle.

30
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Figure 2.26 : Proportion des fuites métaboliques d&€’C vers les méthylesy, et §, de
I'lsoleucine dans I'ubiquitine en fonction de la cacentration d'lIsoleucine.

2.6.4.4 Limitation des fuites métaboliques au niveadu cycle de Krebs et de la
glycolyse

Afin de limiter les fuites métaboliques vers lesdas aminées issus du cycle de
Krebs (Asn, Lys, Asp, Thr, Met, lle, Glu, Pro, Glr,g), nous avons testé l'effet de
I'ajout d’'intermédiaires de cette voie métaboligRPeur ce faire, di-cétoglutarate et

I'oxaloacétate, deux de ces intermédiaires (FiguBE ont été ajoutés avec I'Alanine

et les autres précurseurs.
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Sur la Figure 2.26 est représentée le taux d'irmmaiton du™>C sur les Chlet CH
des différents acides aminés, en fonction de lantif@ade ces deux précurseurs
ajoutés au milieu de culture. Les conditions de ceotration des différents
précurseurs sont 800 mg:Ld'Alanine-[°Cg], 200 mg.L' da-cétoisovalérate, 60
mg.L?* d'Isoleucine et du glycérol (5 g% comme source principale de carbone.
Comme prévu, on observe une baisse du niveau dfincation du*>C pour les CH
et CH des résidus synthétisés a partir des intermédiaivecycle de Krebs. Une
valeur plateau, inférieure a 5 %, est obtenue pides concentrations en-
cétoglutarate et d’oxaloacétate supérieures a 5§)Q.rhe méthyle de la Thréonine,
provenant d’un intermédiaire du cycle de Krebst woin niveau de marquagic

diminuer de facon similaire aux CH et €H

30
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25| ® CH, : Thréonine
8
O 20
[aa]
(]
ke
c 15—
o
£
o .
Qo ..
o 10— °
= b }
S g
5_____________—___. _____ ‘707-»_--,7_.,,3__,
. -4 N

100 200 300 400 500 600 700

Concentration en précurseurs (mg.L")

Figure 2.27 : Taux de marquage en carbone-13 desayipes CH, CH et le méthyle de la
Thréonine dans l'ubiquitine, en fonction de la quatité d'oxaolacétate et dix-
cétoglutarate, ajoutés dans le milieu de culture.

A chaque point, la concentration correspond a fecentration de chacun des précurseurs.
Les CH / CH du Cycle de Krebs correspondent aux résidus IN,Kg, P, Q et R et les CH /
CH, de la Glycolyse aux résidus L, Y, G, S.

De maniére surprenante, le niveau d'incorporation’¥C dans les résidus,
produits a partir d'intermédiaires de la glycolysst aussi considérablement réduit
par I'ajout du-cétoglutarate et d’oxaloacétate. Ceci est lié @t que ces voies
métaboliques ne sont pas indépendantes. La vueaj@mpéesentée sur la Figure 2.3,

est trés simpliste ; il existe de nombreuses vaiésaboliques interconnectant la
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glycolyse et le cycle de Krebs. Le glutamate, peangple, est impligué dans la
synthése de nombreux acides aminés rattachésiatelesédiaires de la glycolyse.

2.6.4.5 Caractérisation du marquage

En conclusion, l'ajout des précurseurs tels quecédtobutyrate et d-
cétoisovalérate est nécessaire pour limiter le dage du®*C du carbone3 de
I'Alanine vers les méthyles des autres résidusefagmt, ti-cétobutyrate n'est pas
suffisant, car il n‘'empéche pas la fuite métabaigers le méthylg, des Isoleucines
provenant du pyruvate. L'ajout d'lsoleucine estisipensable pour limiter ce
recyclage. De méme, l'utilisatiorngcétoglutarate et d'oxaloacétate permet de limiter
I'incorporation de carbone-13 dans les résidussiskumétabolisme de la glycolyse
ou du cycle de Krebs. L'utilisation du glycérolpome source principale de carbone,
parait aussi intéressante dans le cas de la c@tuR®O. Le glycérol*“C, ?H est en
effet deux fois moins onéreux que le gluc&® ?H. Enfin, l'utilisation du pyruvate
est a éviter, si I'on désire obtenir un échantilbMec un marquage maximal des
Alanines. En revanche, il permet d’obtenir, pourmaindre codt, un échantillon
avec un tres faible taux d’incorporations parasi@ans les cas ou la dilution

isotopique sur la positio n’est pas rédhibitoire pour les expériences egésa.

En résumé, un protocole de marquage spécifit@en position gde I'Alanine a
été mis au point. Un marquage de la positignd€ |'Alanine a plus de 95 % est
possible avec des fuites métaboliques inférieure3 @& (voir Figure 2.28) en

supplémentant le milieu de culture M9 par :

- 800 mg.L" d'Alanine-f°Cy]. - 500 mg.L* d'a-cétoglutarate
- 200 mg.L* d'a-cétoisovalérate. - 500 mg.L* d'oxaloacétate
- 60 mg.L* d'Isoleucine. - 5 gt de glycérol
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Figure 2.28 : Spectres 2D de corrélation HSQ&H-*C de I'ubiquitine.

Les spectres ont été enregistrés a 25°C da@ssbhr un spectrométre 600 MHz, équipé d'une
sonde cryogénique. Le premier contour correspouad signal égal a 5 % de l'intensité des
pics de corrélation des méthyles des Alanines. A)uBe supplémentée par 800 mg.L
d'Alanine (équivalent a la Figure 2.25.A) et B) @Dué supplémentée par 800 mg.L-1
d'Alanine, 60 mg.L* d'lsoleucine, 200 mg:l da-cétoisovalérate, 5 glde glycérol, 500
mg.L* da-cétoglutarate, et 500 mg'ld'oxaloacétate. Les sections transversales F2xa de
fréquences®C sont représentées pour chacun des spectres.cLdepi'Alanine (section
transversale noire) correspond & 100 % de marqd@gen A et en B.

2.6.5 Protonation spécifique du méthyle de I'Alania

2.6.5.1 Passage au solvant deutéré

La préparation d'un échantillon perdeutéré et §péement protoné sur le
méthyle de I'Alanine nécessite la deutériation gedcurseurs métaboliques du
protocole ci-dessus. De plus, I'hnypothese que ramomis faite au début de cette
étude, concernant le fait que les protons liéS@we soient pas échangés pendant la
culture, reste encore a vérifier. Pour cela, lalpation d’'un échantillon d’ubiquitine

en DO, avec de I'Alanine protonée, ou egHavec de I'Alanine deutérée, doit étre
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entreprise. Des méthodes peu onéreuses doivenutdisges pour l'obtention de

I'ensemble des précurseurs métaboliques deutérés.

2.6.5.2 Synthese de I'Alanine spécifiguement protee

L'Alanine spécifiquement deutérée et marquéé’C enp n’est pas disponible
commercialement. Toutefois, plusieurs voies de l®gd ont été décrites dans la
littérature, soit par échange enzymatique du prot@Nibeillia et al, 2004), soit par
échange chimique (Tenenbaush al, 1974). Nous avons envisagé de réaliser la
synthese par la premiére voie. Le protocole deh&g®t de ce composé se fait a partir
de la L-Alanine °CHa]-B, disponible commercialement (1), et en présence de
la tryptophan synthaseCette enzyme est capable d'échangerjl@dil'Alanine par
un deutérium du solvant en conservant la configumatabsolue du carbone.
L'échange est fait directement a partir de I'ektrallulaire brut d'une culture El'
coli contenant ldryptophan synthassurexprimée (vecteur d'expression commercial
: ATCC 37845). L'échange se réalise en 48 heur@§°@, en présence de 6 mL
d'extrait cellulaire brut contenanttiyptophan synthasgquivalent a 1 L de culture
dansk. col)) pour 1 g d'Alanine. L'échange est suivi directetngar RMN et arrété
par un choc thermique a 75 °C. L'ensemble du mélamgctionnel contenant
I'Alanine spécifiquement protonéar son méthyle est ajouté au milieu de culture une

heure avant l'induction.
Les précurseurs et les acides aminés limitant legifes métaboliques

L'lsoleucine et ka-cétoisovalérate sont tous deux disponibles comiadernent
sous forme perdeutérée (respectivement 15@0et 500€/g). L'oxaloacétate est
facilement deutérée par échange avec le solvantneopela a été décrit pouo
cétobutyrate ou ti-cétoisovalérate. Pourd:cétoglutarate, cet échange n'est pas
aussi trivial. Toutefois, au regard de la Figuri® 2es deux précurseurs peuvent étre
remplacés par le succinate, qui est disponible $ouse deutéré (~ 3@/g). Les
cultures sont donc réalisées avec le glycérol déu®&5 g/L) et le succinate (2,5
g/L) comme sources de carbone, afin de diluer solge fuites métaboliques de
I'Alanine vers les acides aminés synthétisés, fairhas précurseurs de la glycolyse

et du cycle de Krebs.
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2.6.5.3 Résultats

Le protocole de protonation des méthyles de I'Alara été utilisé pour produire
un échantillon d'ubiquitine U3H], U-[**C], U-[**C'Hg)-Ala-B. Un spectre de
corrélation'H-'*C est présenté sur la Figure 2.29.B. Les fuitesabudigues sont
toutes inférieures a 0,5 % ; ceci s'explique pailiation du double marquage
isotopique®H et *C. Un seul pic de corrélation, bien résolu posotdpomére CE
du méthyle de I'Alanine, est observé. Les deuxeausotopomeres (CHet CDH)
ne sont pas détectés. Ce résultat valide notrethgpe initiale (8§ 2.6.2) : les protons

du méthyle de I'Alanine reste liés au carbonedersincorporation de I'Alanine.
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Figure 2.29 : Spectres 2D de corrélation HSQ&H-*C de I'ubiquitine.

Les spectres ont été enregistrés a 25°C, dafs Bur un spectrométre 600 MHz, équipé
d'une sonde cryogénique. Le premier contour coore$@ un signal égal a 5 % de l'intensité
des pics de corrélation des méthyles des Alanie€ulture supplémentée avec 800 my.L
d'Alanine (équivalent a la Figure 2.25.A) et B) aquitine U-PH], U-[*’C], [**C'H]-Ala-p.

Les sections transversales F2 & deux fréquehi&sont représentées pour chacun des
spectres. Le pic de I'Alanine (section transversaliee) correspond a 100 % de marquage
¥CenAetenB.
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Il faut noter que tout le travail présenté ici, st protocole de marquage
spécifique, a été réalisé de maniere indépendanteéravaux de Isaacsoet coll.
(Isaacsoret al, 2007) publiés 15 jours avant la fin de la rédactie ce manuscrit.
Notre protocole est meilleur sur deux points. Tdtdbord, l'incorporation des
méthyles est bien supérieure a celle réalisée eaar pgrotocole utilisant un milieu
riche. Enfin, le colt de production est réduit diisant une culture en milieu

minimum par rapport a l'utilisation d'un milieuhie deutéré.
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3.1 Détection de [l'effet Overhauser nucléaire (NOE)a

longue portéee

3.1.1 Introduction

Il a été démontré que l'utilisation de protéinesdpetérées permettait la détection
de NOEs entre protonsyHdistants jusqu'a 7, voire 8 A (Koharudi al, 2003).
Peut-on détecter des NOEs au-dela de 8 A ? Dadsagstre, je démontrerai que des
NOEs, d'un a deux ordres de magnitude plus fagdayent étre détectés. En effet,
en utilisant des protéines perdeutérées et prosos@écifiguement sur certains

méthyles, on bénéficie de trois effets majeurs.88 2

() L'aimantation transférée entre deux méthylesigilés est neuf fois plus
intense que pour une paire de protons séparéqpatistance équivalente, grace a la

multiplicité des protons du méthyle.

(i) Dans les protéines totalement deutérées, Bwp$ caractéristiques de
relaxation transversale )l et longitudinale (I) des méthyles sont favorables,
donnant lieu a une bonne résolution et a un boparsignal sur bruit dans les
spectres RMN.

(i) Enfin, la diffusion de spins est réduite, thit de la faible densité de protons.

Ce prérequis est indispensable pour la précisismusures.

Pour démontrer la faisabilité de cette approchegfioisi d’'utiliser deux protéines
. l'ubiquitine, un systeme modele de 9 kDa, pougukd une structure haute
résolution en solution est disponible (PDB 1D3Zyrlescuet al, 1998), et layS-
crystalline, une protéine de 19 kDa comprenant ddomaines, pour laguelle une
structure a été déterminée de maniére indépendargelution (Grishaegt al, 2005
; Wu et al, 2005). Ces deux protéines ont été préparées kefmotocole décrit au §
2.4.3, avec comme unique source de protons lofd&xieression, lb-cétobutyrate,
précurseur pour le méthyl® des Isoleucines. Dans cette partie, je rappellerai
principe de l'effet Overhauser nucléaire (NOE), beses de l'expérience NOESY
ainsi que l'optimisation des différents paramep@sr la détection de NOEs de faible
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magnitude dans un systéme spécifiguement protonsuiteé, je démontrerai que,
dans ces systémes, la détection de NOESs entre legtgparés par plus de 10 A est
possible. Cependant, compte tenu de la faible sittewle ces NOEs, j'insisterai sur
I'attention particuliere dont il faut faire preuy®ur analyser les spectres NOESY.
Enfin, jexposerai la méthode mise au point pourase des contraintes de distances
précises de ces NOEs, afin de les utiliser panite slans un calcul de structure.

3.1.2 Principe de I'effet Overhauser nucléaire

3.1.2.1 Découverte de I'effet Overhauser

Le fait de saturer les spins électroniques dansysteme paramagnétique, tel que
les métaux, peut conduire a une augmentation gel&isation des spins nucléaires
par un facteur 1000. Ceci vient, en partie, dudai¢ le rapport gyromagnétique de
I'électron est trois ordres de magnitude plus étpigéle rapport gyromagnétique d'un
proton. Ce phénomeéne fut prédit par Albert Overbgusu début des années 50, et
démontré expérimentalement par C. P. Slitcher éR.TCarver, en 1953 (Carvet
al, 1953). La physique sous jacente a l'effet Ovesbaast une interaction dipolaire

entre deux moments magnétiques.

3.1.2.2 Description de I'effet NOE dans un systénu® 2 protons isolés

Si I'on considére une molécule contenant deux peoigolésl et2, sans couplage
scalaire, le spectre RMM consiste en deux singulets aux fréquerizest Q, ppm.
Supposons maintenant que, pendant la période mmécédxcitation des spins, les
spins2 soient saturés par l'application d'un champ raélipfence a la fréquence de
résonance,. Le premier effet de la saturation est I'équilides populationst et 3
ainsi que la disparition du signal du protbrie second effet possible est la variation
d'intensité du signal du protdn si les deux spins ont une interaction dipolaioe n
négligeable (Figure 3.1). C'est ce phénoméne quicasnu sous le nom effet
Overhauser nucléaiteNOE. La mesure du NOE entre deux spins peut dbrec
réalisée par deux expériences. Une premiere expeéride référence, ou l'irradiation

sélective n'est pas appliquée ; une seconde erpérieu l'aimantation d'un des deux
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spins est irradiée jusqu'a saturation et suiviemedimpulsion de lecture. Enfin, le
spectre NOE est obtenu en faisant la différenceedadeux spectres (Figure 3.1.C).

A) B) Q1 Q2 Q) Q1 Q2

saturation spin 2 l J

Figure 3.1 : Représentation de la mesure de NOE estdeux spins.

A) Les deux séquences d'impulsion pour enregigirerspectre de différence de NOE
permanent. En B) figurent les spectres obtenuschacune des expériences et en C) est
présentée la différence des deux spectres.

Pour comprendre l'origine du NOE, il est nécessdeeregarder les chemins
possibles de relaxation spin-réseau pour la pa&rgpihs nucléaireset2. La Figure
3.2 présente les quatre états d'énergie. Chageawniyénergie a été écrit avec I'état
de spin de chacun des spins couplés,aau(n;) et BB (ny) sont & une énergie
respective de ey et +uy, et ap (np) ainsi quepa (ng) sont a une énergie nulle

(seulement dans le cas de deux noyaux identiques).

A I'équilibre thermique, les populations relativies ces quatre états sont IxHaour

aa, 1 pouraf etBa, et 1-2A pour3p avecA :%ha)o/kBT .

Sur les six chemins possibles de relaxation dex dmins couplés, quatre
correspondent a l'inversion d'un seul spin et aokgssus de relaxation spin-réseau.
Leurs vitesses sont notées, Y’ ; lindice inférieur indique le changement du
nombre de spin (x1 dans ce cas) et les indicesrisup® dans la parenthese,
indiquent quel spin est inversé (X) ainsi que 1'é@& spin du spin passif (Y). Les
deux chemins restants correspondent aux processueeldxation croisée pour
lesquels les deux spins relaxent ensemble. Ceggs0s comportent une transition
double-quantum (ou le changement total du nombrespdes est de +2, avec la

probabilité de transition WY et une transition zéro-quantum (pour laquelledenbre
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de spins dans l'état et B reste globalement identique, avec la probabiligg¢ d
transition W). Ces deux processus sont des chemins supplénesmpa@rmettant aux

populations des états de spins de revenir a libgaisuivant certaines perturbations.

Figure 3.2 : Les transitions et les niveaux d'énefg pour un systéme a deux spins %2
identiques.

Intéressons nous aux signaux RMN des deux spind;; et M., sont

proportionnelles a la différence des populatiortsecies états de spin.

MLz u (nl_n3)+(n2 _n4)

(3.1)
Mz,z [ (nl_n2)+(n3_n4)

La dérivée dév; ; en fonction du temps s'écrit :
dM, dn dn,,  .dn, dn

—=0 (- + -—2 3.2

dt (dt dt) (dt dt) (3-2)

Et, de la méme maniere pour le spjron obtient la dérivée dd, ; :

dM,, dn d d dn

22 (A _ Ay, (A0 Ny, (3.3)
dt dt dt dt dt

La variation de la population de l'état de spia (n)) est donnée par les

différentes transitions présentées sur la Figi2eBpeut étre écrite sous la forme :
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d o a
d—rt‘lm ~WC (n, — %) =W, (n, — n?) =W, (n, —n?)

pertea partir du niveaul (3 4)
+ WD —n®) + W (. —n®) + W.(n. —n° '
1 (n2 n2) 1 (n3 nS) 2(n4 n4)

gaina partir duniveau2  gaina partir du niveau3  gaina partir du niveau4

ol n est la population dif™ niveau d'énergie a linstant t, ! est la population a
I'état d'équilibre de ce méme niveau d'énergie. tt@s premiers termes sont tous
négatifs et correspondent a la diminution de laufaipn de spins sur le niveau
d'énergien;. Chacun de ces termes dépend de la populationvéawund'énergia;.

Les termes positifs représentent respectivementplesessus dans lesquels la
population de I'état de spin; est augmentée, aux dépens des autres niveaux
d'énergie. Ces trois derniers termes dépendena gmpulation de chacun de ces

niveaux d'énergieng, nz etng).

En décrivant, par ces équations, I'évolution dgdaulation pour chacun des
quatre niveaux d'énergie et en considérant le caples ou les probabilités de
transition simple quanta pour un spin sont égalé8 ¢ = W, = w,® et W, 2% =
W,?P) =W, @) on peut réécrire I'Equation 3.2 pour le spiet I'Equation 3.3 pour le

spin2 sous la forme suivante (Solomon, 1955) :

dM,,
=P (M, ML)~ 0 (M, - MY,)
(3.5)
dM,,
TZ =-0?(M,,~M2) - p@(M,, ~MJ,)
ou
oY =200 +W, +W,
p? = 2@ +W, +W, (3.6)

3.1.2.3 Description de I'effet NOE dans un systemeadh protons

Si I'on considére maintenant la relaxation croisgepour un systeme despins

en absence d’interaction scalaire spin-spin, laxagion croisée de la composante de
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I'aimantation longitudinaleAM, peut s’écrire, d’aprés les équations de Solomon

(Equations 3.5) :

dAM, ()

" =-oAM, (t) (3.7)

ou AM,(t) représente la déviation de l'aimantation de vsdeur a I'équilibre
thermique e est la matrice de relaxatioa.est une matrice @axn éléments qui

peut s’écrire :

p O, 05 O

Oxn P Hp
o= :
o, 0O O O (3.8)

0O O O p

ou I'élémentao; représente la vitesse de relaxation croisée énspini et le spin.
L’élémentp; représente la contribution de la relaxation deectpartir de toutes les

autres sources pour le spin

Ces termes peuvent étre écrits en fonctions ddsapilités de transition a zéro-,

simple- ou double-quantum, comme précédemment :

n

o=l 20w )

(3.9)

ou Ry représente la relaxation longitudinale due auresunécanismes de relaxation

(échanges, paramagnétiques, CSA, ...).

Les probabilités de transitions WV, et W, ont été établies théoriguement par
Bloch, Wangsness et Redfield (Wangsretsal, 1953 ; Bloch, 1956 ; Redfield, 1957
; 1965). Elles peuvent étre exprimées a l'aide fdastions de densité spectrale
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contenant l'information sur la corrélation entre Iateractions responsables de la

relaxation des spins.

.61 ?
W :_T(%Tm/jhj Jw+w) (3.10)

Ceci permet de réécrire les termes de la matriceldration totale :

p = iii(ﬂ wjhjz[%(m)ﬂ(cq ~w )+l +w )+ R,

=10r’\4m
j#i
(3.11)
11 ()
Ij :EE(ZTWWJ [63(0% +wj)‘3(a% ‘wj)]

ouy; ety; sont les rapports gyromagnétiques des noyay, r; la distance entre les
deux noyaux etw sont les fréquences de Larmor associeées a cesxiqyeest la
constante de perméabilité magnétique du videestt la constante de Planck divisée
par 2t. Enfin J(w) est la fonction de densité spectrale et contigrformation de

dynamique.

3.1.2.4 Application aux protéines spécifiquement tonées sur les méthyles

Dans notre cas, j'ai considéré la protéine avemouavement isotrope ; la densité

spectrale peut donc s'écrire :

Ic

O T eny

(3.12)

Le paramétre d'ordre’$ient compte des mouvements entre les deux méthigte
sachant que dans une protéine structurée, la destaterméthyle entre un méthyle A

et B est grande, comparée a la distance entrertgsns intraméthyle (1.8 A), le
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paramétre d'ordre®Send vers 1 (Annexe 2). Ainsi, en négligeant teués sources
de dynamique interne, exceptée la rotation rapeterdéthyles (Tropp, 1980), et en

tenant compte de la multiplicité de ces derniasgistance moyenne interméthyle

<rA38> peut étre extraite a partir de :

3rc| toVuh 2 6 _
e 10 {4ﬂ<r3 >} (1+ Cwr)? 1} (313)

ouyy est le rapport gyromagnétique du protorest le temps de corrélation totale et

w est la frequence du spectrometre.

3.1.3 Principe de I'expérience NOESY

La séquence d'impulsion NOESY a deux dimensionprestentée sur la Figure
3.3 (Jeenert al, 1979). Elle permet I'obtention d'un spectre axddimensions
NOESY, ou la présence d'un pic de corrélation NOBS®;, Q;} nous informe de
I'existence d'un transfert d'aimantation du spuers le spin, due au terme de la

relaxation croisée;.

E M

A
 /
A
 J
A
|

'H

Figure 3.3 : Séquence d'impulsion de base de I'exjgnce NOESY.

Les quatre périodes sont notées avec une letEeE\olution, (M) Mélange, (D) Détection
et (R) Récupération. Chacune de ces périodes duespectivement;tt,, t, et d. Les
impulsions rectangulaires sont appliquées avecadgkes d’impulsion de 90° et le long de
l'axe X.

La séquence d'impulsion est divisée en quatregsartia premiére période (E),
c'est-a-dire 90°:1t90°, est la période d'évolution et d'édition de dimension
indirecte. La premiere impulsion 90° crée une aiai@on transversale. Les
composantes de l'aimantation vont alors précegwenient pour permettre |'édition

des fréquences de ces composantes durant le délailuion §. La deuxieme
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impulsion 90° restitue une partie de l'aimantatsam |'axe z. L'aimantation ainsi

placée sur z est modulée ens@Q;t, el differe pour chaque spin. Cette deuxiéme

impulsion 90° marque le début de la période de ng&gM) de durée,, (Equation
3.7). Pendant cette période, les composantes latigitles de l'aimantation de
chaque spin placé hors d'équilibre peuvent évatoers I'influence de relaxations
croisées durant le temps. A la fin du temps de mélange, une troisieme irsipnl
90° est appliguée pour créer une aimantation texsale qui sera détectée pendant la
durée 1. Enfin, la derniére période est le délai de récafpen (R). C'est un délai
d'attente (¢) qui permet, dans des conditions stationnairesesi@aurer I'aimantation

M. apres la détection du signal par la relaxatiogitolinale.

3.1.3.1 Le temps de récupération ¢l

Pendant la période d'acquisition) (et le délai de récupération;Jdl'aimantation
longitudinaleM; est (partiellement) restituée par les processueldgation le long
de l'axe z. Dans les conditions stationnairegnaitationM,(t) peut étre exprimée

par :

M, (T,

rec

)=M,(0)@-eT="") (3.14)

ou Trec correspond a la somme des périodes d'acquisitide e2cupération {t+ dy)

et M,(0) est I'aimantation de Boltzmann a I'équilibre.

Plus T, sera élevé, plus le signal détecté dans chaquaisitcun sera élevé.
Mais, inversement, plus le temps de récupératiom stevé, plus le nombre
d'accumulations sera faible a temps expérimentaistaot. Si on accumulae
acquisitions, le bruit augmente aven, alors que le signal, lui, augmentererLe
rapport signal sur bruit d'une expérience RMN éttrire, si I'on considere qu'une

accumulation dureT{ec + Tseq :

S o TeelT) 1
[N) Od-e )? (3.15)

rec seq

avecTsegla somme des périodes d'évolution et de melange.
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En pratique, pour la plupart des expériences RMimdard (COSY, TOCSY,
HSQC, ...), Tseq €St negligeable devanke, et on peut estimer le temps de

récupération par la relation suivante (Eretsal, 1987) :

T..((S/N)™) = 1,256x T, (3.16)

Dans des expériences NOESKq n'est plus négligeable devaht. ; le délai de
récupération optimale {(fpeut donc étre directement déterminé a partladgeesure

de la relaxation longitudinale; Bt en utilisant 'Equation 3.15.

3.1.3.2 Le temps de transferti)

Le second parametre important a optimiser estrigpsede mélange pour que le
transfert NOE, entre les méthyles 8eprotonés, soit optimal. Dans le cas d'un
échantillon marqué spécifiquement sur les méthdesdes Isoleucines, la densité de
protons est considérablement réduite. Pour degipest de tailles modérées avec un
temps de corrélation faible, en considérant les hyd&$ comme isolés
(d[ra-memvie << g ermenvey - intensité du signal transféré d'un méthylerers un
méthylej peut étre approximée par I'Equation 3.17 :

(=(Ry +JZUij )m)

M, =M?0g, 1, e (3.17)

Ou les termesg; et Ry, sont définis dans I'équation 3.9 et’Meprésente

I'aimantation initiale du spin

Le temps de mélange optimal durant lequel les dméthyles échangent de

['aimantation est :

oo 1 -
" RAYo) (3.18)

T

pour lequel I'aimantation maximale transféréeMst -

o,
(R +2.0)
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3.1.4 Optimisation des parametres d'acquisition paula mesure de

NOEs interméthyles dans les protéines spécifiquemiprotonées

3.1.4.1 Détermination de la relaxation longitudinag T,

Comme nous l'avons vu ci-dessus, le délai de réatipg (d) et le temps de
mélange t,) de I'expérience NOESY doivent étre optimisés fgeunir compte de la

vitesse de la relaxation longitudinale.

Le temps de relaxation longitudinaltH est mesuré par une expérience
d'inversion-récupération avec un délai de récumdrat> T, (en pratique ~10 s).
L'aimantation en fonction du temps prend la formeante :

M, (t) = M[1-2e""T?] (3.19)

La valeur de la relaxation longitudinale feut étre déterminée par un ajustement
de I'Equation 3.14 ou en déterminant la valeur gaguelle M(t) = 0. Lorsque le
signal est nul, on détermine le temps de relaxdtagitudinale T, avec la relation

suivante :

T,=7,/In2 (3.20)

oU Tny est le délai pour lequel le signal est égal a.z€adte simple relation permet
d'estimer rapidement le temps de relaxation lodgimie T, moyen pour un
ensemble de spins, dans une protéine, par unedeéxigériences a une dimension.
L'ajustement individuel de chaque signaux permetdéierminer précisément la
valeur du temps de relaxation pour chaque proton. Les valeurs de relaxation-spin
réseau proton, mesurées sur chacun des méthylesles Isoleucines dans
I'échantillon d'ubiquitine U?H], U[**C], [**C'Hg]-lle-3;, sont présentées sur le
Tableau 3.1.
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[CH3]-lle-d; T1
3 2,2S
13 16s
23 0,9s
30 19s
36 1,7s
44 1,7s
61 11s
Moyen 16+04s

Tableau 3.1 : Relaxation longitudinale pour les mélyles & des Isoleucines de
I'ubiquitine U-[ °H], U[**C], [**C'H]-lle- &, & 800MHz.
Les mesures ont été réalisées a 25°C. L'incertgudées valeurs de; Bst de + 0,1 s.

3.1.4.2 Le temps de récupération optimal ¢l

On utilise I'Equation 3.15 pour déterminer les terdp récupération optimaux, en
fonction deTseq pour différents temps de relaxation longitudingfegure 3.4). Le
temps de récupération optimal croit a la fois avectemps de relaxation

longitudinale et le temps de la séquence.

A B
) ) 14195% @00 B
= i
£ =
=) ©
== IR
U) S
= Z
[&) ~
o w
l_
| | \ | T T T T
0,5 1 1,5 2 1 2 3 4
Tseq (s) Trec (8)

Figure 3.4: A) Temps de récupération optimaux endnction du temps d'expérience,
pour différents temps de relaxation longitudinale.B) Intensité du signal relatif en
fonction du temps de récupération.

Les valeurs der_ ((S/N)™)ont été déterminées a partir de I'Equation 3.17 pidterents

rec

temps de relaxation longitudinale indiqués surdesrbes. L'intensité du signal sur bruit a
été déterminée a partir de I'Equation 3.15 et engt un temps de relaxation longitudinale
de 1,6 s, équivalent a l'ubiquitine etqF 1,3 s.
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Le délai de récupération optimal pour l'ubiquitspEcifiguement protonée est de
I'ordre de 3 s pour une expérience NOESY de dligge= 1,3 s. On peut réduire ce
délai a 1,9 s en ayant toujours 95 % du signalufiei®.4.B).

3.1.4.3 Le temps de transfert optimalt,’)

En pratique, une série d’expériences NOESY a étggairée, pour chacune des
protéines, afin de déterminer le temps de mélapgenal. La Figure 3.5 représente
la variation d'intensité de différents pics de étation NOEs interméthyles pour
I'ubiquitine. Lorsque le bruit n'est pas pris enngate, le transfert NOE est maximal
pour des temps de mélanges de 1,5 + 0,5 s, daras lde I'ubiquitine. Cette valeur
moyenne est proche des valeurs daemEsurées pour les méthyles de cette protéine
(T:"” =16 s + 0,4 s ; Tableau 3.1). Cependant, un sedg mélange élevé
augmente considérablement la durée de chaque alaionuTse, Si nous tenons
compte de la durée de I'expérience (Figure 3.9eB)temps de mélanges optimaux
passenta 1,1 + 0,4 s. Les NOEs entre méthylegr@siétant bien plus faibles que la
vitesse de relaxation longitudinalp)( le transfert est maximal pour des temps de

mélange proche de, T

A B
T O T
L m
1 I
2%T | :
S | :
= : : =
= . : <
1 1 -
£ : : z
= 0 1 I
= —é 2
1 1 —9
- 1
/ 1 I
1 I
1 I
1 I
| U T . T T
1 2 1 p)
T, () T, (8)

Figure 3.5 : Les courbes typiques des "Build-up" deNOEs de l'ubiquitine.

Les données ont été extraites a partir d'expérieNERESY enregistrées avec différents

ur l'ubiquitine U-PH], U-[*3C], [**C'Hg]-lle-8,, & 25°C, dans 100%;,D, sur un spectrométre
fonctionnant a une fréquendd de 800 MHz, équipé d'une sonde cryogénique. Lbérman

de l'intensité relative des NOEs est pour un tedgmélange entre 1 et 2 s en A. Le rapport
signal sur bruit relatif, pour tenir compte du temgxpérimental, est représenté en B ; le
temps de mélange optimal est de 1,1 + 0,4s.
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3.1.5 Détection de faibles NOEs dans les protéinspécifiguement
protonées

Pour I'observation de faibles NOEs entre des greupéthyles spécifiquement
protonés, dans des échantillons deutérés sur fessaites, une attention particuliére
doit étre prise sur les protons résiduels. Méma aiveau de deutération aussi haut
que 98%, un méthyle, avec un niveau de protonaésituelle de 2% et séparé par 5
A d’'un méthyle lled; totalement protoné, donne lieu & un pic de caicdlaNOE
plus intense qu’'un pic de corrélation NOE entrexdméthyles lled,, totalement
protonés et séparés par plus de 10 A. Une analgsstisiue de plusieurs protéines
globulaires indigue que chaque méthyle dleest entouré, en moyenne, par sept
autres méthyles éloignés par moins de 5 A. Unatite particuliére doit donc étre
prise pour l'analyse de NOEs entre des méthyles él@éignés, car des méthyles
proches, faiblement protonés, peuvent donner liauxles NOEs indésirables,
qualifiés d’artéfacts par la suite.

Pour démontrer l'importance de tels artéfacts, garegistré une expérience
NOESY (Figure 3.3), avec un temps de mélange optisar un échantillon
d'ubiquitine U-fH], U-[*’C], [**C'H4]-lle-,, d’'une concentration de 1 mM. Le
spectre obtenu est représenté sur la Figure du6iets pics de corrélation observés
(carrés rouges sur la Figure 3.6) ont une seutpiénéce proton en commun avec les
fréquences’H des 7 méthyles, des Isoleucines. Ils correspondent aux artéfacts

décrits ci-dessus.

Connaissant lattribution et la structure pour ikulitine (Weberet al, 1987 ;
Cornilescuet al, 1998), jai déterminé que certains de ces artgfgouvaient
apparaitre aux fréquences potentielles des NOEBge das meéthylesd; des
Isoleucines (carrés bleus sur la Figure 3.6).tlldesic impératif de pouvoir éliminer
ces artéfacts afin d'identifier les NOEs de manigowe ambigué, c'est-a-dire les

NOEs entre deux méthyles lg-€loignés.
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Figure 3.6 : Spectre NOESY de l'ubiquitine U-{H], U-[*°C], [*"C'H]-lle- &,.
Il a été enregistré durant 14 heures avyge 1,25 s et d= 1,5 s, sur un échantillon a 1 mM,
sur un spectrometre 800 MHz, équipé d'une sondegénique. Les artéfacts, ayant une de
leurs fréquences identiques a une fréquence desylegd, des Isoleucines, sont indiqués
par un cadre rouge. Les carrés bleus corresponaletiés artéfacts ayant leurs deux
fréquences identiques aux fréquences des métbhytss Isoleucines.

Pour supprimer ces artéfacts, jai développé ungrcaghe générale basée sur
l'utilisation d’expériences NOESY filtrées carbonegn combinaison avec
I'utilisation de marquages spécifiques a la fois leucarbone et les hydrogeénes (8
2.4.4). Une premiére stratégie consiste a utilisermarquage U%H], U-[*C],
[Y*C'Hg)-lle-3,, puis & ajouter un filtré’C dans I'expérience NOESY (Figure 3.7),
pour éliminer le signal des protons résiduelsdiés carbone-13, c'est-a-dire tous les
CH, CH, et CH autres que les méthylés des Isoleucines. Alternativement, des
expériences NOESY filtrédsC ou éditées en 3D voire 4D (Tugarinetval, 2005b),
en combinaison avec un échantillon ], U-[*C], [**C*H]-lle-3,, peuvent aussi

étre utilisées pour filtrer ces NOEs indésirables.

Le premier type de marquage est plus souhaitable pbserver des NOEs a
longue distance, car la relaxation proton du méthyest pas affectée par la forte
interaction dipolaire®*C-'H. La seconde stratégie, plus colteuse, doit étlieée
pour les plus grosses protéines, en cas de sujt@pates signaux des li& dans la

dimension proton. L’efficacité de I'expérience NOESitrée “C, pour éliminer ces
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artéfacts, est démontrée pour l'ubiquitine. L'stilfion de ce type de filtre permet de
réduire considérablement ces artéfacts en dessosesuil de détection (Figure 3.8).

03

01 b4 05
Saturationl A A § ty Tm A A ) ty
H

2 2
13 I | I I | WALTZ-16
C
Grad I I_- IJ_L.

G1 G2 G3 G4 G4 G5
Figure 3.7 : Schéma d impulsion de I'expérience NOEY avec filtre *C.
Les impulsions rectangulaires fines et larges spuiiquées avec des angles d’'impulsion
respectivement de 90° et de 180°. Sauf indicattnraire, les impulsions sont appliquées le
long de l'axe X. La fréquence de la portetidest placée au centre de la région méthyle des
lle-3, et la fréquenceé®C est placée au centre de la régigndes Isoleucines a 27 ppm.
L'impulsion sélectivéH est de type 180° REBURP (Geetral, 1991) (la durée est de 3 ms a
800 MHz, pour une largeur de bande d'inversion @@01Hz, centrée sur la région des
méthyles lled; & 0,6 ppm). La durée et la puissance des gradientsinités ms, G/cm)
sont: G1=(0.2; 26),G2=(1;6), G3=(1;23%=(0.2;58), G5=(1; 14). Le cycle de
phase est@ = 4(X), 4(-X) ;@ = X, X, X, X, =X, X, -X, X, X, =X, X, X, =X, XX; -X ; @ = 8(X) ;
8(-X) ; @ = 2(X), 2(y) ;@ = X, -X ; rec = X, -X, X, X, -X, X, X, X, -X, X, -X, X, -X, -X, X. La
détection en quadrature grest obtenue en incrémentggtle la maniére usuelle du States-
TPPI (Marionet al, 1989b). Les délais de récupération des gradmntt&té placés &= 1

ms et le délai de transfekt= 2ms.

TT T T T T[T T T T[T T T T[T T T T[T T T T T TTT 1117 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||
0.9 0.7 0.5 0.3 0.9 0.7

1H ppm 1H ppm
Figure 3.8 : Suppression des artéfacts par combireon d'un marquage isotopique
spécifique et de la séquence d'impulsion NOESY avea filtre *°C.
Les sections transversales F2 a la fréquence dhyheé&l; de lle 61 de l'ubiquitine sont
présentées. Le spectre NOESY a été enregistrénsspactrométre 800 MHz, équipé d'une
sonde cryogénique, durant 14 heures, avec la séguimpulsions de la Figure 3.6, =
1.25 s et d= 1.5 s sur un échantillon & 1 mM d’ubiquitine ], U-[**C], [**C'Hg]-lle-5,
(spectre A) ainsi que sur un échantillon & 1mM ajuline U-[H], U-[**C], ["°C'HJ]-lle-8,
(spectre B). En (A) les pics représentant desatefont marqués d’un astérisque.
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3.1.6 Applications a la détection de NOEs entre mdfles éloignés

dans les protéines de tailles modérees.

Deux systemes ont été étudiés : l'ubiquitine, conpnodééine modele, et lgS-
crystalline, une protéine de taille modérée. Decgps 2D NOESY, avec un temps
de meélange et de recyclage optimisés (8 3.1.4), &it enregistrés sur un
spectrométre 800 MHz, équipé avec une sonde cryigggna 25°C, pendant 14
heures. Pour l'ubiquitine, un échantillon 8H], U-[**C], [**C'H3]-lle-3, d'une
concentration de 1 mM a été utilisé en combinaidenla séquence d'impulsion
NOESY avec filtre’C, afin d'éliminer les artéfacts présents aux fefmes
correspondants aux méthyldsdes Isoleucines. L'analyse de la structure d¢Ska
crystalline démontre que dans une sphére de 6 duade chacun des méthyles lle-
01, il N’y a aucun méthyle présent avec une fréqugmoton pouvant étre confondue
avec celles des méthyled, des Isoleucines, spécifiquement protonés. Par
conséquent, I'analyse des NOEs a longue portée éasr méthyles ll@&,, a été
réalisée en utilisant un échantillon & 1 mM y&crystalline U-fH], U-[*%C],
[Y*C'H)-lle-5, .

Un total de dix paires de pics de corrélationsrintghyles pour l'ubiquitine et
onze pour lg/S-crystalline a été détecté. Tous les NOEs intdmyed observés pour
la yS-crystalline sont représentés sur la Figure 3.2&% traces 1D montrant les
quatre NOEs impliquant le méthyfg de I'lsoleucine 95 de IgS-crystalline sont
montrées sur la Figure 3.9.B. L'lsoleucine 169 estiet a un échange
conformationnel responsable d'un élargissement iitapb des raies. Aucun NOE

impliquant ce résidu ne peut étre détecté.
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Figure 3.9 : Structure secondaire de |gS-crystalline avec la répartition des méthyle®,
des Isoleucines et les NOEs interméthyles détecpur le méthyle d, de I'lle-95.

En A) les NOEs observés sunia-crystalline entre les méthyldsdes Isoleucines (spheres
rouges) sont indiqués par des fleches vertes. Ehe8)ections F1 aux fréquences des
méthylesd; des Isoleucines 126, 117, 137 et 175 sont repidserie spectre 2D-NOESY a
été enregistré sur un spectrometre 800 MHz, éqdiijpge sonde cryogénique, pendant 14
heures, avet, = 0.8 s et d= 1,5 s, sur un échantillon de 1 mMy&crystalline U-{H], U-

[2C], [°CtH2]-lle-3.

La comparaison de la distribution des distanceseenéthyles; des Isoleucines,
prédites a partir des structures de l'ubiquitinerf@slecuet al, 1998) et de laS-
crystalline (Grishaewt al, 2005), avec les pics de corrélation observés s
spectres NOESY, indique que tous les NOEs obsem#sspondent a des distances
interméthyles comprises entre 4 A et 12 A, Figur#03 Toutes les paires de
méthyles distantes par moins de 10,5 A donnentdidles NOEs observables. Pour
les distances interméthyles comprises entre 1@&61R,5 A, plus de 60 % des NOEs
sont encore détectés des deux cotés de la diagdnagpectre NOESY, avec un
rapport moyen de signal sur bruit supérieur a ®stlintéressant de noter que les
trois pics de corrélation non détectés entre 1026 A (en gris sur la Figure 3.10)
correspondent aux NOEs impliquant le méthylele I'lsoleucine 44 de I'ubiquitine.
Alors que toutes les chaines latérales des Isolesicse situent dans le caceur
hydrophobe et sont caractérisées par une faiblalitdéplette chaine latérale se situe
a la surface de la protéine et est caractériséempaidynamique importante (Lee
al, 1999). L'efficacité du transfert NOE est dimin#eause de la mobilité de cette
chaine latérale, réduisant l'intensité des piceateélation attendue en dessous du

seuil de détection.
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Figure 3.10: Distribution des distances interméthies entre méthyles lled, dans

I'ubiquitine et la yS-crystalline.

L'axe des abscisses correspond a la distance meystarprotons déterminée a partir des
structures de l'ubiquitine (pdb : 1D3Z) et deyia-crystalline (pdb : 2A5M). Les NOEs
impliquant lle-169 ont été omis, du fait de I'échamonformationnel caractérisant ce résidu.
Les NOEs détectés expérimentalement sont représpatéles barres noires. Les NOEs non

détectés, impliquant le méthyde mobile de lle-44, sont représentés en gris.

3.2 Quantification des distances interméthyles

3.2.1 Matrice de relaxation totale

L'analyse quantitative des NOEs entre protons ¢fisée, pour les études
structurales dans les molécules biologiques, etcomre trois difficultés

majeures diminuant la précision de mesures dessités des pics :
() Le transfert de I'aimantation par des voiesyékes (la diffusion de spins).
(ii) La dynamique interne du systeme.
(i) Le recouvrement des pics de corrélation.

L'utilisation de la matrice de relaxation dans térprétation des valeurs
NOEs s’avere étre pratique pour tenir compte dilproe de la diffusion de spins
(Keeperset al, 1984 ; Lefévreet al, 1987 ; Boelenst al, 1988 ; Borgia®t al, 1990 ;
Koehl et al, 1990). Des programmes itératifs permettant d'effiles structures,

incluant le calcul des parametres de la matriceethexation, ont été utilisés pour
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résoudre la structure d’oligomére d’ADN (Boelegisal, 1989) de méme que la
structure de protéine (Nilgest al 1991). Dans le cas de petits peptides, ou
I'ensemble des résonances est bien résolu, ctbst-Bes pics diagonaux ainsi que les
pics de corrélation, la matrice de relaxation pee calculée a partir d’'un seul
spectre NOESY (Mirau, 1988). Toutefois dans le @agrotéines, le recouvrement
des pics diagonaux et de corrélation est une difécqui limite I'utilisation de la
matrice de relaxation totale. Plus le réseau desspst dense, plus la propagation
d'erreurs est importante dans le calcul. Pourtant'on utilise un marquage
isotopique spécifiqgue, on simplifie le réseau denspa sept méthyles pour
l'ubiquitine U-PH], U-[C], [**C'Hg)-lle-d,, ce qui est une simplification
considérable en comparaison avec les 700 protogsepts dans I'ubiquitine
protonée. Les pics diagonaux et de corrélationlsuspectre NOESY sont tous
résolus. Si l'on considere une protéine globulagent les chaines latérales
intervenant dans le coceur hydrophobe sont soumisesmea faible dynamique,
l'utilisation de la matrice de relaxation totalegitalors étre une méthode de choix
pour extraire précisément des distances entreqsatans un tel systeme simplifié.

Dans une expérience NOESY, les volumes des NOEs k&3 paires de protons

peuvent étre décrits par I'équation de Bloch :

%V(rm) =—oV(r,) (3.21)

ou V(ty) est la matrice des volumes des pics de corrélatiosi que des pics
diagonaux, extraits a partir des spectres NOESYegisirées avec le temps de
mélanger, eto est la matrice de relaxation. L'intégration dguation de Bloch peut
alors étre effectuée analytiquement afin d'obtienimatrice des volumes au temps de

mélangety:

V(r,) =exp-0o.r, )V (0) (3.22)

V(tm) et V(0) sont mesurables par des expériences NOEB&st donc possible de
déterminero ainsi que les distances entre les protons. L'égua®.20 peut étre

réarrangée pour donneren fonction des termes detyj et V(0) :
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o=-(nM,)v©) )z, (3.23)

L’obtention de la matrice de relaxationa partir de Vi) et de V(0) revient a un
simple probleme de détermination de matrice. Laiogtes distances interméthyles
est alors extraite a partir des termes hors diagow la matrice de relaxatian

grace a I'Equation 3.13.

3.2.2 Applications

Pour évaluer la précision de mon approche et afinatlyser les effets éventuels
de diffusion de spins, I'analyse de la matrice elexation totale a été utilisée pour
extraire les distances interméthyles a partir qectses NOESY. Etant donné la
haute résolution des spectres (8 2.4.5) et la @itépldu systeme de spins dans
I’échantillon protoné spécifiguement sur les dle-la matrice de relaxatioa peut
étre directement déterminée a partir des volumespies diagonaux et des pics de

corrélation expérimentaux.

Les volumes des pics dey{) (diagonaux et de corrélation) sont mesurés sur le
spectre NOESY, enregistré avec un temps de mélapgmal, pendant 14 heures.
Les volumes des pics de V(0) (diagonaux) sont #gtra partir d'une autre
expérience NOESY, enregistrée avec un temps dengetlaul ; compte tenu du fort
rapport signal sur bruit caractérisant les picgaliwux, le temps expérimental de
cette expérience NOESY est réduit au minimum (lmlore d'accumulation = 16,
pour 1 heure d'acquisition). Un facteur correcsif &pliqué sur les volumes de V(0)

afin de compenser cette différence.

Les systemes de spins dans des échantillons dquitibe et de la/S-crystalline
protonées spécifiguement sur les méthyledilleent composés, respectivement, de
sept et de neuf spins équivalents. J'ai écrit mgnamme nommé RELOAD fill-
RHaxation-matrix analysis for L@g-rAnge methyl methyl iBtance measuremeint
permettant de calculer directement les distancesnéthyles a partir des fichiers
dintensités des matrices NOESY (le programme esspodible sur
http://www.ibs.fr/ext/labos/LRMN/softs/welcome.htme protocole d'utilisation est

détaillé en Annexe 3). Ce programme demande, coparemeétres d'entrée : deux
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fichiers contenant la matrice des volumes des NO&SY de Vtn) et de V(0). De
plus, afin d'extraire directement les distancesrinéthyles des termes hors
diagonaux de la matrice de relaxatimnle temps de corrélation total de la protéine,
Tc, doit étre fourni comme parametre d'entrée darslieul. 1l peut étre estimé par

des expériences de mesures des parametres deicgigXg T,) standard.

3.2.2.1 Résultats

Dans le cas simplifié d’'une rotation rapide desuges méthyles par rapport au
mouvement globale de la protéine, la distance muyemtre les méthyles i et j peut

étre estimée directement a partir des élemantke la matrice de relaxation.

La comparaison des distances expérimentales agedistances extraites a partir
des structures de I'ubiquitine et de/&crystalline montre une trés bonne corrélation
(Figure 3.11). Le coefficient de corrélation delBea Rp est de 0,96. Le plus grand
écart se produit entre les résidus 3 et 13 deglutme. Une étude indépendante a
montré que les chaines latérales de ces résidptepedifférents rotameres (Cheti

al, 2003) et ne peuvent donc pas étre représentées@atructure unique.

Les distances supérieures & 5 A peuvent étre détem avec une précision
moyenne de 9 %, sans l'utilisation d’'une quelconrgférence interne de distance.
En dépit de la simplicit¢ du modéle dynamique, detances dérivées des NOEs
demeurent précises. L'incertitude est réduite 3 4i%on ne considere que les paires
de méthyles appartenant a des chaines latéralpsupéant qu'un seul conformere et

pour laquelle une structure haute-résolution espatible. En raison de la
dépendance er(r‘3>2 du NOE (Equation 3.13), les distances extraiteat so

relativement peu sensibles a l'erreur surtde Dans la limite d’'une diffusion
rotationnelle globale lente, une erreur de 30 %,lestemps de corrélation totad,
aura comme conséquence une erreur de 5 % surdesacks expérimentalement
déterminées. Ceci nous permet de justifier I'ailen du modéle de mouvement

global isotrope pour les protéines globulaires. Di@ancas de distances interméthyles

courtes, I'approximationd(;"* ™" << di*"™""*) n'est plus valide et le paramétre
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dordre $ ne tend pas vers 1 ; on a donc une surestimatEm distances

expérimentales.

e

T T T
4 6

T T T
10 12

T | T
rréﬁ3 (A)
Figure 3.11 : Comparaison des distances expérimei¢s calculées a partir des volumes
des pics NOEs avec les distances références a pades structures de Il'ubiquitine
(cercles bleus, PDB : 1D3Z) et de ig5-crystalline (cercles rouges, PDB : 2A5M).
La déviation standard des distances référenggsapartir de I'ensemble de structures est
représentée par une barre d’erreur horizontaler Palguler la déviation standard pour les
distances expérimentales.f), un ensemble de mille volumes a été généré emtaajb
aléatoirement du bruit, correspondant aux bruitséamentaux de I'expérience NOESY
(représentée par une barre d’erreur verticale).

3.2.2.2 Importance de la faible densité de protordans I'extraction des distances
interméthyles
L’analyse de la matrice de relaxation totale perrégalement d'évaluer la

contribution de la diffusion de spins sur les plescorrélation NOEs observés.

Pour cela, la matrice de relaxation, déterminéeéexyentalement pour les
méthyles lled; de layS-crystalline, a été utilisée pour simuler les wods des pics
de corrélations NOEs. Pour évaluer la contributleria diffusion de spins des NOEs
entre les méthyles et j, les élément®; et g; correspondants, dans la matrice de
relaxation totale, ont été arbitrairement fixésre waleur nulle avant le calcul des
volumes des NOEs. Ceci a pour effet de modélisejuement la partie des NOEs

observés, due a la diffusion de spins.

Bien que des temps de mélange relativement loregg été employés (0,8 s pour

un temps de corrélation globale de la molécule @& hs), la diffusion de spins
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représente seulement 12 % des volumes des picerd#ation, pour des méthyles
séparés par plus de 10 A dang3acrystalline U-fH], U-[*°C], [**C'Hg]-lle-5,. Ceci
s'explique par le fait que la densité de protoms\sdcette protéine spécifiguement

marquée, est réduite a 2 % (Figure 3.12).

Hile 5, Hile 5,*Hval y,/y, Hméthyles
*+HLeu 5,75,
0
2% 9 %
f{ﬁ%}
! Ay | Y
I
- <(;{<\ﬁ§f J
| /7 —~—
T
//’/\7~ LY
(\‘ ;\(

Figure 3.12 : Densité de proton dans layS-crystalline en fonction des sites
spécifiquement protonés.

Les protons sont représentés par des sphéres rpagesin marquage : A) uniguement sur
les méthyle®, des Isoleucines ; B) les méthyles des ValinesL desines et les méthylés

des Isoleucines ; C) I'ensemble des méthyles oy kes protons échangeables et E) tous les
protons. Le nombre d'atomes d'hydrogéne est notéugye et le pourcentage correspond a la
densité de protons.

Afin d'établir I'importance de la faible densité pietons dans la précision de la
quantification des distances interméthyles, jaisidéré deux cas supplémentaires.
Dans le premier, on considere qu'en plus des nexhyl des Isoleucines, les
méthyles des acides aminés des Leucines et dese¥abnt protonés, la densité de
protons est alors de 9 %. Dans le second cas,lésugroupements méthyles sont
considérés protonés dansyfacrystalline, la densité de protons est alorsifé.1l a
simulation de la matrice de relaxation totale indigque la contribution de la
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diffusion de spins augmente ainsi respectivemet@% et a 92% (Figure 3.13) pour
des pics de corrélation NOEs observés entre ddsytastlled; éloignés par plus de
10 A. Dans de tels systémes, compte tenu de lsagatipn importante des erreurs
lors de la détermination de la matrice il devient alors difficile de déterminer

précisément ces distances.

lle 3, Hie 51+HVaI 7,
Leud /s,

méthyles

o0+—-4 f--=-- -

60+—-4 f--=-- -

w04+-4  pt-=--- -————

204+-4 f-—--- -_——

% de l'intensité d’un pic de corrélation

2% 9%
Densité de proton

Figure 3.13: Evaluation de la contribution de la dffusion de spins dans un pic de
corrélations NOEs interméthyles.
La contribution de la diffusion de spins (en noides pics de corrélations NOEs

observés entre les méthyles 8eséparés par plus de 10 A dang3acrystalline. Les
densités de protons correspondent aux valeurskiguae 3.11.

En comparaison, dans une protéine perdeutéréeontalréintroduit des protons
par échange avec le solvant, la densité de protshgle l'ordre de 20 %. Cette
densité de protons est cing a dix fois plus impaeague pour la protonation
spécifique des méthyley des Isoleucines. Ceci explique le fait que lesadises
Hn-Hn ne peuvent étre quantifiees précisément, méme dass protéines
perdeutérées (Koharudiet al, 2003), et justifie notre approche de la protarati

spécifiqgue de quelques sites dans une protéinepnde.

3.3 Conclusions et Perspectives

La méthode proposée ici pour la mesure des cotggpréecises a longue portée
entre des méthyles se fonde sur la réduction tletldge diffusion de spins par une
protonation spécifiqgue de quelques sites dansd&ime. J'ai montré que des NOEs

entre méthyles distants jusqu'a 12 A peuvent éétectés et donnent lieu a des
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contraintes de distances précises. L'efficacittadaéthode a été démontrée sur une
petite protéine modéle, I'ubiquitine, aussi bier guir une protéine de taille modérée
la yS-crystalline, une protéine de masse moléculairel@ekDa. Cette approche
permet d'augmenter la précision sur les modeélestanaux de protéines allongées,

modulaires ou des complexes macromoléculairesédymdir RMN.

Les bons résultats, obtenus avec cette stratégigrdwmnation spécifique,
justifient le développement d'autres sondes queaméthylesd; des Isoleucines et
donc le marquage spécifique des autres acides amonienants des groupements
méthyles. Par exemple, la protonation spécifique sdalement I'un des deux
méthyles des Leucines et des Valines peut étresééalen utilisantt-cétoisovalérate
comme unique source de protons, lors de la surssiore d'une protéine dansdeli
(8 2.5). Aux vues des propriétés dynamiques favesatbu méthyle de I'Alanine et de
I'attribution, a priori plus aisée, la mise au poitun protocole de protonation
spécifigue du méthyle de I'Alanine (8 2.6) est liaspintéressante parmi les acides
aminés restants. Toutefois, le marquage spécifidaela Thréonine et de la
Méthionine peut étre envisagé, par la suite, paspaser de I'ensemble des sondes
permettant, ainsi, d'adapter cette stratégie a lus grand nombre d'études de

protéines.

3.4 Mesure précise de distance entre méthyles sépardans

des protéines spécifiguement protonées

- 109 -



110 CHAPITRE 3MESURE PRECISE DES DISTANCES ENTRE METHYLES
ELOIGNES DANS LES PROTEINES SPECIFIQUEMENT PROTGNEE

JIAIC|S

COMMUNICATIONS

Published on Web 12/23/2006

High-Accuracy Distance Measurement between Remote Methyls in
Specifically Protonated Proteins
Remy Sounier,§ Laurence Blanchard,§ Zhengrong Wu,* and Jérome Boisbouvier*$

IBS, Institut de Biologie Structurale Jean-Pierre Ebel, 41 rue Jules Horowitz, F-38027 Grenoble, CEA, CNRS,
Universite Joseph Fourier, and Biochemistry Department, The Ohio State University, Columbus, Ohio 43210

Received October 10, 2006; E-mail: jerome.boisbouvier@ibs.fr

NMR structure determination of biological macromolecules in
solution has relied on the use of semiquantitative NOE distance
restraints and dihedral angle restraints. The introduction of orien-
tational information derived from residual dipolar couplings has
allowed a significant improvement in the precision of structural
models of globular proteins.! Nevertheless the lack of long-range

distances remains a major limiting factor for the accuracy of

structure determination of modular and elongated biomolecules as
well as for biomolecular complexes. The use of perdeuterated
samples and improvement in spectrometer hardware have allowed
in the last years the measurement of distance restraints between
protons separated by up to 8 A.2 Detection of 'H—'H NOEs between
more remote protons has been hampered by the small magnitude
of such effects due to the ¢ dependence. Here we demonstrate
that observation of "H—'H NOEs over distances of up to 12 A is
feasible using a highly deuterated protein in which protons have
been selectively incorporated into isoleucine di-methyl sites. By
reducing the proton density to 2—3% compared to fully protonated
samples, the measurement of accurate long-range distance restraints
becomes possible. The detection of NOEs between such remote
protons benefits from three major effects. First, because of the
proton multiplicity, the choice of methyls for selective protonation
enhances signal transferred between two sites by a factor of 9, in
the limit of long intermethyl distances. Second, in highly deuterated
samples, methyl protons are characterized by favorable transverse
and longitudinal relaxation rates providing high resolution and
signal-to-noise ratio of the NMR spectra.’ And last, by reducing
the proton density, spin diffusion is considerably reduced, a
prerequisite for accurate distance measurements. Long mixing times
can then be used to transfer substantial amounts of magnetization
through very weak NOEs.

The efficiency of the method for observing the long distance
NOE is demonstrated on two proteins for which high resolution
solution structures are available: ubiquitin and yS-crystallin, a 19
kDa protein comprising two domains.* Highly deuterated samples
with selective incorporation of protonated methyls on Ile-0; methyl
sites of ubiquitin and yS-crystallin, have been prepared using 2-keto-
3,3-d>-butyrate as the unique proton source during protein over-
expression in E. coli as previously proposed by Gardner and Kay.*
A protocol has been implemented to incorporate selectively
protonated methyls on Ile-d; sites with an efficiency larger than
98% while the average deuteration level at all other sites in the
overexpressed proteins remains larger than 98% (Supporting
Information S1). As all the 'H resonances of Ile-0; methyls (7 for
ubiquitin and 9 for yS-crystallin) are well resolved, all the NOESY
spectra have been recorded using 'H edited 2D-experiments
(Supporting Information S2).

¥ Institut de Biologie Structurale
The Ohio State University.
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Figure 1. (A) lle-0; intermethyl NOEs observed in yS-crystallin are
indicated by green arrows. Ile-169 does not give rise to detectable
intermethyl NOEs owing to extensive line broadening. (B) Intermethyl NOEs
detected for 11e-95-0,. F cross-sections at 01 methyl frequency of Ile 126,
117, 175, and 137 are displayed. The 800 MHz NOESY spectrum has been
acquired in 14 h on a 1 mM sample of U-[?H],[CH;]-1le-0; yS-crystallin.

The optimal NOE mixing time for transfer between protonated
Ile-0; methyls was determined from the build-up of cross-peak
intensities in a series of short 2D NOESY spectra. Maximum cross-
peak intensities were obtained for mixing times of 1.25 and 0.8 s
for ubiquitin and yS-crystallin, respectively (data not shown). 2D
NOESY spectra with optimized mixing times have been acquired
at 25 °C in 14 h for each protein on a 800 MHz spectrometer
equipped with a cryogenic probe. A total of ten pairs of intermethyl
cross-peaks for ubiquitin and eleven for yS-crystallin has been
detected. All the intermethyl NOEs observed for yS-crystallin are
displayed in Figure 1A. 1D traces showing the four observed NOEs
involving methyl 0, of Ile-95 are displayed in Figure 1B.
Comparison of the distance distribution of Ile-9; methyls predicted
from the ubiquitin and yS-crystallin structures* with cross-peaks
detected in the NOESY spectra, revealed that all observed NOEs
correspond to intermethyl distances ranging from 4 to 12 A (Figure
2). All methyl pairs distant by less than 10.5 A give rise to
observable NOEs. For intermethyl distances ranging from 10.5 to
12.5 A, more than 60% of the expected NOEs are still detected on
both sides of the NOESY diagonal with an average signal-to-noise
ratio of 5:1.

To evaluate the accuracy of the method, a full-relaxation-matrix
analysis was employed to extract distance restraints from NOESY
spectra.® Given the high resolution of the spectra and the simplicity
of the spin system in Ile-0; methyl specific protonated samples,
the relaxation matrix o can be directly determined from diagonal-
and cross-peak volumes in NOESY spectra (Supporting Information
S3). For the simplified case of fast rotating methyl groups in an
isotropically tumbling macromolecule,” the average distance be-

10.1021/ja067260m CCC: $37.00 © 2007 American Chemical Society
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Figure 2. Distribution of Ile-0; intermethyl distances versus average
interproton distance calculated from structures of ubiquitin and yS-crystallin
(except for 1le-169).* The experimentally detected NOEs are displayed by
black bars.
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Figure 3. Comparison of the experimental distances calculated from NOE
peak volumes using full-relaxation-matrix analysis with distances predicted
from ubiquitin (filled circles) and yS-crystallin (open circles) structures.*
The standard deviation of the distances predicted from the structure ensemble
are represented by a horizontal error bar, with » = ((*—3))3. A thousand
sets of noise-corrupted NOESY peak volumes have been generated (using
experimental noise) and used to extract the standard deviation on Fexperimental
(displayed as vertical error bars). The largest discrepancy occurs between
residues 3 and 13 of ubiquitin, which have been shown to populate different
side-chain rotamers.'!

tween methyls i and j can be estimated directly from the relaxation
matrix elements oj. Comparison of experimental distances with
distances extracted from the ubiquitin and yS-crystallin structures
shows a very good agreement (Figure 3), with a Pearson’s
correlation coefficient Rp = 0.96. The distances exceeding 5 A can
be determined with an average accuracy of 9% without the use of
any internal distance reference. Despite the simplicity of the
dynamic model, the NOE-derived distances remain accurate.
Because of the (#73)> dependence of the NOE, the extracted
distances are relatively insensitive to error on 7¢. In the slow
tumbling limit, an error of 30% in 7¢ will result in an error of 5%
in the experimentally determined distances.
Full-relaxation-matrix analysis also allows us to evaluate the
contribution of spin diffusion to the NOE cross-peaks observed
between Ile-0; methyls. Although relatively long mixing times were
used (0.8 s for a 17 ns tumbling molecule), spin diffusion only
accounts for 12% of the cross-peak volumes, for methyls separated
by more than 10 A in U-[2H], [CH;]-Ile-0,-yS-crystallin (proton
density 2%). Protonation of the methyls of Val and Leu residues
(proton density 9%) or of all methyl sites in yS-crystallin (proton
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density 15%) would increase the contribution of spin diffusion to
respectively 76% and 92% of the NOEs observed between methyls
distant by more than 10 A (Supporting Information S3), making
accurate distance determination difficult. The method proposed here
for measurement of accurate long-distance restraints between
methyls relies on the reduction of spin diffusion effects by the
protonation of only few specific sites in a protein. This specific
protonation strategy can be generalized to other methyl-containing
residues. For example, specific protonation of only one of the two
methyls of Leu and Val residues can be achieved using 2-keto-3-
methyl-d3-3-d)-butyrate as a precursor during E. coli overexpres-
sion.® The selective protonation of other methyl-containing residues
can be obtained alternatively using a cell-free approach.” The
efficiency of the method was demonstrated on the small model
protein ubiquitin as well as on the 19 kDa protein yS-crystallin.
The proposed approach can be transposed to larger proteins using
13C,'"H-methyl specific labeling. Simulation indicates that in a 45
ns tumbling methyl-specific protonated protein, NOE cross-peaks
will still be detectable between methyls separated by up to 10 A
using the recently proposed 4D methyl-TROSY—NOESY experi-
ment.'” In such large proteins, spin diffusion will contribute for
less than 10% of the NOE cross-peak volumes, provided that the
total proton density remains lower than 2—3%. The possibility to
measure accurate translational restraints between distant methyls
offers new opportunities for the study of large proteins and protein
complexes by solution NMR.
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Chapitre

La Détection de NOEs entre les
méthyles dans les assemblages
supramoléculaires
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114 CHAPITRE 4. LA DETECTION DE NOES ENTRE LES METHYLES
DANS LES ASSEMBLAGES SUPRAMOLECULAIRES

4.1 Introduction

Depuis la résolution de la premiere structure detgme par RMN en 1985
(Williamson et al, 1985), de nombreux progres ont été faits pounspraser ces
techniqgues RMN standard a des systemes dontlaésil de plus en plus importante.
La détermination de structures par RMN en solusiagénéralement été limitée aux
protéines de faibles masses moléculaires (< 30ki&ajaison de l'augmentation des
vitesses de relaxation transversale des signaux RMde I'élargissement des raies
qui en dérivent par rapport a la taille des maciémdes. En combinant I'utilisation
d'aimants modernes opérant & des champs magnéstpiess, les innovations en
marquages isotopiques, telles que la perdeutérgattler et al, 1996) et la
protonation spécifique de certains sites (Gardeteral, 1998), et les avancées
spectroscopiques, le développement d'expérienegrems pour les macromolécules,
telles que TROSY (Pervushiet al, 1997) ou CRINEPT (Rielet al, 1999), ont
permis a la RMN en solution de s'adresser a degplexes protéiques de plus en
plus grands. Depuis les années 2000, I'étude deephs complexes de plus de 50
kDa a été réalisée par différents groupes RMN §Fistual, 2002 ; Riudigeet al,
2002 ; Christodouloet al, 2004 ; Sprangerst al, 2005 ; 2007). A ce jour, la plus
grosse protéine monomérique, dont l'attributiodaestructure ont été établies par
RMN, est la Malate Synthase G de masse moléculi@r82 kDa (Tugarinoet al,
2002 ; 2003a ; 2003b ; 2005a). Toutefois, sans rawehtenu la structure
tridimensionnelle par RMN en solution, des étudagatactions ont été réalisées sur
des systéemes encore plus grands, tels que le coenBi®EL-GroES 900 kDa (Fiaux
et al, 2002 ; 2004) ou le complexe de plus de 1 MDaeelatrparticule du coeur du
protéasome 20S et son activateur, la protéine $pgafgerset al, 2007). Dans des
assemblages de 360, 470 et 670 kDa, des NOEsmntomns proches dans I'espace
ont pu étre observés (Horst al, 2006 ; Sprangerst al, 2007). Compte tenu des
propriétés favorables de relaxation des méthyles dies protéines spécifiqguement
protonées (8§ 2.3) et des résultats obtenus pouprmégines de tailles modérées (8
3.1.6), l'utilisation de ce type de marquage apjparamme une stratégie optimale
pour détecter des NOEs a longue portée dans légnsys de tailles moléculaires
élevées. Dans ce chapitre, je présenterai la tositgp de la stratégie exposée au

chapitre précédent pour I'étude des complexes maaéxulaires de grandes tailles.

- 114 -



CHAPITRE 4LA DETECTION DE NOES ENTRE LES METHYLES 115
DANS LES ASSEMBLAGES SUPRAMOLECULAIRES

Pour cette étude, jai choisi d'utiliser le margaagélectif des méthyled, de
I'lsoleucine (8 2.4.6.2) sur plusieurs protéinesitda taille est comprise entre 21 et
468 kDa. J'étudierai les possibilités et les limitde la détection de NOEs
interméthyles dans de tels assemblages moléculaires

4.2 Les aspects expérimentaux

4.2.1 Expérience NOESY édité&C

Tout d'abord, I'étude de gros complexes protéiqoleige I'utilisation d'un
marquage au>C sur le carbone du méthyle. L'intérét que préseetetype de
marquage speécifique est lI'amélioration de la rémwudes spectres RMN en
distribuant les signaux RMN dans plusieurs dimemsidSi l'on s'intéresse a un
échantillon perdeutéré et spécifiguement protoméesumethyles, des Isoleucines,
seul le carboned, est marqué isotopiqguemerfC. A partir de ces types
d'échantillons, on peut enregistrer des expérieN@&ESY multidimensionnelles,

c'est-a-dire a trois ou quatre dimensions.

Toutefois, I'édition d'une dimension supplémentadans une séquence

d'impulsion entraine une perte d'un factel®t, si on prend le soin d’optimiser le
temps d’édition maximale dans la dimension ind&ettune valeur proche du temps
de relaxation transversale.TLe signal, enregistré dans une expérience NOH3Y 4
par rapport a une expérience NOESY 2D, est donandind'un facteur deux
puisqu'il y a deux dimensions supplémentaires. Qdquat, cette perte est compensée
par une durée d'enregistrement nécessairemeniopigise, requise pour l'acquisition
d'une expérience 4D. En effet, 12 heures, envsont nécessaires pour enregistrer
les expériences NOESY 2D, préalablement présef@é@d.6), alors qu'il faut 48 a
72 heures pour acquérir une expérience 4D HMQC-NOHBIQC avec une

résolution suffisante.

L'expérience 4D HMQC-NOESY-HMQC, développée par amumgpv et coll.
(Tugarinov et al, 2005b), a été implémentée au laboratoire afinr@siser les
expériences NOESY sur de grands systemes, pouwteiéties NOEs entre paires de

méthyles (Figure 4.1).
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Figure 4.1 : Schéma d’'impulsion de I'expérience HMQ-NOESY-HMQC.

Les impulsions rectangulaires fines et larges sespectivement appliquées avec des angles
d'impulsion de 90° et de 180°. A moins que celasoi indiqué, les impulsions sont
appliquées le long de l'axe X. La fréquenideest placée au centre de la région méthyle des
lle-3, et la fréquencé®C est placée au centre de la régignd®s Isoleucines. La durée et la
puissance des gradients (en unités ms, G/cm) $aht= (0.5 ; 26), G2 = (0.5 ; 18.2), G3 =
(0.2;48.2), G4 =(1; 22), G5 = (0.5 ; 16), G5 ; 14), G7 = (0.5 ; 6). Le cycle de phase
est @l = 4(x) ;@2 = 2(x, -X) ;03 = 2(X) ; 2(-X) ; rec = X, -X, -X, X. La détectienm quadrature

en g, t, et  est achevée en incrémentant respectiveipegt et @; de la maniére usuelle du
States-TPPI. Les délais de recouvrement des gtadien été placés & = 200 us, le délai

de transfert =4ms et =1/,

4.2.2 Quantification des NOEs

L'enregistrement d'une expérience 4D NOESY ne pepae d'utiliser I'approche
proposée précédemment (8 3.2.2) pour déterminevdiesnes des pics diagonaux
V(0). En effet, I'enregistrement de I'expérience réérence pour mesurer les
volumes des pics diagonaux représente une petentes non négligeable du point

de vue du spectromeétre.

J'ai développé une solution alternative pour obtenrapport entre les volumes
des pics diagonaux, V§)/V(0). Elle consiste a enregistrer deux expérien2®
NOESY, basées sur la séquence d'impulsion 4D HM@ES8IY-HMQC, ou seule la
fréequence du carbone du premier bloc HMQg ést éditée dans une dimension
indirecte. La premiere expérience est enregistvée an temps de meélange égal a
zéro et la seconde aveg, égal at,’, utilisé pour I'expérience NOESY 4D. Ce
rapport, obtenu en quelques heures grace a cesedpéxiences 2D, nous permet de
recalculer la matrice V(0) correspondant a une eepée 4D, sans temps de
mélange, a partir de la matrice des volumes dedipigonaux V{.), extraite de
'expérience 4D enregistrée avec un temps de mélapg Ces deux matrices
peuvent ensuite étre utilisées pour déterminerdaioe des distances interméthyles

a partir du programme RELOAD (8§ 3.2.2).
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4.3 Détection de NOEs a longue portée dans la magat
synthase G (MSG), une protéine globulaire de 82 kDa

La Malate Synthase G est une protéine globulaireguporte 44 Isoleucines sur
782 acides aminés. Un échantillon perdeutéré etifgpgement protoné sur les

méthylesd, des Isoleucines a été produit comme décrit a4 .8 .2.

Le temps de relaxation longitudinale glob&telle-3; de la MSG U-fH], U-[**C],
[**C'Hg]-lle-5; a été déterminé & partir d'une expérience d'ifrergcupération. Le
délai de récupération optimale dst déterminé de la méme maniere que pour des
protéines de tailles modérées (Equation 3.17). ladew de la relaxation
longitudinale, déterminée a 800 MHz pour cet édhanta 37°C, est de 1,3 s ; le
délai de recyclage optimal a été calculé de l'oddrd,6 s.

Des spectres 2D NOESY avec difféerents temps dengélant été enregistrés a
37°C sur un spectrometre 800 MHz, équipé avec onees cryogénique, afin de
déterminer le temps de mélange optima’ (= 1,3 s). On voit que ce dernier est
proche du temps de relaxation longitudinale, ceagégalement pu étre observé pour
des protéines de tailles modérées (8§ 3.1.4.3).

A patrtir de l'optimisation des différents paramgtde I'expérience NOESY, des
spectres 4D HMQC-NOESY-HMQC ont été enregistre @3pendant 62 heures
sur un spectrometre 800 MHz, équipé d'une sond®énjque, avec un échantillon a
0,9 mM de MSG U3H], U-[**C], [©*C'H3]-lle-3,. A partir de cette expérience et en
utilisant la procédure décrite au 8§ 4.2.2, la gifiaation des distances interméthyles
montre que des NOEs sont toujours détectables dagr@rotons séparés de plus de
10 A. Une illustration de pic de corrélation, dééeentre les méthyled des résidus
337 et 409, dans les plans de I'expérience 4D NQESNprésentée sur la Figure 4.2
: la distance entre cette paire de méthyles a éérmdinée a 11 + 1 A, & l'aide du

programme RELOAD (Annexe 3).
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Figure 4.2 : A) Spectres 2D de corrélation HMQC'H-*C de la MSG. B) Plans de
I'expérience 4D NOESY des pics diagonaux de 1337 #4409 ainsi que les pics de
corrélation correspondants.

Les deux expériences on été enregistrées a 37°@hsspectrometre 800 MHz, équipé d'une
sonde cryogénique, avec un échantillon concenr®raM de U-fH], U-[**C], [*°*C'Hg]-lle-
0, dans 99,9 % de O, 25 mM NaPQ@a pH = 7,4 (corrigé), 20 mM Mgget 5 mM DTT
ainsi que 0,05% NaiNEn A), l'attribution des pics de corrélation astée sur le spectre
HMQC. En B), les sélections, a droite, correspona@ex plans {*H)-F»(**C) de 1337 et, &
gauche, aux plans,@H)-F,(**C) de 1409. Les valeurs des paramétres d'acquisétoles
délais d'incrémentation de I'expérience 4D NOESM SO max= 29.4 MS, Anax = 22 MS, dmax
= 15.8 ms et 80 ms de temps d'acquisition, quéaislisé dans la dimension direct¢. Les

largeurs spectrales sont respectivement('HF = 0.43 ppm, K**C) = 4 ppm, K*C) = 4
ppm et B(*H) = 1 ppm. Les pics annotés d'une étoile corredponsoit & un épaulement du
pic diagonal, soit & des pics se trouvant dandrdaplans. La distance au sein de la paire de
méthyles a été déterminée a 11+ 1 A.

La structure de la MSG a été déterminée par dogtalphie de diffraction des
rayons X (PDB : 1D8C ; Howardt al, 2000). Nous pouvons donc comparer nos
données expérimentales avec cette structure. Aiosg les pics de corrélation,
observés dans les spectres de l'expérience 4D HMQESY-HMQC,
correspondent a des distances interméthyles coespeistre 3 A et 10,5 A (Figure
4.3). Tous les NOEs sont observés entre pairesélleytas distantes de moins de 9
A. Les distances interméthyles comprises entred8ef 10,5 A, de l'ordre de 50 %
des NOEs, ont été détectés dans les plans 4D NO&®&X, un rapport moyen de

signal sur bruit de 3/1.
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Figure 4.3 : Distribution des distances interméthyds des lled; dans MSG.

A) L'axe des abscisses correspond a la distancemeyinterprotons déterminée a partir des
structures de MSG (1D8Cles NOEs détectés expérimentalement sont représpatédes
barres noires. B) Structure secondaire de MSG kveépartition des Isoleucines (spheres
rouges) et les NOEs interméthyles détectés (flebleeses).
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4.4 Détection de NOEs interméthyles dans les assdates
moléculaires de grandes tailles : étude théoriqueed limites

et des possibilités.

4.4.1 La relaxation longitudinale T,

Comme nous l'avons présenté dans le chapitre pretésl 3.1.4), I'optimisation
des expériences NOESY consiste a prendre en cohlaptemps de relaxation
longitudinale. Les interactions principales, paurélaxation longitudinale des spins
'H dans des groupements méthyt&8Hs, sont de nature dipolaire entre les spins
intraméthyles'H-'H et *H-*C (Werbelowet al, 1973 ; 1977 ; Kagt al 1992). La
contribution de 'anisotropie du déplacement chimeigles protons des méthyles peut
étre négligée compte tenu de la faible amplitudmisotropie de déplacement
chimique (CSA) de ces proton8d = 1 ppm ; Tugarinowet al, 2004b). La relaxation
longitudinaleH du méthyle provient alors d'interactions avecd#irents atomes

dans la protéine ; on peut I'écrire sous la forme :

Rl(lH) — Rl(intra—méthyle) + RlHH (inter-méthyle) + RlHD (41)
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ou le premier terme correspondant aux contributioiaméthyles, qui peut lui
méme se décomposer en deux termes liés aux interadipolaires entre les protons

du méthyle, ainsi qu'entre les protons et le cazkiis
Rl(intra—méthyle): Rji-:H + |-:c (42)

Les deux autres termes de I'Equation 4.1 correspundespectivement aux
interactions entres les protons des méthyles et algises méthyles marqués
spécifiguement ainsi que les deutériums de la matdét.a description de ces quatre

termes, R, RC, R Mermave ot R résultant des Equations 4.1 et 4.2, est

exposeée dans 'Annexe 2.

Dans les protéines de tailles modérées, si l'ornsidere que les distances

interméthyles sont grandes devant les distances ranéthyles
(dramene << germetyey ot que le taux de protonation résiduelle sursiéss non
échangeables est négligeable, les termes prépotsiésar la vitesse de relaxation

longitudinale, sont les vitesses de relaxatioraintthyles R"" et R"“) ainsi que le

terme R™ . Ces trois contributions dépendent des fonctiendehsité spectrale aux

fréequencesyy, wcetwp (voir les Equations A2.3, A2.4 et A2.6 dans I'Aree).

Dans les grands assemblages moléculaires (> 50, kbaglaxation induite par

HC
i

ces trois interactions 'j“ , et R™) devient d’autant plus faible que le temps

de corrélation de la molécule augmente. En revarddnes le méme temps, le terme
R (nermetye) augmente de maniére linéaire aveadgEquation A2.5) : il devient

donc prépondérant dans les assemblages molécudaigsndes tailles. La valeur de
ce terme est certes proportionnelle au temps délaton de la molécule, mais elle
est également tres dépendante de la densité dmprioicalisés autour d'un méthyle.
Puisque ces deux parametres, le temps de corréletita densité de protons, sont
dépendants de I'échantillon utilisé, il est trefficlle de déterminer, de maniére

théorique, I'effet de chacune de ces interactioes ks protons des méthyles.

Néanmoins, j'ai déterminé expérimentalement le sedgorelaxation longitudinale

'H des méthyles sur différentes protéines spécifitere marquées, afin d'évaluer
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l'effet du temps de corrélation sur la relaxatiggingéseau. Ces valeurs sont
résumées sur le Tableau 5.1. De maniere généralebeerve une trés faible
dispersion des valeurs moyennes des temps de tielaxangitudinale (T"%*" =
1,33 = 0,16 s)pour les différents échantillons marqués spécifigeiet sur les

méthylesd; des Isoleucines, alors quetlevarie de 5,5 a 590 ns.

Protéine Marquages Isotopiques M T°C 1¢ T,
U-[H], U-[**C], [*°C'H)-lle-3, 9kDa 25°C 55ns 14s
ubiquitine
U-[H], U-[**C], [**C'H)-lle-3, 9kDa 5°C 9ns 12s
yajG U-[?H], U-[*2C], [**C'H3)-lle-5, 21kDa 37°C 14ns 13s
U-[*H], U-[*C], [F*CH)-lle-8, 82kDa 37°C 55ns 1,3s
MSG U-[2H], U-[*2C], [*CHg)-lle-5, 82kDa 5°C 118ns 1,1s

U-[?H], U-[**C], [**C'Hy/*°C?H3]-Leu, Val 82 kDa 37°C 55ns 0,65s

U-[H], U-[**C], [*°C*H)-lle-3, 468 kDa 50°C 240ns 1,65
TET2 U-[2H], U-[*C), [BCtHg)-lle-5, 468 kDa 30°C 370ns 1,4s
U-[?H], U-[*3C], [**C*H4]-lle- 5, 468 kDa 10°C 590ns 1,2s

Tableau 4.1 : Les temps de relaxation longitudinalenoyens pour différentes protéines a
800 MHz.

M désigne la masse moléculaire, T est la tempé&ratlaquelle I'expérience a été réalisge,
est le temps de corrélation estimé pour I'échantill la température T ef €st le temps de
relaxation longitudinale déterminée expérimental@me

De plus, pour un échantillon donné, on observediménution de I'ordre de 15 %
du temps de relaxation longitudinale [drsque letc double. Pour un faible taux de
protonation correspondant a un marquage spécitigganéthyle$, des Isoleucines,
on peut considérer que la baisse de la contributésninteractions dipolairési-'*C,
'H-H intraméthyles etH-’H compense partiellement I'effet des interactitiisH
interméthyles. Cette dépendance, observée peuenTfonction dutc, peut étre

exprimée de maniére empirique sous la forme suivant

In(re /72")

1. T, =T x085 "® (4.3)
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Toutefois, pour un méme temps de corrélation, seote une forte dépendance
du temps de relaxation longitudinale avec la dérgdt protons dans la protéine. Ceci
est illustré a partir de deux échantillons de M8@, marqué spécifiguement sur les
méthylesd; des Isoleucines (8 2.4.6.2) et l'autre sur l'us deux méthyley des
Valines etd des Leucines (8 2.5.4). Si I'on compare le margquagtopique
spécifigue des Isoleucines (44 méthyles protonésitre le double marquage
spécifigue des Leucines et des Valines (116 méhymtonés), le temps de
relaxation longitudinale est diminué par un factedeux alors que la densité de

protons est multipliée par un facteur 2,6.

4.4.2 Etude du transfert d'aimantation NOE en fonabn de la taille
de la molécule

Comme nous lavons vu au 8 3.1.4.3, le transfetmdntation dans une
expérience NOESY dépend en partie du temps de gelde I'expérience NOESY.
Dans un systéme caractérisé par une faible demktéprotons, I'aimantation
transférée entre un méthyletj peut étre approximée par 'Equation 3.19. Le temps

de transfert optimal est donné par :

0 —

1
D) @

T

De plus, comme nous l'avons montré au § 4.4.litéase de relaxation longitudinale
d'un méthylei, Ry;, dépend principalement de la densité de protomsueamt ce

méthyle, peu du temps de corrélation de la molécBleur les assemblages
moléculaires de grandes tailles (> 50 kDa), lemésro; sont, eux, directement

proportionnels auc. Dans des systemes faiblement protonés et de taddérée, on

a: R, >> ZJ". . Le temps de mélange optimal ne varie alors pasdmip et on
peut approximer :7°=(R,)™" (§ 3.1.4.3). En revanche, pour des assemblages

moléculaires de haut poids moléculaire, on & << ZO'U- ; ainsi, le temps de

mélange optimal sera directement proportionnel amps de corrélation

Ty = (zaij)_l: f(rc).
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En tenant compte de la dépendance®du termeRy; (Equation 4.3), mais aussi
des termesyj, il est possible de simuler le transfert d’aiméota pour différents
temps de mélange en utilisant 'Equation 3.19. Rousystéme de spins isolés dans
MSG, en considérant un marquage isotopique spgeifgur les méthyled; des
Isoleucines et la structure (PDB : 1D8C), la dénaittour d'un méthyle, c'est-a-dire
la distance moyenne effective entre les protons aiéthyle et les autres protons des
méthyles, est de 5,5 A (Tugarin@t al, 2003b). La simulation de I'aimantation
transférée entre deux méthyles séparés par 5.5 U8 malique que le transfert
d'aimantationa;(tm), est plus efficace lorsque le temps de corrélaties molécules
augmente. Le temps de mélange optimal, est cependant de plus en plus court
(Equation 4.4). Ceci s’interpréte par le fait qagdrmeg; croit beaucoup plus vite

que R lorsque queac augmente.

—55ns

I I I I [
0,5 1 15 2 2,5

T (8)

Figure 4.4 : Simulation de I'évolution du transfert d'aimantation a;(tn,) entre deux
méthyles séparés par 5.5 A, en fonction du temps deélange ), pour différents
temps de corrélation.

L'évolution du transfert a été simulée en utilisted Equations 3.19 et 3.11, en tenant
compte de la dépendance deaVec letc de I'Equation 4.3, a partir des valeurs de réfigen
de MSG a 37°C ({F 1.3 s etic= 55 ns). La distance moyenne interméthyle effectitilisée

a été déterminée a 5,5. Les temps de corrélatibeéstsont estimés pour des échantillons
dans 100 % de J® et sont respectivement de : 5,5 ns pour l'ubiigpid 25°C, 20 ns pour
une protéine de taille modérée a 25°C, 55 ns pos6GM 37°C, 120 ns pour MSG a 5°C,
240 ns pour TET2 a 50°C, 370 ns pour TET2 a 30°&96tns pour TET2 & 10°C.

Le temps de transfert optimal est estimé a 1,1us poe protéine caractérisée par

un temps de corrélation de 55 ns, telle que la M&®rbe rose sur la Figure 4.4).
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Ce temps de mélange est trés proche du temps dageébxpérimental estimé pour
MSG @’ = 1,3 s ; § 4.3). Lorsqu’on multiplie & par un facteur dix (courbe noire
sur la Figure 4.4), on observe une augmentationladéraction d’aimantation

transférée pour un NOE d'approximativement un tacjeatre, alors que le temps de
transfert optimal est réduit a 0,4 s. Néanmoingrdduction de ce gain de transfert
d'aimantation, en terme de distance maximale obbtxventre deux méthyles,
requiert de considérer la dépendance du temps keat®n transversale des

méthyles avec lec de la molécule.

4.4.3 La relaxation transversale limite la distanceffective des NOEs
a longue portée

Comme nous venons de le voir pour les grosses miekc(>40 kDa)
spécifiguement protonées sur les méthyles, l'aiat@mmt transférable par l'effet
Overhauser entre deux meéthyles augmente avec lpstate corrélation de la
molécule. L'aimantation transférée se traduit, emé de volume, par un pic de
corrélation NOE observé dans la matrice 4D. Poterdéner la distance maximale
observable par cette approche, il nous faut détennde seuil limite de sensibilité
correspondant a l'intensité minimale que doit awoirpic de corrélation pour étre
détectable. Il nous faut donc tenir compte de laatian de la relaxation transversale

des signaux RMN en fonction du.

La distance maximale pour laquelle on peut déteatdransfert NOE est fonction
du temps de corrélation du systéme. En effet, méinla quantité d'aimantation
transférée est plus importante lorsque le tempsod&lation augmente (Figure 4.4),
la largeur de raie des signaux va également augmet prenant soin d’optimiser
le temps d’édition maximal dans chaque dimensiodirécte, comme décrit

précédemment (8§ 4.2.1), en utilisant une valeurch®odu temps de relaxation

transversale< R, >™, le rapport signal sur bruit, dans I'expérience HBDIQC-

NOESY-HMQC, va diminuer ave®,*’>. Dans la dimension de détection directe, la
perte du rapport signal sur bruit est proportiolengl la vitesse de relaxation
transversale. En remarquant que la vitesse de atgax transversale, JR est

proportionnelle ac (Annexe 2) et en utilisant les Equations 3.11,et.3.4, on peut
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déterminer la distance maximale qui correspondliniée de détection de NOEs, en

fonction dutc :

ref %1 ref
réf (Rll + Z )
rmax rmax( C j [ (Rll + z ij ] (45)

oU rmax correspond a la distance maximale observable pourc: donné. Pour la

simulation, les valeurs obtenues a partir de MS& & (T; = 1,3 s,Tc= 55ns et

ref

rif = 10R) m'ont servi de référence. Toutefois, I'Egua®.5 n’est valide que dans

le cadre des molécules de grandes tailles aydonktion de densité spectral@))

prédominante devant les fonctions de densité sgecux fréquenceasc et wy.

)
N

MSG 82 kDa

o
o

®
@

TET2 468 kDa

Distance maximale (A)
(2]

EN
EN

N}
N

UL AR AR AR RN AR RN RN RN R R RN RN RN NN RN RN R RN RN RN R RN RN RN RN RRRRRRRRRRRRRRE|
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

1 (ns)
Figure 4.5 : Distance maximale observable au seiriuthe paire de méthyles en fonction
du temps de corrélation de la protéine.
La courbe noire correspond a I'Equation 4.5 avewddeurs de référence suivantes =T1,3

réf

s, Tc= 55ns etr. = 10A. Les barres correspondent a la distancedieipérimentale pour

laquelle des paires de méthyles donnent lieu a Ot Nlétectable. L'incertitude sur la
détermination des distances est notée sur lessharre

Cette simulation nous indique, qu'avec un marquspgeifigue des méthyles, de
nombreux NOEs interméthyles peuvent étre détectéss ddes assemblages
moléculaires de grande taille. Par extrapolation/os considere un assemblage
supramoléculaire thermophile de plus de 1 MDa, espand a un temps de
corrélation de l'ordre de 500 ns a une tempéraleré&0°C, il parait possible de
détecter des NOEs entre de paires de méthylesiiista 5 A.
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4.5 Application a des assemblages moléculaires deagde

taille

4.5.1 Utilisation de MSG comme un systeme modele

En abaissant la température de I'échantillon de MB&Gviscosité du milieu
augmente, entrainant une augmentation du tempsrdéation de la protéine. L&,

pour une molécule sphérique, est donné par leel@tdke-Einstein :

_4nVnp

4
© 3T

(4.6)

oun est la viscosité de la solution et dépend dergpérature T, V le volume de la
molécule assimilée a une sphérg ekt la constante de Boltzmann et, enfin, T est la
température en Kelvin. Le temps de corrélation paWSG a 5°C est ainsi estimé a
118 ns, ce qui correspond au temps de corrélatiorecrotéine de 200 kDa a 37°C

(Tugarinovet al, 2003c).

La comparaison des spectres de corrélation HMBES®C, enregistrés sur le
méme échantillon de MSG que précédemment, estmigessur la Figure 4.6. On
observe un élargissement des raies dans la dinmedsialétection’t). Cependant,
cet élargissement est plus important pour certaiics de corrélation, ce qui conduit
a leur disparition. On observe également un découdht de certains pics de
corrélation (Cadre rouge sur la Figure 4.6). Casxdghénomenes sont la signature
de phénomenes d’échanges conformationnels, quitaffe notablement la qualité
des spectres RMN de MSG a basse température.ilitgittn des fréquences de
résonances des pics de corrélation établie a 378 aeportée sur les signaux
observables a 5°C, en acquérant successivemeigyplexpériences HMQC, a des
températures de plus en plus faibles. Sur les@éusines attribuées sur le spectre a

37°C, seulement 35 pics de corrélation sont aiskau5°C, soit de I'ordre de 80%.

- 126 -



CHAPITRE 4LA DETECTION DE NOES ENTRE LES METHYLES 127
DANS LES ASSEMBLAGES SUPRAMOLECULAIRES

A) B)
3 s S U S
8f 1 _ _ _ e — i _ _ | _
0
104 L
8T ¢ s i
et [}
O 124+ L
0 I )
L 0 .&. ° B
(- 3
144 0% 000 ° L
e 0
L 0?3@ B o
' ()
161 o +
I ° + (- o
I T=37°C| | T=5°C
] 1.0 05 0.0 T 1.0 05 0.0 '
H (ppm) H (ppm)

Figure 4.6 : Spectres 2D de corrélation HMQCH-*3C de MSG & 37°C et 5°C.

Les spectres ont été enregistrés sur un spect®n8® MHz, équipé d'une sonde
cryogénique, dans ), sur un échantillon & 0.9mM de MSG ], U-[*°C], [**C'H]-lle-

0;, & deux températures : 37°C en A) et 5°C en B)déaoublement des pics de corrélation
entre les deux spectres est présenté dans le rcadye.

Une expérience d'inversion-récupération a permisdéerminer la valeur du
temps de relaxation longitudinale globale a 1 llestemps de mélange optimal a été
estimé & partir d'une série d'expériences 2D NOES)Y = 400 ms. Cette valeur est
deux fois plus petite que la valeur simulée (cowlange sur la Figure 4.4). Ceci
peut s'expliquer par une rotation des méthyles [@nte due a la diminution de la
température. Une expérience 4D HMQC-NOESY-HMQC & aregistrée a 5°C,
pendant 68 heures, sur un spectrométre 800 MHzp&aglune sonde cryogénique,
avec un échantillon & 0,9 mM de MSG ], U-[*°C], [**C'Hz]-lle-5,.

J'ai comparé la distribution des distances entr¢hytes o, des Isoleucines,

prédites a partir de la structure de la MSG, epies de corrélation observés dans les
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spectres 4D HMQC-NOESY-HMQC a 5°C, aprés avoir @értoutes les distances
impliqguant des méthyles qui ne sont plus obsergabeite aux phénoménes

d’échanges conformationnels (en gris sur la Figusg.

Cette analyse nous révéle que des NOEs entre liylesséparés par 7.5 A sont
toujours observables dans des macromolécules éasses par urnc de plus de 100
ns. Cette valeur est légérement plus faible quelieur prédite de I'ordre de 8 A pour
un teltc (Figure 4.5). De plus, seuls 50 % des NOEs cooradgnts aux paires de
méthyles distants par moins 7 A sont observés éCatt peut étre expliqué par les
propriétés spécifiques de cette protéine a 5 °Qur Pallier a ce probleme, nous
avons choisi d’étudier le transfert NOE a plus baampérature dans un assemblage

moléculaire de pres de 500 kDa.

O nOe non observable
O nOe non observé
[l nOe observé

@
|

o
|

IN
|

Nombre de distances

N
|

> 3 4 5 6 7 & 8 10
Distance (A)
Figure 4.7 : Distribution des distances interméthyds des lled; dans MSG a 5°C.
Les paires de méthyles donnant lieu a un NOE obbtsont indiquées en noir, les paires
de méthyles pour lesquelles I'un des deux paremaiest plus observable, suite aux
phénoménes d’échanges conformationnels, en glés gtaires de méthyles, pour lesquelles
aucun NOE n’est observé, en blanc.

4.5.2 Application a I'étude de TET2, un assemblageoléculaire de
468 kDa.

TET2, pour Tetrahedral aminopeptidase”,2est un homo dodécameére dont
I'unité principale comporte 358 acides aminés (B&k contenant 34 Isoleucines.
C'est une aminopeptidase hyperthermophile, décoeiveau laboratoire de
Biophysique Moléculaire de I'IBS, ayant son acévwihaximum au-dela de 95°C. La
structure cristallographique de TET2 a été réselue2005 par Borissenket coll.

(Borissenkoet al, 2005). TET2 a été surexprimé avec le protocolem@dequage
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spécifiqgue sur les méthyles des Isoleucines de la méme maniére que MSG (8
2.4.6.2). Un spectre 2D de corrélation HM&EGC, enregistré & 50 °C, est présenté
sur cet échantillon (Figure 4.8). 30 pics de catiéh sont observés dans le spectre
sur 34 attendus, néanmoins plusieurs recouvremsmis observés. En somme,
environ 90 % des méthylés des Isoleucines donnent lieu & un pic de corglati

observable.

A) B)

13C = 13.95 ppm (F2) 13C = 11.40 ppm (F2)
ILE-y 1H = 0.86 ppm (F1) 1H = 0.86 ppm (F7)

o |

ILE-e ILE-g @ILE-O /ILE-uT
ILE-d 5 / ILE-i F10 il
% |
Y LE-aa 1 T
. %;f;

g
ILE-h =
3 O

G

13C (ppm)

L 14.0
ILE-u/ ILE-0|

0‘8 I 1 I 0‘9 OI8
H (ppm) F, H (ppm) F,

1.0 0.5 0.0 -0.5
"H (ppm)

Figure 4.8 : A) Spectres 2D de corrélation HMQC'H-*C de TET2. B) Plans de
I'expérience 4D NOESY des pics diagonaux de lle-a de-u ainsi que les pics de
corrélation correspondants.
Les deux expériences ont été enregistrées suraatremetre 800 MHz, équipé d'une sonde
cryogénique, & 50°C, avec un échantillon a 0,6 reMUe’H], U-[*°C], [**C'H_]-lle-3,, dans
99,9 % de O. En A), la numérotation des pics de corrélatisthn®tée sur le spectre a deux
dimensions. En B), les sélections de droite comedent aux plans;EH)-F,(**C) de lle-o et
celles de gauche aux plang'R)-F,(**C) de lle-u. Les valeurs des paramétres d'acauisiti
et les délais d'incrémentation de I'expérience 4DERY sont : {nax= 18.9 ms, 4= 18.5
ms, tmax = 13 ms et 80 ms de temps d'acquisition a étiséitilans la dimension directd.
Les largeurs spectrales sont respectivementF= 0,92 ppm, K**C) = 5,6 ppm, K*°C)
= 5,6 ppm et K*H) = 2,0 ppm. Les pics annotés d'une étoile comedent & des pics se
trou/\g\ant dans d'autres plans. La distance au seia paire de méthyles a été déterminée a 7
+1A

Comme pour les autres échantillons, j'ai détermimétemps de relaxation
longitudinale globale de TET2 par une expériendavelfsion-récupération. La
valeur est déterminée a 1,6 s. Une série d'exm@&seNOESY a permis d'estimer le
temps de mélange optimata’ = 500 ms pour cet assemblage dortilest estimé a
240 ns a 50°C. Cette valeur est en tres bon a@ad la simulation (courbe rouge

-129 -



130 CHAPITRE 4. LA DETECTION DE NOES ENTRE LES METHYLES
DANS LES ASSEMBLAGES SUPRAMOLECULAIRES

sur la Figure 4.4). Un spectre 4D HMQC-NOESY-HMQ@Eté enregistré a 50°C,
pendant 63 heures, sur un spectrométre 800 MHzpé&aliune sonde cryogénique,

avec un échantillon & 0,6 mM de TET2 ], U-[**C], ['*C'H4]-lle-3.

L'analyse quantitative des NOEs observés dansplestres de I'expérience 4D
HMQC-NOESY-HMQC a permis la quantification des distes entre onze paires de
méthyles, distants de 5 & 7 A, et une douziémeepa@ pics de corrélation,
correspondant & une distance de plus de 9 A (dittence peut étre surestimée par
la dynamique d'un des méthyles). Comme l'attributie cette protéine n'est pas
connue, on ne peut pas comparer directement ceéancdés avec la structure
cristallographique de TET2. Néanmoins, si on fédiydothese que les NOEs
observés correspondent aux paires de méthylesluesppoches dans la protéine,
'analyse de la distribution des distances enteengthylesd; dans TET2 indique
gue les 12 premieres paires sont séparées parst@scgs comprises entre 3.3 et 7.0
A (Figure 4.9). Ainsi, il est permis d'établir qaes NOEs atteignant 7 A peuvent
étre observés dans de tels assemblages, en tresadosond avec la prédiction

effectuée (Figure 4.5).

©
]

o
]

N
]

Nombre de distances

N
1

| | I I | | | | I
4

5 6 7 8 10
Distance (A)

Figure 4.9 : Distribution des distances interméthyds des lled, dans la protéine TET2.

L'axe des abscisses correspond a la distance moyetanprotons déterminée a partir de la

structure de TET2 (PDB : 1YQY).
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4.6 Les NOEs interméthyles pour les études structales

4.6.1 Application a I'étude d'une protéine globulaie de 21 kDa

La stratégie mise au point et présentée dans lesyq@phes précédents a éte
appliguée pour mesurer les distances intermétlsyleyajG, une protéine globulaire
de 21 kDa, dont la structure était en cours d’étddaboratoire. Un échantillon U-
[2H], U-[*3C], [**C*Hg]-lle-3; de yajG a été produit (§ 2.4.6.2) et utilisé poétecter
des NOEs interméthyles. Onze corrélations NOEs=gudires de méthyles ont été
observées. Les distances expérimentales interneéthyéxtraites a l'aide du
programme RELOAD, sont présentées dans le Tablau 4

Résidul Reésidu2 Distance expérimentale Borne sup. Borne inf
7 105 6,33 +0.04 6,86 6,20
7 144 7,56 +0.10 8,15 7,37
13 156 5,57 £0.02 6,06 5,48
87 156 4,68 +0.12 5,12 3,68
88 113 4,54 +0.01 4,98 3,54

105 144 6,83 £ 0.04 7,38 6,68
111 113 6,47 +0.21 7,00 6,34
111 156 7,25 +0.16 7,82 7,08
113 165 5,19 +0.26 5,66 5,12
114 165 6,02 +0.47 6,69 5,75
165 169 6,04 + 0.49 6,73 5,75

Tableau 4.2 : Table des distances interméthyles arngue portée utilisée dans le calcul
de structure de yajG.

La valeur de I'erreur expérimentale déterminéeogrction du rapport signal sur bruit dans
les spectres est indiquée dans la colonne desdéstaxpérimentales. Les bornes inférieures
et supérieures ont été déterminées comme indioug ldatexte. Une correction de + 0,2 A
est appliquée aux distances expérimentales, cas, ldacalcul, les distances impliquant les

protons des méthyles sont moyennées1far® > au lieu del/<r®>? de maniére
théorique (Tropp, 1980).
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Les distances dérivées de ces NOEs ont été iné@apaitans un protocole de
calcul utilisant le programme CNS. Les bornes ieffnes et supérieures des
contraintes de distance ont été obtenues a pastifedreur expérimentale. Cette
erreur représente l'incertitude liée au rappomaigur bruit des spectres NOESY.
Dans le cas des distances expérimentales extraites précision, une erreur
minimale de 5 % a été considérée, afin de tenirpterdes 5 % d’inexactitude des
distances expérimentales observées sur l'ubiqu{nd.2.2.1). Pour les distances
inférieures & 5 A, la borne inférieure a été figée A de la distance expérimentale
pour tenir compte du biais systématique observéceamant les faibles distances (8
3.2.2.1).

Afin d'évaluer l'influence de ces contraintes sarqlalité des structures, deux
calculs ont été lancés en parallele dans les méoreditions. Le premier calcul sert
de référence ; dans le second, les onze NOEs iéthylas ont été ajoutés.
L'incorporation de ces onze contraintes supplénrestasoit moins de 0,5 % du
nombre de contraintes NOEs utilisées (Tableau p8)net d'augmenter de maniere
significative la précision du calcul, sans inclule violation supplémentaire. Une
amélioration du RMSD est observée aussi bien sgqgielette que sur I'ensemble
des atomes lourds (Tableau 4.3).

Calcul 1 Calcul 2
Nombre de NOEs non ambigus 2723 2723
CHs-CHjz lle &; NOEs 0 11
RMSD chaine principale 1,96 +0,27A 1,76 £0,25A
RMSD atome lourd 2,70£0,25A 252+0,19A

Tableau 4.3 : Les paramétres utilisés et les résats des calculs de structure.

Les nombres de NOEs non ambigus utilisés dans lleulCh, sans les contraintes a longue
portée entre paires de méthyflgsles Isoleucines, et dans le Calcul 2, avec cesaiotes,
sont indiqués. Les RMSD moyens, entre toutes lésegpaonstituant I'ensemble des 5
structures sélectionnées par rapport aux 20 stegtalculées, de la chaine principale et des
atomes lourds des résidus 28 a 173, sont indiqués.

Ceci est d'autant plus étonnant, car dans uneipeotgobulaire telle que yajG, un
trées grand nombre de NOEs standard peut étre eatrsilffit a définir le repliement
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d’une telle protéine. Cependant, ces contraintesrimethyles a longue portée auront
un effet beaucoup plus important dans le cas diipes modulaires, allongées, ou
de complexes de grandes tailles, pour lesquelspeeisde NOEs définissent la

position relative des différents domaines, extrémdu partenaires de I'édifice.

4.6.2 Perspectives : applications aux protéines moldires ou
assemblages moléculaires de grandes tailles.

L'approche utilisant le marquage spécifique deshyheés des Isoleucines et la
détection de NOEs a longue portée peut donc senaffiner les structures de
protéines. En particulier, ces contraintes sort imgportantes dans la détermination
de structures de protéines modulaires ou de coraplproteiques de grandes tailles.
Dans ces systémes, les approches RMN classiquesefpent I'obtention de
contraintes locales et, ainsi, la déterminatiorcigeé de la structure des différents
domaines globulaires avec une résolution relativem@onne. En revanche, le
manque d'informations a longue portée ne permetipasir la position relative des

différents domaines.

4.6.2.1 Les domaines de MSG

L'exemple de la MSG est intéressant pour illusteeprobleme. Sur la structure
proposée par Tugarinat coll. (Tugarinovet al, 2005a) ; les RMSD de chacun des

quatre domaines de la MSG sont compris entre 13et 3
- "a-helical clasp" (3-88) : 1.40 + 0.14 A,
- "Core" (116-132 ; 266-295 ; 334-550) : 3.37 +10A
- "a/B domain” (135-262 ; 296-333) : 1.45 £ 0.11 A,
- "C-terminal domain" (589-722) : 1.98 + 0.32 A.

Néanmoins, I'ensemble de la protéine ne peut éfperposé qu'avec un RMSD de
4.06 + 0.45 A. Ceci est directement lié au mangeeahtraintes translationnelles
entre chacun des domaines. Ce manque d’informatiotegue portée limite la
résolution des modeéles structuraux proposés poar systemes biologiques de
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grande taille. La mesure d'un plus grand nombreatgraintes entre les différents
domaines est envisageable, en utilisant un margspgeifigue des méthyles de
différents résidus. L'approche présentée jusgsaleoncernant la mesure de
distances interméthyles, utilise le marquage siggef sur les méthyle®, des

Isoleucines. Dans le cas de MSG, seules 7 distant@snéthyles mesurées sur 34
concernent des distances entre les différents ad@sdB 4.3). Tout seul, ce type de
marquage ne sera donc pas suffisant pour extrarendmbre nécessaire de
contraintes interdomaines. Cependant, la méthodeladpée pour détecter des
NOEs a longue portée entre méthyles peut étre gises aux autres résidus

comportant des méthyles.

4.6.2.2 Vers l'affinement des modeles structurauxedprotéines de grandes tailles

: marquages spécifiques des méthyles et nouvellestraintes intermeéthyles
Comme nous l'avons vu dans le chapitre 2, différgmtotocoles existent

aujourd’'hui pour marquer spécifiquement les méthyles Isoleucines, des Valines,

des Leucines et des Alanines. Le marquage speéeifitun résidu peut ainsi fournir

de nouvelles contraintes a longue portée permeti@méliorer la précision des

modéles de structure des protéines de grandesstaill

Afin d’étudier les types de marquage les plus aamour l'affinement de la
structure de MSG, jai considéré le marquage sppmfdes méthyles des différents
résidus : le méthyl@ de I'Alanine, les méthyle ety, de I'lsoleucine, le méthylg
de la Thréonine, le méthykede la Méthionine et les méthyles diede la Leucine
ainsi que deg de la Valine. Pour déterminer le nombre de NOEsr@ttmaines qui
pourraient étre détectés pour chaque type de mgegyai utilisé les résultats
obtenus avec le marquage des méthgledes Isoleucines comme référence et j'ai
pris en compte la différence de la densité de psytd’'un marquage a l'autre, pour
déterminer la distance maximale interméthyle potndonner lieu a des NOEs

observables. L'ensemble de ces données simuléepassenté dans le Tableau 4.4.
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Marquage lle & lley, Val/Leu Met Ala Thr
Densité de protons 2% 2% 6 % 1% 4 % 2%
NOEs interdomaines 7 3 137* 2 19 6
NOEs Total 32 24 427* 8 48 14

Distance maximale 10 A 10 A 7A 11A 10A 10 A

Tableau 4.4 : Nombres de NOEs interméthyles obserkes en fonction du marquage
spécifique utilisé dans la MSG.

La densité de protons est déterminée en consid&xgmrdeutération de I'échantillon sauf
pour le méthyle du résidu marqué spécifiguememsda cas des Valines et des Leucines,
seulement I'un des deux méthyles est protoné *distances ont été calculées a partir de la
structure de MSG résolue par RMN (PDB : 1Y8B). késultats obtenus avec le marquage
spécifique des Isoleucines ont été utilisés coméféreénce. Le nombre de NOEs a ainsi été
déterminé, en considérant comme limite la distancéous les NOEs sont observés. Cette
distance a été modulée pour chaque combinaisondafitenir compte de la densité de
protons. * nombre de NOEs total, mais 4 NOEs sé@teatables, en général, par paires de
méthyles, nombre a diviser par 4 pour obtenir lminie de NOEs indépendants.

Le marquage spécifique des méthyles des Isoleucines

Le premier marquage spécifiqgue effectué est le vmyg du méthyled, de
I'lsoleucine. Comme nous l'avons vu au 8§ 4.3, leqouege spécifique du méthyde
de Ilsoleucine a permis d'observer expérimentaemd4 NOEs, dont 7
interdomaines. Ceci concorde parfaitement ave@lBHNOES observables, prédits
théoriquement et auxquels viennent s'ajouter 2 NEplémentaires a plus grandes

distances.

Le marquage des méthylgsdes Isoleucines apporte une information redondante
avec l'information qui peut étre obtenue a I'aidenrdmarquage des méthylés De
plus, il n'existe pas de protocole de productiomd@iére spécifique des méthylgs
de I'lsoleucine. Comme nous l'avons vu au 8 2.2 méthyle y, provient
directement de la conversion du pyruvate et estcddifficile a incorporer
spécifiguement. Par conséquent, de maniére généwiesation du méthyle, de
I'lsoleucine ne semble pas pertinente dans l'obtentde nouvelles contraintes

interdomaines.
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Le marquage spécifique d'un des deux méthyles deglcines et des Valines

Comme présenté dans le § 2.5.4, la protonationifgpée d'un seul des deux
méthyles des Leucines et des Valines peut étretaffe avec un protocole proche de
celui utilisé pour le marquage des méthydesdes Isoleucines. Afin de limiter la
diffusion de spins entre les deux méthyles du mésielu, il ne faut utiliser, comme
précurseur, @i-cétoisovalérate protoné spécifiquement que sur dle ces deux
méthyles. A ce jour, il est disponible commerciadey sous une forme non
stéréosélective. L'utilisation d'un tel précurseaanduit donc a une protonation a
50% de chaque méthyle. En prenant en compte la fplts densité de protons
correspondante aux 232 méthyles marqués a 50 %ealesnes et des Valines, le
seuil de détection des NOEs chute & 7 A car I'sitérdes pics de corrélations n'est
qgue de 25 % de la valeur obtenue pour un marquaif@me. Néanmoins, du fait du
grand nombre de méthyles répartis dans la protédie NOEs interdomaines sont a
priori détectables. L'analyse préliminaire d'un@érience 4D NOESY, enregistrée
avec un échantillon U3H], U-[*2C], [**C*Hs/ *C?Hg]-Leu, Val de MSG, révéle que
la plupart des NOEs interdomaines sont observéaq@h paire de Leucine/Valine
pouvant donner jusqu'a 4 NOEs, on peut donc comgidéen premiére
approximation, que seul un quart de ces distanmessisdépendantes. Toutefois, le
fait d’avoir plusieurs distances interméthyles erdeux acides aminés permettra de
positionner, relativement, ces deux résidus avecplns grande précision. Ce type
de marquage parait donc potentiellement trés sgarg pour positionner les
domaines relativement les uns par rapport aux fube plus, un développement
intéressant, pour limiter la perte du signal dug®cacorrélation présent a 25 %, serait
un marquage stéréosélectif des méthyles a partif'odeétoisovalérate préparé
chimiquement. Dans I'hypothéese d'obtenir un échamtiavec les méthyles des
Valines et des Leucines stéréosélectivement prefodés NOEs interméthyles
distants de 9 A pourraient étre détectés.

Le marquage spécifique des méthyles des Méthionines

En ce qui concerne la Méthionine, son utilisatiensemble pas étre un choix trés
pertinent dans le cas de MSG (les Méthionines peésentent que 3 % des acides

aminés dans MSG). Toutefois, ce marquage pourntigtéressant dans le cas de
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protéines plus riches en Méthionines. La limite gancerne pas le marquage
spécifique du méthyle de la Méthionine. En effet,niarquage par inhibition est
envisageable, pour la Méthionine, en utilisant gide@ aminé totalement deutéré,
sauf sur les protons du méthyle. Il existe aussipdssibilité de préparer un
échantillon selon le protocole proposé par Fiseteoll, utilisant un précurseur des
Méthionines, ti-céto-méthylthio-butyrate (Fischet al, 2007).

Le marquage spécifique des méthyles des Alanines

L'utilisation de I'Alanine est vraiment tres intgsante. En effet, c'est I'acide
aminé le plus abondant, a l'inverse de la Méthienet un grand nombre de NOEs
est donc observable entre les méthyles des Alan@ess NOEs apportent également
une information tres précise grace a la faible titélde la chaine latérale (§ 2.6.1).
Un premier protocole a été proposé par Isaaesaoll. (Isaacsoret al, 2007) mais il
ne permet pas de marquer a plus de 50 % les mettigke Alanines. Nous avons un
autre protocole qui permet un marquage spécifigee Alanines avec un taux
d'incorporation a plus de 95 % (8 2.6). Prochaimgman échantillon de MSG
deutéré et spécifiguement protoné sur les Alaniaegjtilisant le protocole exposé
au 8 2.6.5, est en cours de préparation. A pritfl, nouvelles contraintes
interdomaines entre paires de méthyles séparésipiass de 9 A seront détectables

dans cet échantillon.
Le marquage spécifique des méthyles des Thréonines

Enfin, la Thréonine est aussi avantageuse quéellsme, du point de vue de son
abondance et de la présence d'un unique méthylengrdans I'acide aminé. Ce type
de marquage devrait permettre de détecter des NOtEs méthyles distants par 10
A. Aucun protocole de marquage spécifique n'a enété proposé dans la littérature.
Un protocole utilisant un marquage par inhibiti@2.2), en utilisant la Thréonine
spécifiguement protonée, est aussi en développemenaboratoire. Il faut noter
gu'’il est nécessaire de saturer le milieu de cel@avec de ti-cétobutyrate deutéré

pour éviter le marquage & de I'lsoleucine (Figure 2.3).

Les contraintes interdomaines dans MSG
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La répartition des méthyles et des distances iateaines détectables pour un
marquage spécifique li&; Ala-3, Val & Leu, ou Thry est représentée sur la Figure
4.10. Ces quatre marquages indépendants devraemetire d'extraire entre 70 a 80
NOEs interdomaines. En ce qui concerne la réadisagxpérimentale de ces
marquages, j'ai effectué le marquage sur les mestges Isoleucines, des Leucines
et des Valines, mais le marquage du meéthyle degohimes est en cours de
développement a I'IBS, quant au marquage spécifigseAlanines, I'échantillon est
en cours de production. Ces échantillons seroni@m@p a l'extraction des distances
interméthyles qui seront utilisées pour détermm&cisément la structure de cette

protéine modulaire de plus de 80 kDa.

Alanine Thréonine

v

1“! ' Q = 2 4 \L_\;, ’

a-helical clasp

Isoleucine Leucine & Valine

*
[ Y
> = 1

: ~/ Wy | i ‘ ‘ k‘:. -':ﬁ}“;}»\,. ’ ‘
ol s g

Figure 4.10 : Structures secondaires de la MSG avea répartition des méthyles
(sphéres rouges) et des NOEs interdomaines (barresrtes).

Seuls les NOEs interméthyles entre les difféeremsalnes de la MSG sont présentés en
fonction du type de marquage spécifique utilisé-f°H], U-[*°C], [**C'H3]-Ala-B pour
I'Alanine, U-FH], U-[**C], ["*C'H]-Thr-y, pour la Thréonine, U], U-[**C], [*C'H_]-lle-

&, pour l'lsoleucine, U2H], U-[*C], [**C'H3 "C?Hg]-Leu,Val pour la Leucine et la Valine.
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4.6.2.3 Les combinaisons de marquages spécifiguessource de nouvelles

contraintes interméthyles

Suite a la description des marquages indépendaots pouvons envisager les
combinaisons des approches. Sur le Tableau 4.b,rgjarésenté toutes les
combinaisons de deux marquages spécifiques enaisiEgm-vivo, pour la MSG, a
condition que les précurseurs spécifiquement mardit °H et °C soient
disponibles. La premiére combinaison envisageablesiste au marquage (lle +
Leu/Val) (Tugarinovet al, 2002). Cette combinaison est la plus aisée asegal
Méme si Tugarinowet coll. ont produit un tel échantillon, il n'ont détectéeg386
NOEs interméthyles sur 606 estimés (Tugaringtv al 2005a). 18 distances
interdomaines indépendantes supplémentaires pentraétre observés. La
combinaison (Alanine ; Leucine/Valine) désormamlisble permettrait d'obtenir 20
contraintes interdomaines supplémentaires. Seutes tautres combinaisons
permettent d'obtenir plus de dix informations idtenaines : (Ala + Met), (Ala +
Thr) et (lle + Thr). Au total, ces cinq combinaisopourraient permettre d'obtenir
approximativement 70 nouvelles contraintes interdioes afin d'améliorer la

précision de la structure de cette protéine morhulai

Val / Leu Met Ala Thr
lle & 36/ 147* 3/13 8/30 11/32
Val / Leu 7 123* 40/ 163* 16 / 49*
Met 10/ 28 2/10
Ala 10/ 28

Tableau 4.5 : Nombre de nouveaux NOEs interméthylesbservables en fonction de la
combinaison de marquage spécifique utilisé dans MSG.

Les distances ont été calculées a partir de latemel de MSG résolue par RMN (PDB :
1Y8B). La premiére valeur, dans chaque colonnerésgmte le nombre de nouvelles
distances interdomaines entre les méthyles de AyBe(les NOEs A/A et B/B sont déja
reportés dans le Tableau 4.4), et la deuxieme gakewmombre total de nouvelles distances
détectées. Les résultats obtenus avec le marqpégédigue des Isoleucines ont été utilisés
comme référence. Le nombre de NOEs a ainsi éténdiéte en considérant comme limite la
distance ou tous les NOEs sont observés. Cettandsta été modulée pour chaque
combinaison afin de tenir compte de la densitgrdéons. * nombre de NOEs total, mais 2
NOEs sont détectables, en général, par paire dhyhlast; nombre a diviser par 2 pour
obtenir le nombre de NOEs indépendants.
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4.7 Conclusions

A partir des résultats obtenus sur les protéingsitles modérées spécifiquement
protonées sur les méthyles, les simulations notusdiquées que, pour une protéine
avec un temps de corrélation de 50 ns, des picemélation NOEs sont observables
entre des méthyles séparés par des distances pliqnt'a 10 A. En outre, ces
simulations nous ont montré que si la densité d¢ops demeure faible (2-3%), la
diffusion de spins contribue pour moins de 10% @ekimes de ces pics de
corrélation NOEs (83.2.2.2). Jai pu démontrer, éexpentalement, que cette
approche était possible pour détecter des NOE® gdires de méthyle§, des
Isoleucines sur une protéine monomérique de masséculaire de 82 kDa, la
Malate Synthase G. Cette stratégie parait pami@rient prometteuse pour
déterminer la structure précise de protéines maéslade forme allongée ou de

complexes protéiques de plus de 50 kDa.

De plus, j'ai démontré que des NOEs intermethyteset toujours détectables
entre méthyles distants par plus de 7 A dans desradages de prés de 500 kDa. Par
extrapolation, en considérant un temps de coro#latle 500 ns, c'est-a-dire un
complexe protéique de 1 MDa a une température d€,50 serait possible de
détecter des NOEs séparés par des distances jakanta 5 A. En utilisant cette
stratégie de marquage spécifigue des méthylest il@enc possible de détecter des
NOEs a des distances équivalentes a ce qui sep&aites méethodes RMN standard,
dans des protéines protonées de moins de 30 kiagté# démontré que l'utilisation
des NOEs interméthyles était une information clegmur déterminer le repliement
global de protéines globulaires (Gardreral, 1997b ; Bersctet al 2003). Ces
travaux ouvrent donc la porte a la déterminati@msdun futur proche, du repliement
global de protéines par RMN au sein d’assemblageglusieurs centaines de kDa.
Néanmoins, la premiére limitation pour une telledétpar RMN réside dans I'étape
d'attribution des fréquences de résonances desyle®thes techniques triples
résonances standard développées pour l'attributeanpetites protéines globulaires
ne peuvent étre transposeées a de tels assemblaj@sutaires. On peut imaginer
qgue ce travail d'attribution soit résolu par ligation combinée de mutagenése
dirigée et de marquage isotopique pour lever ceouer
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5.1 Les couplages dipolaires résiduels (RDCs)

Ces derniéres années la RMN en milieu anisotropst $imposée comme une
technique de choix pour obtenir des informationsicstirales précises dans les
biomolécules. Aprés avoir introduit le parametmeicural principal de la RMN en
milieu cristal liquide, le couplage dipolaire résédl (RDC), je montrerai que celui-ci
apporte des informations orientationelles précisess qu'il peut également donner
lieu a des contraintes translationnelles. Je ptésminles difficultés liées a la
détection de RDCs entre protons éloignés dans iameotécule et les améliorations
tant dans le domaine spectroscopique qu’au nivesuntarquages isotopiques. Je
démontrerai qu'il est possible de diminuer consibé@ment le temps expérimental
nécessaire pour détecter des RDCs entre protoshgsalans I'espaceqgd< 7 A)
dans les protéines protonées. Dans un second t@mmentrerai que I'utilisation des
marquages isotopiques des méthyles, présentésagitreh2, associé a des outils
spectroscopiques adaptés permet de détecter préris@éles RDCs entre méthyles

distant au-dela de 10 A dans les protéines spéeifigent protonées.

5.1.1 Théorie
L’interaction dipolaire est due au couplage dip@agntre deux spins nucléaires
P et Q placés dans un champ magnétiqég (Figure 5.1). En utilisant un

formalisme vectoriel par souci de simplification édfiture, [I'hamiltonien

correspondant s’exprime sous la forme (Levitt, 2001

max

H PQ = Drgj [3(5'rPQ )(Q.FPQ )_ e ISQ] (1)

ou I'pq représente le vecteur internucléaire,Ret Q les deux opérateurs de spin

concernés. L'amplitude de cette interaction estnéenpar la constante de couplage

dipolaire :

DA == 4 5 Veboh (5.2)
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ou yp etyq sont les rapports gyromagnétiques des deux spirest la constante de
perméabilité magnétique du videhegst la constante de Planck divisée par 2

Azz

Figure 5.1 : Vecteur dipolaire internucléaire PQ

Le vecteur du champ magnétique,, Bst indiqué en gris et dans le référentiel dsdan
d’alignement A (en noir)p est I'angle que fait le vecteur internucléaire ale champ
magnétique e et ¢ sont les coordonnées sphériques décrivant I'aiemt du vecteur PQ
dans le repére principal de A.

Considérons plusieurs paires de spﬁmet (3] soumises a l'interaction dipolaire

décrite ci-dessus, I'expression de cette interagbeut étre simplifiée dans le cadre

de l'approximation séculaire selon laquelle sewde cbmposante Z du champ

magnétique local du spiﬁ} (composante dans la direction du chaélpappliqué ;
Figure 5.1) sur le spi@i est significative (la condition mathématique éqlewnte a
cette approximation efto = wp-mgj >> D;;‘,“SJX autrement dit I'interaction dipolaire

peut étre traitée comme une perturbation apréasridotion Zeeman) :

f — _RQ; _
H RQ; T o3 <3COSZ Pj _1>Piszz = D;R,Q; (5.3)
RQ;

ou Dy est la constante de couplage dipolapg,est I'angle que fait le vecteur
internucléaire avec le champ magnétidgie P, etQ;, sont les composantes selon Z

des moments angulaires des spins P et Q. On ndtera cette expression, les

"braket$ de part et d’autre de la transformation géomatiq

La molécule se réoriente par rapport au champ mnizxi{gmaéexternel§O selon un

temps caractéristique de I'ordre de la nanosecomsle A I'échelle de temps de la
RMN (> ms) ; linteraction dipolaire internucléairdétectée se trouve donc

moyennée comme indiquée par lbsakets.
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Dans les conditions standard de la RMN liquideélarientation moléculaire est
isotrope et cette interaction est moyennée a Zéependant, pour des molécules
possédant une orientation préférentielle par rdpmar champ magnétique,
I'interaction dipolaire n'est alors plus moyennéeéio et peut étre mesurée. Le
couplage dipolaire observé entre deux noyaux P gie@ donc s’exprimer en
fonction de la norme et de l'orientation du vectB®@ dans le tenseur d’alignement
préférentiel, A, de la molécule (Bothner-By, 1998restegard, 1998 ; Prestegatd
al, 2004 ; Baxet al, 2001 ; Blackledge, 2005) :

Do (6.0)=S %[Aa@cosz 0-1)+ gA, sin2 @ cos 240} (5.4)
ou S est le parametre d’'ordre pour le mouvemeetrietdu vecteur PQpg est la
distance entre P et ®,et @ sont les coordonnées sphériques décrivant I'aatemt
du vecteur PQ dans le repére principal de A (Figut® Les valeurs de composantes
axiale (A) et rhombique (A du tenseur d'alignement (A) dépendent a la feisad

forme de la protéine, de sa charge mais aussi tieunorientant utilise.

S’il existe un couplage scalaidpg entre les deux noyaux P et Q, les interactions
scalaires et dipolaires pour de faibles alignemeamsduisent simultanément a
I'éclatement des résonances RMN. La Figure 5.38tiltuce résultat dans le cas d’'une
paire de spins nucléaire$H-'°N. Néanmoins, seul le couplage scalaire est
indépendant de l'orientation de la molécule dangHamp magnétique. Ainsi, la
mesure du couplage dipolail@pq, Sera effectuée par différence entre une mesure en

milieu anisotropeJegtDpg) et une mesure de couplage en milieu isotrdpg).(

Isotrope Anisotrope
J J+D
15N
@ J+D%
J
®
1H 1H

Figure 5.2 : Exemple de mesures des couplages digiods résiduels
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D’apres I'Equation 5.4, les RDCs sont dépendantsirte parametresrpg, 6, ¢,
A, et A. lls fournissent une information orientationnetiégénérée ; il existe un
ensemble de solutions pour une mesure de RDC @m®@8). La mesure de plusieurs
RDCs dans un méme plan peptidique permet de rédeiirombre de solutions.
Mais, compte tenu de la périodicité de la fonctaorgulaire de I'Equation 5.4, il
existe ainsi huit solutions possibles pour un efdende RDCs mesurés dans un
méme plan peptidique et quatre pour un motif cHifaiset al, 2001). La mesure de
RDCs, dans différents milieux d'alignement, permhetlever cette dégénérescence
(Figure 5.3), en supposant que le changement deundlalignement n'induit pas de

modification sur la structure de la protéine.

Milieu d'alignement 1 Milieu d'alignement 2

Figure 5.3 : Orientation d'un vecteur H-N en accordavec les valeurs de couplages
dipolaires mesurées dans deux milieux d'alignement.
La ligne rouge (verte) correspond au couplage dipoimesuré dans le milieu d'alignement

1(2).

5.1.2 Les RDCs fournissent des informations orient@nnelles

Les couplages résiduels dipolaires (RDCs) peuvdrg énesurés dans les
protéines qui sont faiblement alignées par rapporthamp magnétique, a la suite de
leur anisotropie de susceptibilité magnétique mstgue ou par I'utilisation de milieu
anisotrope. Au fur et a mesure des développemeaisecnant I'acquisition des
RDCs, I'extraction de I'information structurale arpr de ces nouvelles données n'a
cesseé de s’accroitre (de Albaal, 2002). Les RDCs mesurés entre paires d'atomes
dont la distance reste fixe, nous renseignent sSaoriehtation du vecteur
internucléaire. Ce type d’information orientatioh@est généralement mesuré entre
deux atomes séparés par une liaison covalenteolyglage dipolairéDy.y entre le

proton amide et son azote a été le premier meJotenanet al, 1996) et de la méme
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maniére, le couplage dipolaif®,.c a été détecté (Ottiger et al, 1998) sur des
protéines alignées. Les couplages dipolaires afdétx hétéroatomes ont aussi été
considérés'Dn.c: ou 'Deqg.c (Permiet al, 2000),1DCG.CB, par exemple), méme s'ils
sont de 5 a 8 ordre de magnitude plus faible qumiglage dipolaire NH, di aux
différences de rapports gyromagnétiques. Toutefesscouplages dipolaires ne sont
pas limités a des paires d'atomes liés par uis®iiaovalente et des couplages entre
atomes séparés par deux liaisons ou plus ont &érénéDy. dans les groupements
CH; (Miclet et al, 2004 ; 2005 ; Carlomagret al, 2000) par exemple, ou différents
couplages appartenant au méme plan peptiditDe.fn, “Deann, -..) (Brutscher,
2001 ; Prestegaret al, 2004), mais aussi dans le plan des bases nuesigi.+,
’Dy.c) (Boisbouvieret al, 2003).

Fournissant des informations orientationelles pport & un repere lié a la
molécule, les RDCs permettent de palier le manguerécision des modeles obtenus
avec les parametres semi-quantitatif standard goeles NOEs. Elles sont utilisées
pour affiner les modeéles structuraux des protéf{igandraet al, 1997b ; Cornilescu
et al, 1998 ; Clorest al, 1999), des acides nucléiques (Moll@taal, 2000 ; Bayeet
al, 1999 ; Sibilleet al, 2001), de systemes de grandes tailles, telleslajhdalate
Synthase G (Tugarinost al, 2005a ; Grishaeet al, 2008) et I'hémoglobine (Lukin
et al 2003). Elles permettent également de valideefdiement de structure (Annila
et al, 1999). Dans des systéemes de taille modérée, ppétra alignés dans plusieurs
milieux liquide cristallin, la détermination simaftément du repliement et de la
dynamique par les RDCs est possible (Bouvigetesl, 2006b ; 2007) mais aussi le
repliement global en absence d’autres informatistngcturales (Hu®t al, 2001 ;
Delaglioet al, 2000).

5.1.3 Les RDCgH-'H: une source d'information translationnelles

La RMN en milieu cristallin a également été utidiggour détecter des couplages a
travers l'espace, c'est-a-dire entre paire d'atodwd® la distance est inconnue.
Plusieurs travaux ont permis de démontrer, la pd#éi de détecter de tels RDCs
entre des protons et des hétéroatomes que ce raoit grotons des sucres et le
phosphore dans les acides nucléiqgues @l 2001a ; Henniget al, 2001), a
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travers les liaisons hydrogenes (Wtial 2001b) ou entre protons et carbones a
travers I'expace (Meiegt al, 2003)

En raison du rapport gyromagnétique élevé du prdemcouplagesH-"H sont
en soi les plus intenses. En effet, les RDEG<H ont été considérés dés le début de
l'utilisation des RDCs dans les protéines (Tjanétaal, 1997a). Différentes
séquences d'impulsions standard permettent deteétedransfert d’aimantation par
I'intermédiaire de RDCs et de les quantifier. Céguences d'impulsions sont de type
COSY (Tianet al, 1999 ; 2000 ; Wt al, 2001c), de type E-COSY (Cai al, 1999),
TOCSY (Hanseret al, 1998) ou se combine avec un transfert de type NOE
générer des pics de corrélation (FRetal, 2000).

Malgré I'ensemble des séquences d'impulsion profemsgesure de RDC#-'H
reste limitée a des protons séparés par des distani@rieures a 5 A, car la plupart
des transferts de cohérences se font vers lesngrégs plus proches. En effet, dans
les protéines, un proton est entouré en moyenrgbdritres protons dans un rayon
de 5 A. De ce fait, si I'on veut transférer derfaintation du proton P vers un proton
Q éloigné, le transfert du couplaged¥a étre atténué par 'ensemble des couplages

dipolaires intenses avec les atomes proches de P.

Une des solutions pour résoudre ce probleme efimiter le transfert entre un
groupe d’atomes. Ceci a été introduit en 2002 @ere® Coll. en limitant le transfert
entre protons amide par I'utilisation combinés fan) d’'impulsions sélectives et de
la perdeutération. L'élimination des interactionea@les plus proches voisins a
permis, dans des protéines deutérées, la mesweseme couplages directs entre
"Hy-'Hy séparés jusqu'a 7 A (Wet al 2002 ; Meieret al, 2003). Dans le prochain
paragraphe, je présenterai le principe de I'expédge Semi-Selective-HMQC
permettant la détection et la quantification de RDéhtre K. Ainsi que les
améliorations qui ont été apporté a cette expéeigrour la détection rapide de ces

informations translationnelles.
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5.2 La Détection rapide des RDCs ktHy dans les protéines

protonées

5.2.1 L'expérience Semi-Selective-HMQC (SS-HMQC)

5.2.1.1 Le Principe du transfert de cohérence

A la différence des expériences pour mesurer daplages entre atomes séparés
par une ou deux liaisons, les RD&4-'H & longue portée sont mesurés par une
expérience de corrélation J quantitative (Bek al, 1994), ou la partie de
l'aimantation qui est transférée & partir du prd#Sivers le proton B produit un pic
de corrélation détecté aux fréquences, (o) et la partie non transférée, un pic

diagonal & la fréquence dé Hans le spectre 2D final.

La Figure 5.4 présente la séquence de base pentnigttransfert d’aimantation
entre deux protons amidesytet la quantification des couplages dipolairedésis
'"H-'H entre ces protons. Elle est composée de deurdmsid'évolution 7 et Tg
séparées par une impulsion 90°, qui a la mémeitongue I'impulsion 90° dans une
expérience COSY classique. Tout d'abord pour conupee le principe de la
séquence, considérons un ensemble de protons dansiilieu anisotrope et

intéressons nous au transfert de cohérence d'tonpb vers un proton R

Figure 5.4 : La séquence d'impulsion pour la mesurele couplage dipolaire*H-H
quantitative.

Les points a, b, c et d correspondent a des repéxasle texte. Les impulsions sélectives
situées au centre des deux périodes de transfest Ts, refocalisent I'évolution entre des
couplages entre les\tHet les autres protons. Seuls les couplages eatne giotons amides
simultanément inversés par cette impulsion doredi une évolution.

Par souci de clarté, les termes liés a I'évolutiondéplacement chimique sont

omis. Apres une premiere impulsion (a), lI'aimaotatinitiale HyP évolue durant la

période de transfert {). L'impulsion sélective située au centre dg fEfocalise
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I’évolution entre des couplages entre lggdil les autres protons. Seuls les couplages
entre deux protons §Hsimultanément inversés par cette impulsion ne f@s

refocalisé. En (b),on a:

HJ ] costD, s, T,) €7 [1]
H; O PJ ; - TaXR, (HF
2HXHSsm(zDHpHQTA)l_lcosQDHPHJTA)e( ARME) T

1#
ou Dyy correspond au couplage dipolaire résiduel entrex ggotons. L'impulsion
90° 'H suivante, (c), convertie le termi][en —-2HPH? modulé par les fonctions
dépendant de Al alors que le termd][n'est pas affecté. Durant la seconde période

de transfert (§) une partie de ce terme est déphasée en (d):

Hy |_| cos¢Dd, -, T,) |_| cos(D, -, Ts) o~ (TaTa)R(HP) (1]
[ l ] OB PJ ; l —(Ta+Ty HP
2H’ HSsm(zDHPHQTB)H cos(zDHpHiTA)llcosQDHpHiTB) e (W TePR(H) T1Vv]
J ]

et une partie du terme2HH? provenant del[] est refocalisée en (d):

—2H]H?sin@D, . o T,) rlcos(zDHpH Ta)
J#

x I_l COSQ'DHQHJTB)e(_TAXRZ(HP))e(_TBXRZ(HQ)) [V]
j

[0 0. .
HYsin@D, .o T,)SINGD, 0,0 Ts) rl cos(D, ¢, T,)
k3

X HCOSQDHQHJTB) g~ TR (H?) o= TexRe (H?) VI]
1%

Les termesl[l] et [VI] vont correspondre respectivement aux pics dialgeinde
corrélation. Les deux autres term&g][et [V] donnent lieu a des termes en antiphase
qui peuvent étre éliminés. De la méme manierestilp@ssible d'obtenir I'évolution
du signal pour le transfert de cohérence d'un prQovers un proton P en changeant
les indices P et Q dans les termig&|[[VI].

5.2.1.2 Quantification des RDCsSH-'H

Si pour deux protons P et Q, lintensité du piccderélation correspondant au

transfert de cohérence de P vers Q EStle rapport d'intensité”¥/I”" n'est pas
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suffisant pour déterminer la valeur du REX&-'H entre P et Q. En effet, ce rapport
ne tient pas compte de I'‘évolution de la relaxatimmsversale et des cohérences
transversales concernant les spins P et Q peralahtrée de I'expérience. Pour étre
indépendant de ces termes de relaxation, I'exbraates valeurs des RDCH-'H
entre méthyles est obtenue & partir des mesurgsrité des 2 pics diagonauX™(l

et I°9) et des 2 pics de corrélations correspondafitet I°9) en utilisant la relation
suivante (Equation 5.5):

|PQIQP

tan’ (7D, ., TA) tar (7D, ¢, o Tg) = (5.5)

- | Q|

Comme il a été présenté auparavant, en découptsninteractions entre protons
de maniére sélective et en combinant a la deubéralés protons non-échangeables,
des couplages directs enttéy-"Hy séparés jusqu’a 7 A ont été mesurés précisément
dans des protéines deutérées (@l 2002 ; Meieret al, 2003). En contraste avec
les interactions NOEs, qui dans les protéines peédées peuvent aussi étre
observées sur de telles distances (Verdesd 1995 ; Malet al, 1998, Koharudiret
al, 2003), les couplages dipolaires ne sont pastaffqmar la diffusion de spin et leur

interprétation de maniere structurale est donctéréTianet al, 2000).

5.2.1.3 La séquence d'impulsion SS-HMQC2

Dans les paragraphes précedents (§8 5.2.1.1 et.8.25,2nous avons négligé
I'édition des fréquences pour un souci de clar@n@e nous venons de le voir, la
quantification des RDCs nécessite la mesure deefigité des pics diagonaux
comme des pics de corrélation croisée. Une expgi@ndeux dimensions protons
n'est donc pas exploitable dans les protéines, tet@mu du recouvrement des pics
diagonaux dans les spectres. Alternativement,étVeoll. ont proposé d'utiliser les
temps T et Tg pour créer une cohérence multiquantum avec l'aabted'éditer la
fréquence de l'azote pendant les temps de tranEfeet Tg. Ainsi un pic diagonal
sera caractérisé par un triplet de fréquensg, (', wy') et le pic de corrélation par
(on", NS w19). Cette expérience permet ainsi de quantifiertdtiisité des pics

diagonaux avec la résolution typique d'une expégede corrélation 2BH-"N et
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d’extraire automatiquement des bandes pour chagselu avec I'ensemble des
transferts interprotons détectés.

Ta T

P
NEESIE!
X Nla

—
w

A+t g A-t
4 A“ WALTZ-16
SV | | I I 11

GO G1 G1 G2 G3 G3
Figure 5.5 : Schéma de la séquence d'impulsion SSMQC2.

Les impulsions rectangulaires fines et larges smpliquées avec des angles d’'impulsion
respectivement de 90° et de 180°. A moins que welaoit indiqué, les impulsions sont
appliquées le long de l'axe X. Les quatre impubsiaélective’N sont de type 180°
REBURP ainsi que l'impulsion sélectilld (Wu et al, 2002). T, et T sont les deux périodes
de transfert de cohérences entre protons amided, - 2t etA' = Tg —T.

En collaboration avec Paul Schanda et Ewen Lesgops avons apporté des
améliorations a la séquence d'impulsion SS-HMQG@Rgsée par Wu ebll. (Wu et
al, 2002) (Figure 5.5). L'optimisation se fait ennter d'efficacité de relaxation
longitudinale et de compensation du transfert deécence due a la disparité de
couplage J. Cette nouvelle séquence permet lataétedes RDCS RKHy dans les

protéines protonées de tailles modérées avec urcgasidérable en sensibilité.

5.2.2 Diminution du temps de relaxation longitudinge

Dans les molécules qui ont un temps de corrélad®mlusieurs nanosecondes,
telles que les protéines, l'efficacité de la refimxa longitudinale'H est surtout
déterminée par le réseau de spiagipolaire tH-'H NOESs). En effet, un spin excité
a proximité d'un autre spin peut transférer unéieode son énergie a ce spin afin de
revenir lui-méme a son état d'équilibre. Ainsislafune expérience RMN, si seuls
les protons amides (B sont excités (les autres protons restant dans édéat
d'équilibre), la vitesse de relaxation longitudeaiffective des Kkl est plus rapide,
permettant alors Il'utilisation de temps de récug@naglus court. Ce phénomeéne est a
la base de I'expérience SOFAST-HMQC (Schagidal, 2005 ; Schanda, 2007). Ceci

est obtenu en n’utilisant que des impulsions dt&ticin sélectives sur lesyHet en
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prenant soin que le nombre total d’impulsions drsion de l'aimantation soit
toujours paire afin de ramener les spins que l'erdésire pas exciter sur l'axe +Z a

la fin de la séquence d'impulsion.

L'efficacité de la relaxation spin-réseau des prstamides labiles accessible par
le solvant est aussi sous l'influence de I'écharfgmique avec les hydrogenes de
I'eau. La saturation partielle des protons de lteaduit, via ce mécanisme d'échange,
a réduire la polarisation d'amides a I'état d'@op@léchangeant rapidement au début
de chaque accumulation. La relaxation longitudirstede nouveau ameéliorée quand
l'eau est maintenue dans son état d’équilibre (Eigh6). Cette augmentation
apparente de la vitesse de relaxation longitudipalenet de diminuer le temps de
récupération entre chaque répétition de I'expéaegicaugmente ainsi la sensibilité
de I'expérience pour une durée donnée (Figure R.'@fficacité de la relaxation
longitudinale a récemment été exploitée avec sustesles protéines dans le
contexte d'expériences d'attribution des résonaffesya et al, 2004 ; Dierckset
al, 2005 ; Pervushiet al, 2002 ; Schandat al, 2006) et l'acquisition de données
ultrarapide a deux dimension (Scharetaal, 2005). Nous avons implémenté cette
stratégie dans chacun des deux blocs HMQC de lieeque présenté sur la Figure
5.5. Cette amélioration se traduit par un gain emsibilité moyen de l'ordre de 2.

Ces améliorations sont présentées dans l'artiélegmté au 8 5.2.4.

A B C
@® Impulsion sélective
Ubiquitine 800 MHz
a @ :
@ - i -g é ¥
P, E A @© A
P N T M= Meg
v y‘@ "‘ ,® SR I S 1.~ 07
@ 0 i i
P i g B Impulsion non-sélective
Y £
@ g
@ protons . 1,0 2,0 3,0 \ A
Temps d'un scan (s) ®v\i )
M,=0
T, ~15s

Figure 5.6 : A) Représentation schématique d'un réseau de spiorp B) Intensité en
fonction du temps d'une accumulation avec ou satishtion d'impulsion sélective dans la
séquence dimpulsion SS-HMQC2. C) Schéma montragifichcité de relaxation
longitudinale en fonction d'utilisation ou non di#@ation sélective sur les protons amides.
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5.2.3 Compensation de la disparité de couplage

Chacune des deux unités élémentaires de structt®CH dans la séquence
(Figure 5.5) exige un ajustement de deux délatsathesfertt = 1/(241), ou 4 est la
constante de couplage héteronucléaire entf#ilet le °N. En milieu isotrope, le
couplage scalaire J peut étre considéré de maoidferme le long de la chaine
polypeptide, c'est-a-dire que d'un site amide aauine, les variations sont faibles.
Dans les molécules faiblement alignées, le couptiipelaire résiduel s'ajoute au

couplage J résultant dans la constante de coumtgetif J:, =J,, + D, qui

couvrent une gamme allant typiquement + 20-40 %rgpport a la valeur moyenne
du couplage. Il n'est donc plus possible de rédgkedélais pour tous les sites amide
simultanément, une perte de sensibilité s'ensuitigpend du degré de disparité de

couplage 3",

fon'™=2r 35! (5.6)

L'utilisation de schémas patrticulier "d'INEPT ladgende"” (Nielseret al, 1989 ;
Wimperis et al, 1986) permet de récupérer une partie de l'aimiantdperdu” en
créant un deuxieme chemin de cohérence qui s'ajaukesignal RMN détecté
(Figure 5.7). Ceci permet ainsi de compenser etieplar perte due a la disparité du
couplage J. Compte tenu que I'expérience dévelpppé la détection des RDCsH
Hy utilise quatre transferts du type INEPT (ou éqi@ng, l'utilisation de ce
transfert compensé dans les protéines partiellenadighées apporte un gain
substantiel a I'expérience SS-HMQC?2.
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Figure 5.7 : A) Schéma d'impulsion INEPT et de compensationigpadité des couplages.
B) En haut, le gain de signal pour un bloc HMQC fenction de la compensation de
disparité des couplages est représenté. En dedesismulations de l'efficacité de transfert
'H-'"N pour une expérience de type HMQC.

Les courbes continue (2) et discontinue (1) repitése respectivement la simulation avec et
sans l'ajout de I'élément de la compensation ddidparité J. Le deuxiéme chemin de
cohérence est représenté en pointillé.

Efficacité du transfert

5.2.4 Expérience optimisé pour la mesure de couplagdipolaire
résiduel entre les protons amides

Ces améliorations ont été implémentées dans lenschde la séquence
d'impulsion (Wuet al, 2002) et ont permis d'améliorer la sensibilitthdacteur 1,5 &
8 pour des pics individuels de corrélations en cam@igon avec les séguences
d'impulsions proposés précédemment (8@l 2002). Cette approche permet ainsi
d'accélérer I'expérience pour la mesure des RBG¥ a longue portée par un
facteur de 'ordre de 10. De plus ces informatéfengue portée sont des contraintes
importantes dans la détermination de structure mtegiines protonées de petites
tailles et de tailles modérées. Cette informatieh drectement utilisable aprés
I'attribution de la chaine principale sans inforiorad ni sur les chaines latérales ni
I'analyse de NOEs. Enfin, l'utilisation de ces RD&Ss particulierement intéressante
dans le contexte de I'élucidation rapide du repdieintes protéines (Bouvigniesal,
2006a).
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Introduction

Residual dipolar couplings (RDCs), measured in
weakly aligned molecules in solution, provide an
important source of structural information (Tjandra
and Bax 1997; Prestegard et al. 2004; Blackledge 2005)
that complement or replace more classical NMR data
such as nuclear Overhauser effects (nOes) and scalar
coupling constants (J). Whereas nOe-based distance
restraints are affected by indirect spin interactions
(spin diffusion), and J-coupling-derived torsion angles
rely on empirical Karplus curves, RDCs directly reflect
the interaction strength between two nuclear spins that
can be translated into structural restraints of high
accuracy using a well-known analytical formula. RDCs
therefore provide access to more precise definition of
local and long-range molecular structure. It has also
been shown that RDCs, measured in several alignment
media, are particularly attractive for RDC-based
de novo protein fold determination (Kontaxis et al.
2005; Hus et al. 2001; Beraud et al. 2002), and the
characterization of molecular dynamics at an atomic
level occurring at time scales of pico- to milliseconds
(Meiler et al. 2001; Bouvignies et al. 2005; Lakomek
et al. 2005).

Nowadays RDCs are routinely measured between
covalently attached nuclei, e.g. N-H, C-H, N-C, and
C-C, mainly in the protein backbone, as part of the
standard data set recorded for NMR structure elucida-
tion. The distance and orientational information pro-
vided by long-range RDCs between more distant nuclei
is still less exploited. It has been shown recently for
proteins and nucleic acids that 'H-'"H RDCs can be
accurately measured between protons separated by
more than 7 A, provided that the 'H spin coupling

@ Springer



156

48

CHAPITRE 5. DETECTION DE CONTRAINTES TRANSLATIONIESLA
LONGUE PORTEE PAR RMN EN MILIEU CRISTAL LIQUIDE

J Biomol NMR (2007) 38:47-55

network in these molecules is simplified by means of
either deuteration, band-selective homonuclear decou-
pling, or both (Boisbouvier et al. 2003; Meier et al.
2003; Wu and Bax 2002). Here, we will focus on the
measurement of long-range RDCs between amide
protons in small to medium sized proteins. The sensi-
tivity of the experimental schemes proposed so far
greatly benefits from perdeuteration followed by back-
protonation of the labile (amide) hydrogen sites. Most
NMR experiments, commonly used for the study of
small to medium-sized proteins, do not require per-
deuteration. In order to make amide 'H-'H RDC
measurements more attractive for fully protonated (or
only partially deuterated) samples we have developed a
new pulse sequence that provides greatly improved
sensitivity over existing methods. Signal enhancements,
ranging from a factor of 1.5 to 8, are observed for indi-
vidual correlation peaks, as illustrated for 5N labeled
ubiquitin under weak alignment conditions.

Sensitivity-enhanced double *N-edited "H-"H
correlation experiment

In contrast to experiments for the measurement of
one- or two bond couplings, long-range '"H-'"H RDCs
are most conveniently measured by a quantitative
J-correlation experiment (Bax et al. 1994), where part
of the magnetization is transferred from proton H* to
proton H® yielding a cross peak at the resonance fre-
quency of H® and a diagonal peak at the frequency of
H” in the final spectrum. The spin coupling constant is
then easily retrieved from the ratio of the measured
intensities of cross- and diagonal peaks (see below).
The new pulse sequence of Fig. 1a is a modified ver-
sion of the Semi-Selective HMQC2 (SS-HMQC2)
experiment (Wu and Bax 2002) that consists of two
successive HMQC blocks sandwiching a COSY-type
'H mixing pulse. In the following we will refer to our
new experiment as BEST-Jcomp-HMQC2 (BEST:
Band-selective-Excitation ~ Short-Transient, Jcomp:
J-mismatch compensated). Before describing in more
detail the new features of BEST-Jcomp-HMQC2, we
will briefly summarize the relevant coherence transfer
pathways common to the double-HMQC experiment.
Amide 'H chemical shift, scalar and dipolar coupling
evolutions with aliphatic protons are refocused by the
band-selective 180° 'H pulses applied in the middle of
each HMQC building block. In contrast, HN-HN
RDCs evolve during the transfer delay A as HA'v -
HA),cos(nDHHA]) + 2HAH®, sin(zDyyA;), where
Dyp is the residual dipolar coupling constant between
spins H® and H® and interactions with other amide
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protons are neglected. The following 90° 'H pulse then
converts 2H*H®, to 2H*,H®, while leaving H",
(which gives rise to the diagonal peak) unaffected.
During the subsequent A, transfer period, the anti-
phase coherence —2H”,H®, partially refocuses to HBy
sin(nDypA,) that is then detected as a cross peak.
Remaining 2HA,HB, and 2H”,HB, coherences that are
apparent as dispersive antiphase signals in the 'H (w3)
dimension of the spectrum can be suppressed by an
additional z-filter element that will be explained in
more detail below. Contrary to the experiment of Wu
and Bax (2002), where 'H antiphase suppression is an
integral part of the pulse scheme, removing the z-filter
element from the sequence of Fig. 1a does not alter the
main coherence transfer pathways (see below).
Therefore the experiment may also be performed
without z-filter. During both '"H-'H dephasing times A,
and A,, the "N chemical shift of the covalently
attached amide is labeled using HMQC-type 'H-"°N
correlation schemes. The residual dipolar coupling
D = Dy is then obtained from the 4 peak intensities
measured at positions (w1, wy, w3): Iy (0f. of. of).
Ic/?iag (w0, of, (‘)f{l):lgoss (wf, o, of), Liiag (wf, of,

%) using the following relation:

A 1B

[(I?iag[(?iag
#%sin®(nDA, )sin® (tDAy)
{7*cos’(rDA;)cos’
(nDA2)+24(1—7)cos(nDA; )cos(mDAy)+(1—2)*}

(D

with /Z a correction factor taking into account the
protonation level at the amide sites in the protein (Wu
and Bax 2002), e.g. 2 = 0.9 for a 10%/90% D,O/H,O
mixture.

Solving Eq. [1] for a measured intensity ratio yields
the magnitude of the Dy coupling constant, given by

2 unh 3
ko |4 (3cos? 0 — 1) + > A, sin’ 0 cos 2¢
167ry,, 2
(2)

with A, and A, the axial and rhombic components of
the alignment tensor, 0 and ¢ the polar angles defining
the HN-H" vector orientation with respect to the
alignment frame, and r;;; the inter-proton distance.

The sensitivity of BEST-Jcomp-HMQC2 greatly
benefits from two new features, longitudinal relaxation
enhancement and J-mismatch compensation, that will
be discussed in detail in the following.

[Dyn| =
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Fig. 1 (a) Pulse sequence of the 3D BEST-Jcomp-HMQC2
experiment for the measurement of amide 'H—'H residual
dipolar couplings. The inserts labeled (E1) and (E2) correspond
to J-mismatch compensation elements as explained in the text.
The optional z-filter at the end suppresses 2H,H,-type coherence
prior to detection. All radio-frequency (rf) pulses are applied
along the x-axis unless indicated. 90° and 180° rf pulses are
represented by filled and open pulse symbols, respectively. The
dashed "N pulses are broadband inversion pulses applied with a
BIP-360-30-5 shape (Smith et al. 2001). All shaped 'H pulses are
centered at 8.2 ppm covering a band width of 4.0 ppm corre-
sponding to the amide 'H spectral region. The following
shapes are used: (1) REBURP, (2) time-reversed EBURP2
(EBURP#), and (3) EBURP2 (Geen and Freeman 1991). For
pairs of successive 180° rotations (1*) ISNOBS pulses (Kupce
et al. 1995) instead of REBURP are applied because of their
cleaner band-selective inversion profile. The transfer delays are
adjusted to 7y = 1/(2/nu)-01/2, 12 = V(4] yn)—-02/2, 13 = 1/(2I Np),
14 = 1/ (2Jnm)-91, and T=30-60 ms, with ¢; and J, the lengths of

Longitudinal relaxation enhancement

In slowly tumbling diamagnetic molecules such as
proteins the efficiency of 'H spin lattice relaxation is
mainly determined by the dipolar-coupled '"H spin
network ("H-'H nOes). Therefore, if only a subset of
protons is observed in a particular NMR experiment,
spin-lattice relaxation can be enhanced by manipu-
lating the remaining proton spins during the pulse
sequence in a way that their spin state before detection
is close to thermal equilibrium. The effective longitu-
dinal spin-lattice relaxation of labile solvent-accessible
amide 'H is also influenced by chemical exchange with
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the EBURP2 and REBURP pulses, respectively. The transfer
delays A; and A, take into account '"H-'H coupling evolution
during the selective pulses: A; =2t +40,+T and
Ay = 213 + 41, + T. Pulsed field gradients, G,—Gg are applied
along the z-axis (PFG,) with a duration of 200 ps and field
strengths ranging from 5-40 G/cm. Phase cycling: ¢; = XXX, ¢, =
YoYoYYs @3 = 2¥.2(5Y)s @4 =X @5 = 4y.4(y), ¢ = 4y4(y), and
the receiver ¢, = X,-x. Quadrature detection in the t; (t;)
dimension is obtained by simultaneous time-proportional phase
incrementation of ¢;(¢,) and decrementation of ¢,(¢s) accord-
ing to TPPI-STATES. The pulse sequence code (Varian) is
available from the authors upon request. (b) Bloch simulations
illustrating the effect of EBURP2 and time-reversed EBURP2
pulses in the pulse sequence (a). Coupling evolution has not been
taken into account for the simulations. The plotted offset profiles
represent the 'H spin state after different pulse combinations
starting from pure z-magnetization (H,): (I) EBURP*,, (II)
EBURP#*,-A-180°-A-EBURPy, and (III) EBURP*,—A-180°-A—
EBURP,

water hydrogens. Partial saturation of the water proton
spins translates via this exchange mechanism to a
reduced steady state polarization of the fast exchang-
ing amides at the beginning of each scan. Again, lon-
gitudinal relaxation is enhanced when the water is in a
relaxed state between subsequent scans. Shorter lon-
gitudinal relaxation times allow for higher repetition
rates of the pulse sequence, and thus provide increased
signal to noise (S/N) in a given amount of experimental
time (higher sensitivity). Longitudinal relaxation
enhancement has recently been successfully exploited
for proteins in the context of resonance assign-
ment experiments (Pervushin et al. 2002; Atreya and
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Szyperski 2004; Diercks et al. 2005; Schanda et al.
2006b), ultrafast two-dimensional data acquisition
(Schanda and Brutscher 2005; Schanda et al. 2005;
Schanda and Brutscher 2006), and fast characterization
of structural compactness and heterogeneity of poly-
peptide chains (Schanda et al. 2006a).

In the pulse sequence of Fig. 1a, only shaped 'H
pulses are applied that selectively manipulate amide
'"H while leaving aliphatic '"H mostly unaffected.
The BEST concept, consisting of the use of amide
'H-selective pulses only, has been shown to yield
superior results in terms of leaving aliphatic 'H
polarization unperturbed compared to hard-pulse-
based sequences using additional selective “flip-back”
pulses (Schanda et al. 2006b). In the sequence of
Fig. 1a, a single 180° 'H pulse is applied with a RE-
BURP shape, whereas for pairs of consecutive 180° 'H
pulses ISNOBS pulse shapes are preferred because of
their better off-resonance performance. A time-re-
versed EBURP2 pulse (EBURP2%*), initially optimized
for flip-back purposes, is used for 'H excitation. As
illustrated by the Bloch simulations in Fig. 1b,
EBURP2* leaves chemical shift evolution (and spin—
spin coupling) active during half of the pulse duration
thereby creating a linear phase gradient. This phase
gradient is refocused during the subsequent 90° pulse
applied with an EBURP2 shape and a 90° phase shift
with respect to the EBURP2* pulse. An inphase H,
coherence is created for the component that has not
evolved under dipolar coupling. At the same time the
EBURP?2 creates inphase Hy coherence from H,, and
flips back orthogonal transverse coherence along the

z-axis (see Fig. 1b), thereby converting the antiphase
coherence 2H*H®, to -2H”,H®,. The combination
EBURP2#*-A -180°-A-EBURP2 allows efficient use of
the relatively long pulse durations (on the order of
2 ms), and avoids general rotation 90° pulses that are
known to be more sensitive to B;-field inhomogeneities
and pulse imperfections.

Figure 2 illustrates the effect of the BEST modifi-
cations on the sensitivity of the experiment for two
protein samples at 'H frequencies of 600 and 800 MHz:
(a, ¢) 76-residue fully protonated ubiquitin and (b, d) a
167-residue fragment of the Escherichia coli sulfate
reductase (SiR-FP18) deuterated at a level of ~75%
(Sibille et al. 2005). 2D BEST-HMQC?2 spectra were
recorded without the J-mismatch compensation filters
setting the effective evolution delays A; and A, to
26 ms. The average sensitivity (intensity per unit time)
of BEST-HMQC?2 is plotted as a function of the scan
time (sum of pulse sequence duration and recovery
delay), and compared to results obtained using the
SS-HMQC2 sequence (Wu and Bax 2002) recorded
under comparable conditions. As a result of the
selective 'H manipulation in BEST-HMQC2 the
maximum in the sensitivity curves shifts towards
shorter scan times, reflecting the significant decrease in
effective longitudinal relaxation times. For protonated
ubiquitin, scan times of ~600 ms are optimal, whereas
for the highly deuterated sample of SiR-FP18 a scan
time of ~1.5 s provides highest S/N ratios. These opti-
mal repetition rates depend only little on the magnetic
field strength. An average sensitivity gain of a factor of
~2, and individual gains of up to a factor of 4 (data not

Fig. 2 Average S/N ratios per
unit time (intensity) plotted
as a function of the scan time
(pulse sequence duration plus
recycle delay) obtained with
the BEST-Jcomp HMQC
sequence without z-filter
(diamonds), with additional
z-filter (circles), and using the
SS-HMQC?2 sequence of Wu

IN
1

Intensity [a.u.]

and Bax (squares) for fully

protonated ubiquitin at (a)
600 MHz and (c) 800 MHz
'H frequency, and for ~75%
partially deuterated SiR-
FP18 at (b) 600 MHz and

(d) 800 MHz 'H frequency.
Intensities were obtained by
adding the peak intensities of
all detected amide (excluding

Intensity [a.u.]

NH,) correlation peaks
observed in the 2D spectra
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shown) are observed for ubiquitin if the scan times of
both experiments are optimized independently. Even
for the deuterated sample of SiR-FP18, an average
sensitivity gain of 20% at 600 MHz and 50% at
800 MHz is obtained. This observation can be
explained by the fact that most methyl groups remain
protonated at least at one of the three methyl hydrogen
sites. "H-"H spin diffusion to methyl groups then still
allows quite efficient energy dissipation at these sites of
high mobility (methyl rotation). Additionally, and in
contrast to the SS-HMQC?2 experiment, water polari-
zation is left unperturbed rather than dephased, which
also contributes to faster effective relaxation of the
exchangeable amide protons. Even higher sensitivity
gains are observed in the fast pulsing regime when
using short recycle delays for both SS-HMQC?2 and
BEST-HMQC2 experiments. This may be relevant
for situations where short overall acquisition times
become important, e.g. for sample stability reasons.

J-mismatch compensation

Each of the two HMQC building blocks in the
sequence of Fig. la requires the adjustment of two
transfer delays © = 1/(2/ny), where Jyy, is the hetero-
nuclear coupling constant between amide 'H and '°N.
While the scalar J couplings are quite uniform along
the polypeptide chain with very little variation from
one amide site to another, in weakly aligned molecules
the RDC adds to the J couphng resulting in effective
spin coupling constants JfVH = Jyu + Dyy that cover a
range of typically +20-40% with respect to the mean
value. It is therefore no longer possible to adjust the ©
delays for all amide sites simultaneously, resulting in a
sensitivity loss that depends on the degree of J-mis-
match fis =27 JU .

In a standard HMQC experiment the main coher-
ence transfer pathway (P;) is as follows:

eff eff

: Iy
Hy, ™ 2H N, (1) 2% H, sin® (n £ /2) (3)

The efﬁciency of the heteronuclear transfer steps,
given by sin’(n f{*/2) neglecting spin relaxation,
translates into a signal loss of ~20% for a J-mismatch
of fAH = 0.7 or 1.3 (see Fig. 3). In order to increase
the performance of the HMQC sequence for partially
aligned protein samples, J-mismatch compensation
elements (denoted (E1) and (E2) in the sequence of
Fig. la) are inserted. The J-mismatch compensation
technique used here is conceptually similar to previ-
ously proposed ‘‘broadband INEPT”” schemes (Nielsen
et al. 1989; Wimperis and Bodenhausen 1986).
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J-mismatch compensation allows recovering part of the
“lost” magnetization by creating a second coherence
transfer pathway (Py;) that adds to the detected NMR
signal:

eff
H, P21 N, (1)
» “@
ﬂ)’ H cos ( /ml\/z) sin ( /ml\/z)

The transfer efficiency in J-mismatch compensated
HMAQOC is then given by the sum of the two pathways
P; and Py;. In the J-mismatch range 0.7 < ¥} < 1.3 the
'"H->N transfer becomes almost independent of the
effective coupling constant J, with transfer efficien-
cies of more than 0.95 over the whole range (Fig. 3).
The amide '"H-"H coupling evolution is not affected by
these additional pulse sequence elements because no
90° 'H pulse is required. The J-mismatch compensation
elements can thus be inserted in the "H-'"H coupling
evolution periods of the BEST-HMQC blocks.
Therefore, no additional delays are required and the
improved heteronuclear transfer efficiency of the
HMOQC blocks directly translates into intensity gains
for the cross- and diagonal peaks depending on the

sensitivity gain
a
1

o
(o]
1

transfer efficiency
o
>
1

o
N
L

o
o
1

T T
04 06 08 10 12 14 16
J mismatch

Fig. 3 Simulations of "H-'">N transfer efficiencies (see Egs. [3]
and [4]) in HMQC-type experiments with (2) and without (1) the
additional J-mismatch compensation elements of Fig. la. The
transfer efficiency of the additional coherence transfer pathway
(Py) created by the J-mismatch compensation elements is
plotted as a dashed line. In addition, the expected signal gain
for a single HMQC block as a function of J-mismatch is shown
on top

@ Springer



160

52

CHAPITRE 5. DETECTION DE CONTRAINTES TRANSLATIONIESLA
LONGUE PORTEE PAR RMN EN MILIEU CRISTAL LIQUIDE

J Biomol NMR (2007) 38:47-55

J-mismatch of the involved amide groups. The only
price to pay for the J-mismatch compensation, besides
a few additional pulses, is a reduction (by ~11 ms) in
the available maximal t; and t, evolution times. This
however does not present a strong limitation as long as
transfer delays A |, A, > 30 ms are chosen for the amide
"H-'"H coupling evolution.

Artefact suppression using an additional z-filter

To suppress undesired antiphase 2H,H, coherences
before detection, while leaving inphase H, coherence
unperturbed, an optional z-filter element can be used.
In short, the filter works as follows: the inphase H,
coherence is stored along the z-axis by a 90° EBURP2*
pulse while antiphase 2HH, coherence is converted
to zero-quantum (ZQ) and double-quantum (DQ)
coherences by the same pulse. The DQ coherence is
destroyed by a pulsed field gradient. The ZQ coher-
ence, that remains unaffected by the gradient pulse,
evolves during a delay 1/2Jyy into 8H,H _N,N,-type
coherence that is not detected in the presence of '°N
decoupling during data acquisition. The use of a high-
performance >N composite decoupling sequence, such
as WALTZ-16, is important to avoid partial detection
of undesired coherence transfer pathways resulting in
phase distortions in the 'H dimension. The subsequent
EBURP2 pulse then converts H, to H, for final
detection. Finally, a WATERGATE sequence (Piotto
et al. 1992) is added for water suppression purposes.

Experimental results

The performance of the BEST-Jcomp-HMQC2
experiment has been tested on a 1.25 mM sample of
fully protonated '"N-labeled ubiquitin. To create a
weak alignment in the magnetic field, the ubiquitin
sample was dissolved in a 15% w/v DMPC/DHPC
mixture at a molar ratio of 3:1. The pH of the sample
was adjusted to 6.6 in a 10 mM phosphate buffer. The
resulting molecular alignment tensor, characterized on
the basis of a set of Dyy; coupling constants measured
from IPAP-HSQC spectra (Andersson et al. 1998;
Ottiger et al. 1998) and the ubiquitin solution structure
(pdb entry 1D3Z), showed an axial component of
A, =178 10 and a rhombic component of A, = 2.6
10, Under these alignment conditions the J-mismatch
for individual amide sites ranged from 0.6 to 1.3
assuming a scalar coupling constant Jy;; = 92 Hz. All
spectra were acquired at 800 MHz 'H frequency
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and 28°C sample temperature on a Varian INOVA
spectrometer equipped with a cryogenic triple-
resonance probe and shielded z-gradients. 3D spectra
were recorded using different options of the pulse
sequence displayed in Fig. 1a: with/without J-mismatch
compensation, and with/without z-filter. In addition,
a SS-HMQC2 spectrum (Wu and Bax 2002) was
acquired for comparison using identical acquisition
parameters except for the interscan delay, which was
set to 450 ms in BEST-HMQC2 and to 14 s in
SS-HMQC2 for optimal sensitivity in both experi-
ments. Examples of 2D (w;, @) strips extracted
from these data sets are shown in Fig. 4a. On average,
a sensitivity gain of approximately a factor of 2 is
obtained from longitudinal relaxation enhancement
when using BEST-Jcomp-HMQC2 instead of
SS-HMQCQC2. This gain, however, is not uniform along
the peptide chain and enhancement factors of 3 to 5 are
observed for amide groups in the hydrophobic core of
the protein characterized by a high local proton density
and little internal dynamics. Interestingly, these are
also the molecular regions where the most useful long-
range structural information is obtained, as illustrated
for the f-sheet structure of ubiquitin (Fig. 4b). J-mis-
match compensation yields significant further signal
enhancements for amide groups with large Dy, cou-
plings. Sensitivity gains of up to a factor of 2 are
observed when adding the J-mismatch compensation
elements for cross and diagonal peaks were both
amide groups involved in the correlation show large
J-mismatch. The combination of both effects yields
enhancement factors of the S/N ratio for individual
correlation peaks in the range of ~1.5 to 8. The
increased sensitivity allowed us to quantify additional
peaks and thus obtain more structural restraints as
compared to the SS-HMQC?2 experiment. In addition
to the 113 cross peaks that are observed in both
experiments 41 additional cross peaks with intensities
above a cutoff level of 3 times the noise level could be
quantified. Exceptions are correlations between
amide 'H and the NH, groups of Asn and Gln side
chains. These cross peaks have significantly reduced
intensity in BEST-Jcomp-HMQC2 because of the
additional Jy;; coupling evolution of 2N,H.-type
coherence during the J-compensation pulse sequence
elements (see residue L15 in Fig. 4a). Figure Sa
shows the correlation of Dy values extracted from
3D spectra measured using the SS-HMQC2 and
BEST-Jcomp-HMQC?2 sequences, illustrating that the
same level of accuracy is obtained from the two
experiments, although with a significantly higher
precision for the sensitivity-optimized BEST-Jcomp-
HMQC?2 version.
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Fig. 4 2D N (0;)-"°N (w,) strips extracted at the amide 'H
(w3) frequency of several residues in the -sheet of ubiquitin. 3D
data sets were recorded at 800 MHz (28°C) on a sample of
>N-labelled, fully protonated ubiquitin dissolved in a DMPC/
DHPC mixture. The results obtained with the following pulse
sequences are shown: (1) SS-HMQC2, (2) BEST-HMQC2
without J-mismatch compensation and z-filter, (3) BEST-
Jecomp-HMQC?2 with additional J-mismatch compensation, and
(4) BEST-Jcomp-HMQC?2 with J-mismatch compensation and
z-filter. For all experiments the 'H-'H transfer delays (corre-
sponding to A; and A; in the sequence of Fig. 1a) were adjusted
to 41 ms. 43 (t;) x 43 (t,) x 400(t3) complex points were recorded

We have also experimentally evaluated the effect of
the additional z-filter element on the overall sensitivity
of the BEST-Jcomp-HMQC2 experiment and the
accuracy of the measured amide "H-'"H RDCs. Overall
the intensity of most correlation peaks recorded with
the additional z-filter is slightly reduced, by about
10-15% in the case of the weakly aligned ubiquitin
sample used for this study (Fig. 4a), which is in
agreement with the data shown in Fig. 2. There are two
possible sources of signal losses: first, and probably
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for spectral widths of 2400 Hz (wy), 2400 Hz (;) and 10000 Hz
(w3). Optimal recycle delays were used for all experiments:
450 ms for BEST-Jcomp-HMQC?2, and 1.4 s for SS-HMQC2. The
total acquisition time was 10 h for the BEST experiments, and
24 h for the SS-HMQC2 spectrum. The intensities in the
SS-HMQC2 spectrum were scaled by a factor 0.65 to account
for the unequal experimental times. A star indicates a residual
peak from another 'H plane (residue). (b) Schematic drawing of
the f-sheet structure in ubiquitin. The arrows indicate amide
pairs for which RDCs could be measured from the spectral
regions displayed in (a), illustrating that important long-range
structural information is obtained from these data

most importantly, 'H longitudinal relaxation during
the z-filter element and 'H transverse relaxation during
the WATERGATE sequence of ~2 ms duration; sec-
ond, as can be seen from Fig. 2, the optimal scan time
is slightly shifted towards longer delays as compared to
the experiment without the z-filter element, indicating
that the additional pulses decrease the steady-state
polarization of the aliphatic protons, and thus the
sensitivity of the experiment. The small intensity
increase observed for some cross peaks is explained by
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Fig. 5 (a) Correlation plot of amide '"H-'"H RDCs measured
using the BEST-Jcomp-HMQC2 sequence of Fig. 1a (x-axis) and
SS-HMQC2 (Wu and Bax 2002) (y-axis). The total acquisition
time was 10 h for BEST-Jcomp-HMQC2 and 24 h for SS-
HMOQC2. (b) Correlation plot of amide "H-'H RDCs extracted
from 3D BEST-Jcomp-HMQC?2 spectra recorded with (x-axis)
and without (y-axis) the additional z-filter. The experimental
error bars were estimated on the basis of intensity uncertainties
of 1.5 times the noise level. (b) The absolute values of the Dy
coupling constants were extracted from a single spectrum.
Therefore all Dy couplings were assumed to be in the 0 to 1/
2A = 122 Hz range (A = A; = A,). The periodicity of the
trigonometric functions in Eq. [1] does not allow the distinction
between coupling constants D and 1/A -D. In order to solve this
ambiguity a second data set recorded using a different transfer
delay A is required. The inserts in (b) show 'H line shape
distortions observed for some cross peaks (right spectrum) that
are completely removed by addition of the z-filter (left spectrum)

@ Springer

the removal of artifacts with negative intensity in the
ws("H) dimension. The difference in the RDC values
extracted from the two experiments recorded with and
without z-filter is surprisingly small for most of the
observed correlations (Fig. 5b), indicating that also
without the z-filter meaningful structural restraints can
be obtained. Only a few peaks show significant dis-
tortions along the 'H dimension (see Inserts in
Figs. 5b) that result in erroneous peak intensities and
thus stronger deviations in the measured D;;;; coupling
constants. These peak distortions are absent in the
spectra recorded with the additional z-filter illustrating
that the antiphase 2H,H, coherence is efficiently sup-
pressed. The z-filtered version of the experiment thus
yields higher accuracy at the expense of a small loss in
sensitivity. However, the outliers are easily identified
from inspection of the peak shape and accurate cou-
pling constants can also be obtained from the experi-
ment without the z-filter element if these peaks are
manually removed from the analysis.

Conclusions

We have presented BEST-Jcomp-HMQC2, a new
pulse sequence that allows accurate measurement of
amide 'H-'H residual dipolar couplings in weakly
aligned proteins. "H-"H RDC measurements provide
important long-range restraints for NMR structure
determination. This information is available immedi-
ately after backbone resonance assignment without the
need for any additional tedious side chain resonance
assignment or NOE analysis. "H-'"H RDCs are there-
fore especially useful in the context of fast de novo fold
elucidation using only a limited set of NMR-derived
structural restraints. It has been shown recently (Bou-
vignies et al. 2006) that high structural precision is
obtained by combining local orientational information
from RDCs between covalently-bound nuclei in the
protein backbone with long-range translational and
orientational information from amide 'H-'H RDCs.
The high sensitivity provided by the BEST-Jcomp-
HMQC2 experiment makes it attractive to measure
amide '"H-'"H RDCs on a routine basis for partially
aligned protein samples without the need for
(per)deuteration.
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5.3 La détection des RDCs a longue portée est lirdd par la
troncation dipolaire

Dans la limite de deux protons isolés P et Q, keutation transférée dans le plan

transversal, pendant une période de transferttfe ees deux protons est donné par :
| o =SiN(DL,T) €771 (5.7)

Pour deux protons éloignés, si la valeur de la teons de couplage est faible

(DpT <<1), on aura un transfert optimal potie R;* et 1, = 7D, R;*el™.

Toutefois, dans un systéme a plusieurs protonsfacteur est modulé par
'ensemble des couplages entre P et les protonsheso L'aimantation transférée

peut s’exprimer alors par :
| .o =sin@ZD,,T) e " HCOSQD T)
PQ PQ ) PJ (5_8)

Dans une protéine protonée, un proton est entonrén@yenne de 25 autres
protons dans un rayon de 5 A. En revanche, dangnanéine perdeutérée, le nombre
de protons voisins d'un proton amide dans cette enggghere tombe a 4. Les RDCs
étant inversement proportionnelrd, le transfert d'aimantation entre deux protons
séparés par des distances atteignant 7 A sera lipait I'ensemble des couplages
avec les protons les plus proches. Ce phénoménenéda troncation dipolaire, est
la principale limitation a I'observation de RDC#oague portée dans les protéines de
faible taille. Dans la suite de ce paragraphergsenterai quelques exemples ou I'on

a pu repousser cette limite dans les biomolécules.

5.3.1.1 Suppression de couplages forts par des impions a bandes sélectives

Afin d’observer les couplages dipolaires les plagles, il est nécessaire de
supprimer les interactions dipolaires entre lesqm® les plus proches. Une solution
consiste a utiliser des impulsions trés sélectpams découpler des protons ayant des
fréquences distinctes. En collaboration avec Pafdh, nous avons implémenté des
impulsions sélectives de découplage des protonslemmdans la séquence SS-

HMQC2 (Figure 5.5). Les impulsions a bandes sélestin‘agissent que sur des
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protons amides se trouvant sur une bande de démsde chimiques définie. Elles
ont pour fonction de refocaliser les couplagesHs, entre des protons qui ont une
fréquence hors de cette bande de déplacement alereiqceux a l'intérieure de cette
bande. Un exemple d’implémentation de ce type diisipn sélective pour la
détection de RDCsSH-'Hy sur un échantillon d'ubiquitine UH]; U-[**N] est
présenté dans la Figure 5.8. L'utilisation d'uneufsion a bande sélective, centrée
sur 9,5 ppm avec une largeur d’inversion de = pf ppermet de limiter une partie
de la troncation dipolaire en éliminant les couplg@vec les protons ayant une
fréquence de résonance en dehors de cette band&ansfert peut avoir lieu
seulement s'il se fait entre protons situés dabsiale de déplacement chimique qui
est refocalisé par cette impulsion, ou entre palee protons non affecté par
'impulsion sélective. Sur la Figure 5.8, dans Bpeau de gauche une expérience
SS-HMQC?2 standard a été réalisée (Wtual, 2002 ; Schanda&t al, 2007). La
présence d’'un couplage intense entre Igsdel la Glycine 35 et de I'lsoleucine 36
(8,5 Hz) donne lieu a un pic de corrélation inteesémite le transfert vers d’autres
protons. Lorsqu’on applique I'impulsion sélectiv®,& ppm, le couplage entre lg H
de la Glycine 35 (8,53 ppm - fréquentd) et le Hy de I'lsoleucine 36 (6,19 ppm -
fréquenceH) est découplé. Ainsi, il est possible d'observer transfert de la
Glycine 35 vers le Kl du Glutamate 34 (8,74 ppm - fréquert, correspondant a
un couplage plus faible, [y = 2,7 Hz.

o
G35/G35 G35/G35

o @

N/ ppm

G35/136

&

o

G35/E34
[-]

127 12 117 112 107 127 122 7 1m2 107

N / ppm N / ppm
Figure 5.8: Plan 2D *N-">N & 8,53 ppm de'H du spectre sans impulsion & bande
sélective (& gauche) et avec impulsion & bande séiee (a droite).
Le pic de corrélation entre la Glycine 35 et I'saline 36 (6,19 ppm) est supprimé dans le
spectre en B et un pic de corrélation entre la B&/S&5 et le Glutamate 34 (8,74 ppm) est
détecté.
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Dans cet exemple, la suppression de couplagessagepermet la détection de
transfert entre des protons plus éloignés. Touwdefde recouvrement des
déplacements chimiques dans les protéines ne peuhete utilisation relativement
limitée des impulsions a bandes sélectives. De, glaar vraiment étre spécifique
d’une paire de résonance, il serait nécessairglitaer des impulsions sélectives de
'ordre de quelques dixiemes de seconde. Ce qustrpas réalisable de maniére
pratique compte tenu des vitesses de relaxatiorswessale des protons dans les

macromolécules biologiques.

5.3.1.2 Limitation de la troncation dipolaire dandes acides nucléiques

Comme présenté au § 5.3.1.1 pour un échantillorbiglitine, de masse
moléculaire de 9 kDa, on peut limiter le transfgrdce a I'utilisation d’impulsion
sélective. Cependant, méme pour un échantillonigliitne deutérée, la densité de
protons reste trop importante (~ 20 % ; § 3.2.212¢ste 76 protons amides auxquels
s’ajoute 55 NH. Ainsi la troncation dipolaire est toujours limmta pour la mesure
de faibles couplages entre protons séparés padidemces au-dela de 7 A. En
comparaison, un acide nucléigue de 12 paires desbat masse moléculaire
similaire, possede une densité de protons beauplugpfaible. De plus, dans les
acides nucléiques, les fréquences de résonance ypotype d’atomes sont bien
séparées des autres types d'atomes, on peutiaiitéi le transfert entre les;Het
guelques K soit une trentaine de protons. Pour un ARN dectire standard, la
distance moyenne séparant deux protofi®st supérieure a 5 A. Cette faible densité
de protons limite fortement l'effet de troncatioipalaire. De plus, ces mémes
protons possédent des vitesses de relaxation érée (R ~ 5 Hz), favorable a
l'utilisation de temps de transfert long de l'ordte 100 & 200 ms. Il a ainsi été
démontré que, dans ce type d'ARN, des couplagasdsétectables entre des protons
séparés par des distances atteignant 12 A (Boigoeival, 2003). Un exemple de
RDCs'H-'H détecté sur un ARN de 24 nucléotides est moniréasFigure 5.9.
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Figure 5.9: En A) Les couplages dipolaires résidugtH-'H observés sont indiqués sur la
séquence de I'ARN de 24 nucléotides. En B) Spectle corrélation *H-'H de cet ARN
dont sont extrait les RDCs.

Le spectre a été enregistré avec la séquence dsimpuFigure 5.3 ; Boisbouvieet al,
2003) sur un échantillon d'/ARN a 1,2 mM. L’acqudsit a été effectuée pendant 12 heures
sur un spectromeétre opérant a une fréquence d&1620 Les couplages dipolaires résiduels
'H-'H détectés entre les brins sont indiqués en rotigeux détectés entre 2 ou 3 paires de
bases sont représentés en bleu.

Dans cet exemple, il est démontré que des tramsfat RDC entre protons
séparés par plus de 10 A sont possibles, & la tiomdjue la troncation dipolaire ne
soit plus le facteur limitant. Pour réaliser calage solution, décrite au chapitre 2,
consiste a diminuer la densité de protons en atitida perdeutération avec le
marquage spécifiqgue des protons des méthyles yjende résidu dans les protéines.
Ce marquage spécifique peut permettre dans le'oas grotonation spécifique des
méthylesd, des Isoleucines de réduire la densité de proto2s5a% (8 2.4.4).
Compte tenu de leurs propriétés favorables (8 B8)méthyles apparaissent comme
une sonde de choix pour détecter des RDCs a lopguée dans les protéines. Les
possibilités et les difficultés spécifiques liéen aétection de RDCs entre méthyles

seront discutées par la suite.
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5.4 Détection de RDCs interméthyles a longue portédans

les protéines spécifiquement protonées

5.4.1 Propriétés de relaxation des méthyles en nali isotrope

Dans les protéines perdeutérées et spécifiquenretdnges sur les méthyles, la
relaxation longitudinaléH des groupements méthyles est trés favorable. Hapifre
4 (Tableau 4.1), jai démontré que le temps dexeglan longitudinale moyen, T
des méthyles était de l'ordre de la seconde et émenpour des systéemes de
supramoléculaire (> 100kDa). En comparaison, p@s mrotons isolés {Hou H,)
au sein de protéines perdeutérées, les temps aeatien longitudinale atteignent
plusieurs secondes, voir la dizaine de secondes flegnps de relaxation
longitudinale rapide des méthyles permettent d’ete¥cles expériences RMN avec
un délai de recyclage court, optimal pour la seligibet la résolution des

expériences RMN.

Ces dernieres années, le groupe du Professeur lkayigToronto, Canada) a
démontré que les groupements méthyles sont égalecamactérisés par des
propriétés de relaxation transversales tres favesalh'utilisation des groupements
méthyles comme sondes structurales et dynamigégslargement développé durant
ces dernieres années pour I'étude des protéinesomplexes de grandes tailles
(Tugarinovet al, 2004a ; Sprangeet al, 2005 ; 2007). La relaxation des cohérences
'H simple quanta d’un méthyle isolé dans une pretgierdeutérée dans un milieu
isotrope est bi-exponentielles (Annexe 2). Lesteftie corrélations croisée dipdle-
dipdle *H-'H donne lieu & un premier phénomeéne d'interféremestructive de la
relaxation pour la moitié du signal et vont poaukre moitié du signal contribuer a
augmenté la vitesse de relaxation. Dans les madéamies biologiques, la moitié du
signal n’est plus utilisable dans les expérienceBNRstandard a cause de temps de

relaxation transversale tres rapidE,ij. Par contre l'autre partie du signal est

caractérisée par des vitesses de relaxation tresadgelentes. Il peut ainsi étre
montré que, dans la limite des macromoléculesX>1) et de la rotation rapide des
méthyles, cette partie du signal n'est plus aftepidr les interactions intraméthyles,

mais uniquement par des interactions avec les gpit@sne aux protons du méthyles.
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Dans un systéme perdeutéré et marqué spécifiguesuenquelques méthyles, la
composante de la vitesse de relaxation transversiaeant lentement s’exprime par
(Annexe 2) :

2 2 222 2 422
s (8 K VaVohTc (1j Hy Vah'T.
RS, =| — | £o ZH/DT "C 4| = | o H_ ¢ 5.9
2H (15)(471)2 rS 4\ 4 Z r8 (5.9)

HD,i HH i

Cette équation n’est qu’'une approximation, valablee dans le cas d'une
macromolécule avec un temps de corrélation élewélaS-igure 5.10, j'ai représenté
I’évolution de I'aimantation du méthyle de de I'lsoleucine 36 de l'ubiquitine apres

une impulsion d’excitation de 90°.

36 lle o1

o o
o o
1 1

Intensité Relative
:

0.2

02 04 06 08
Temps (s)
Figure 5.10: Exemple de relaxation transversale ptons des méthyle®, de I'lsoleucine
36 de l'ubiquitine U-[H], U-[**C], [**C'H]-lle-&, & une température de 25°C1= 5,5
ns) et B=18.8 T.
Les ajustements des valeurs expérimentales sardtsesiés par la courbe en rouge pour une
fonction bi-exponentielles et par la courbe bleurpane fonction mono-exponentielle. Les

vitesses de relaxation de la composante raﬁé!g et de la composante lenf&,, sont

notées en rouge et en bleu la vitesse de relaxatmsversale pour un ajustement avec un
modéle mono-exponentiel.

Comme on peut le voir sur la Figure 5.10, méme dansysteme de petite taille

la relaxation du signal d’'un méthytéC'Hs reste bi-exponentielle avec I'une de ces

composantes caractérisés par une vitesse de ielaxigt I'ordre quelques HAR , .

La seconde composan@f,H (correspondant a la moitié du signal) a une vitets

relaxation 10 fois plus rapide. Compte tenu desptede transfert standard utilisés
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pour la mesure de RDCs a longue portée supériedi@ams (Boisbouvieet al,
2003), cette composante aura une contribution geégftile par rapport au signal

détecté et ce méme dans les protéines de peliée tai

Dans I'échantillon U4H], U-[*3C], [**C'H3]-lle-8y, il n'y a pas de carbone-13
proche des protons du méthyle, les spii@sont donc une contribution négligeable.
En revanche. Dans un échantillon 4], U-[*2C], [**C'H4]-lle-3;, ou les méthyles
sont enrichis ert®C, il existe une relaxation dipolaire supplémemtaiLompte tenu

de phénoménes de corrélation croisée et de la dgnandes groupements cette
interaction reste assez faible pour la composapele, sz'H . Cependant lorsque
'on s’intéresse a la composante lente, qui n'esd pffectée par les sources de
relaxation'H-H intraméthyles, cette faible contributiGiC-'H devient prédominant
et correspond a une augmentation de la vitesselabeation par un facteur 1,6 pour
le méthyled; de I'lsoleucine 36 de I'ubiquitine. Par conséquersique la résolution
dans la dimensiofH le permet, il sera souhaitable de travailler ave@chantillon
sans marquageC sur les méthyles afin de détecter les RBIEH les plus faibles.

5.4.2 Evolution des cohérences transversales simyjeanta 'H des

méthyles en milieu cristal liquide

5.4.3 Evolution de l'aimantation transversale des #thyles en milieu
cristal liquide

L'alignement de la protéine dans milieu cristaluidse induit des interactions
dipolaires tH-'H, *H-?H, *H-'3C) qui ne sont plus moyennées & zéro et qui peuvent
affecter I'évolution des cohérences transversalemple quanta des protons des

méthyles. Ces différentes interactions dipolaimed slétaillées ci-dessous.

5.4.3.1 La contribution du deutérium a la relaxatim des méthyles en milieu
aligné
Dans des échantillons BH], [**CHgl-lle-3,, les interactions dipolaires entre les

protons des méthyles et les deutériums sont lesmmbreuses. Durant les périodes
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de transfert d'une expérience Spin-Echo de dutééety par exemple, I'aimantation

d'un protonH, évolue sous forme antiphase avec’tégou D) & cause du couplage

dipolaire (Dyp).

H,cos(D,,,,7)
H,
2H,D,sin(/D ;1)

La présence d'une impulsion 180° au milieu de laiogé de transfert devrait
permettre de refocaliser I'évolution due a ces taygs. Toutefois, la relaxation du

terme2H,D, revét la forme suivante:

R@2H,D,) =R,y +Ryp (5.10)

Due a une interaction quadripolaire particuliéremefficace, la vitesse de

relaxation longitudinale du deutériuniR(;) est tres rapide (quelques centaines de
Hz) par rapport a la relaxation transversale duqordR,, ) (quelques Hz pour

I'ubiquitine).

Dés gu’une partie de l'aimantation évolue en urtemnce2H D, , cette partie

du signal relaxera quasi instantanément, ainsi, sectraduira par une perte de
signal. Il ne suffit donc pas de refocaliser I'am@dion par une impulsion 180°
durant la période de transfert mais de découplecceninue tout le long de cette
période, pour éviter a tout instant la formations deohérences impliquant le
Deutérium. Cet effet est illustré pour un échamtilld’ubiquitine U-fH], U-[*°C],
[Y*C'Hg)-lle-3, aligné dans les phages sur la Figure 5.11. Onrobsgie pour un
délai de transfert de 65 ms, la présence de coepldigpolaires entre les protons des
méthyles et les deutériums peuvent conduire a ene ptteignant 65 % du signal.
Compte tenu que les expériences permettant lata#tedle RDCs a longue portée
nécessite deux périodes de transfert de plus dem€)0il est particulierement
important de supprimer ces interactions par un uiglege continue.
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'H ppm 'H ppm
Figure 5.11: Spectres 1D des méthyld de I'Ubiquitine U-[?H], U-[**C], [**CH]-lle- &,
aligné aprés un écho d’'une durée totale de 65 ms.
L’échantillon & été aligné dans une solution demig/ml de phages pfl, 40 mM
NaCl a 25°C (Da = 21,5 Hz ; R=0,541). Le délatrd@sfert totala de I'expérience
"Spin-Echo" est de 65 ms. Les expériences ont @tégestré sur un spectromeétre
opérant a une fréquence proton de 600 MHz : erepoésd’un découplage continue
(type WALTZ-16 d’'une puissance;Bnoyen de 1,3 kHz) en A ; et les interactions
dipolaires'H-?H sont refocalisées par une seule impulsion 188¢épau milieu de la
période de transfert en B.

5.4.3.2 Contribution des autres protons

En milieu aligné, I'ensemble des couplages dipefirésiduels'H-'H vont
contribuer a défocaliser I'aimantation pendant Erigde de transfert. On peut

distinguer ces RDCH-'H en deux catégories :

(i) Les RDCs avec les protons résiduels préseats d 2 % (8 2.4.4). Dans
'ubiquitine perdeutérée, il y a plus de 600 sitgs peuvent étre occupés par des
protons de maniére résiduelle. Autour de chaquspydl y a en moyenne 70 sites
de protons distants par moins de 7 A. Ainsi, si I&intéresse & des RDCs a longue
portée entre méthyles éloignés par plus de 10 dtisitjuement, cette protonation
résiduelle donnera lieu a des RDCs plus intensexi 8e manifeste par une

décroissance rapide du signal importante en miigeude cristallin (Figure 5.12).
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Figure 5.12: Exemple de relaxation transversale ptons des méthyle®, de I'lsoleucine
13 de l'ubiquitine enregistré sur un échantillon UPPH], U-[**C], [**C'H4]-lle-&..
L'intensité du signal du méthyle de I'lsoleucine #@ l'ubiquitine enregistré a partir
d'expérience Spin-Echo avec découplage du deuté&iuicontinu avec différents temps de
transfert. En vert en milieu isotrope, en rougesdame solution de DMPC/DHPC (3:1) a 15
% (Da = 23,06 Hz)et en noir dans une solution deP@XDHPC (3:1) a5 % (Da = 7,93 Hz).

Afin de limiter le phénoméne de troncation dipaailus au proton résiduels, il est
nécessaire d'utiliser des milieux orientant diluEéemme on peut I'observer sur la
Figure 5.12, 1/3 du signal est toujours détectadghees 100 ms d’évolution
transversales dans un échantillon d’ubiquitine |&aitent aligner (DMPC/DHPC
(3:1) & 5 %, Da = 7,93 Hz ; R=0,174). Afin de lieritd'avantage la troncation
dipolaire, on pourra pendant ce transfert appligiesrimpulsions sélectives couvrant
la plage de résonance$l des méthylesd, des Isoleucines. Ainsi toutes les
interactions dipolaires avec les protons résidagknt leur fréquence de résonance

en dehors de cette zone seront découplées.

(i) Les RDCs entre méthyles spécifiguement protoés Isoleucines; dans
le cas présent. Il s'agit des couplages que l'omt wiliser pour transférer de
I'aimantation a longue portée. Compte tenu du éailbmbre de méthyles marqués
'H et de la distance moyenne importante, ces coaplagnt relativement faibles (<
1Hz dans la majorité des cas). lls contribuent dogs faiblement a la défocalisation
du signal lors d’une expérience de Spin-Echo.tldesc trés important de limiter les

autres effets pour pouvoir les détecter.

-173 -



174 CHAPITRE 5. DETECTION DE CONTRAINTES TRANSLATIONIESLA
LONGUE PORTEE PAR RMN EN MILIEU CRISTAL LIQUIDE

5.4.3.3 Evolution des couplages dipolaires résidséH-'H intraméthyles

La Figure 5.13 représente la courbe de décroissdmtmtensité des méthyles
des Isoleucines dans un échantillon d'ubiquitinéention de la période d’évolution
en milieu aligné. Une fois un découplagé appliqué en continu, ainsi que le
découplage de la majorité des couplages dipolaives les protons résiduels a l'aide
d’'impulsions sélectives, on observe une oscillattiénuée de la décroissance de
l'intensité des signaux des méthyles en fonction telonps de relaxation. Une
explication probable de cette oscillation est da%®kont liées a I'évolution dus aux
couplages dipolaire$H-'H intraméthyles. Il apparait que I'effet d'osciltat est
d’autant plus grand que l'alignement de l'ubiquatiest important (courbe rouge
Figure 5.13).

A) DMPC/DHPC (3:1) 5% B) DMPC/DHPC (3:1) 15%

—Y13
—Y30
—Y36
—Y44
—Y61

Intensité Relative
Intensité Relative

[ I I |
% '?gmps (s) o ° o TZ:nps (s) o *
Figure 5.13: Les courbes de relaxation transversafH des méthylesd, de I'Ubiquitine
U-[?H], U-[*3C], [**C'H]-lle- &, en milieu cristallin liquide.
Elles ont été enregistrées a partir d'une expési&pn-Echo sur un spectrometre a
600 MHz, équipé d'une sonde cryogénigue, avec umgulsion sélective de
refocalisation appliquée sur les méthydgsen milieu de la période de relaxation et
un découplage continu#l pendant toute la durée de I'expérience pour djuttine
diluée dans un mélange de DMPC/DHPC (3:1) : a 5&~=([2,93 Hz) en A et 5%
(Da= 23,06 Hz) en B . Compte tenu de la supermrsides signaux des méthyles des
Isoleucines 3 et 23, les données pour ces deuxylagthe sont pas représentées.

Afin de vérifier cette hypothése, nous avons déieéntes couplages dipolaires
résiduels'H-'H intraméthyles. Compte tenu de la symétrie deshyies et de leur
rotation rapide, on peut directement recalculerameslages a partir des RD3cy
intraméthyles (Sibilleet al, 2002 ; Kaikkoneret al, 2001):

’D,,, = 228x Dy, (5.11)
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Résidus °Prni Résidus *Phni
03 9,64 Hz 36 7,57 Hz
13 3,37 Hz 44 2,34 Hz
23 7,30 Hz 61 11,74 Hz
30 11,24 Hz

Tableau 5.1 :RDCs'H-'H intraméthyles calculés & partir des RDEs™C intraméthyles
mesurés sur un échantillon d'ubiquitine B[ U-[**C], [**C'Hg]-lle-8, dans DMPC/DHPC
(3:1) a5 % (Da= 7,93 ; R = 0,174).

On observe une trés bonne corrélation entre lesuxaldéterminées pour chacun
des méthyles de l'ubiquitine UH], U-[*°C], [**C'H]-lle-8; alignée dans une
solution de DMPC/DHPC (3:1) a 5 %, et la périodd’dscillation observée sur la
Figure 5.13.A.

A ce jour, les études théoriques disponibles paemete décrire I'évolution et la
relaxation des systémes a trois spins concernasngyggemes de type AMX, ABX et
As. Elles ont été développées pour un milieu isotrégm d'essayer d’expliquer ce
phénomene, on peut se référer au diagramme d’&@gis systéme A(Figure 5.14

; Tugarinovet al, 2007).

|4>

A
| I S
| 2> =(|aoB> +/aPo>+[Baos)/ V3
: 5> ©> &> 3> =(|BBos> +[Bop>+opp>)/ V3
} I I I 14> = |Bpp>
“ 15> =( o> - [oBor>)/ V2
2> 5> 7> |6> =(|Bap> - |BRo>)/ N2
1‘ |7> =(|owoB> + |oBo> - 2|Bowo>)/ N6
1‘ I 8> =(2|oBB> - |BBo> - |[Bop>)/ V6
S
1=3/2 1=1/2 =12

Figure 5.14: Diagramme des niveaux d'énergie d'unystéeme A d'un groupement
méthyle.

Les transitions'H simples quantum relaxants lentement (rapidemesuit
représentées par des fleches rouges (bleues).tatsspéopre des niveaux d'énergie

sont représentés p}si,rj, k> (@i, j,kD{a,,B}). Le nombre quantique de spin, I, des trois
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états multiples est indiqué sur le diagramme. lzmdition *H triple quanta est
indiquée par une fleche verte en pointillée.

Les transitions dans un systeme a trois spinsiglesg, A, se repartissent entre
niveaux de spins 1/2 (états singulets) et niveaspile 3/2 (état triplet). Alors que les
états singulets ne sont pas sensibles aux coupiBggsl'état triplet va, lui, évoluer
avec les couplages dipolaires résiddBlgy. Cette interprétation parait simple, mais
il faut la prendre avec précaution, car, aujourdiu’'existe aucune étude théorique
permettant de décrire I'évolution et la relaxattban systéme a trois spins en milieu
cristal liquide (Pr. Alfred G. Redfield, communicat personnelle). Malgré cette
incertitude, il est & noter que cette oscillatittérauée affecte aussi bien les pics de
corrélation diagonaux que les pics de corrélatimisés. De ce fait, si I'on utilise
une approche pour quantifier les RDCs similaireeaqui a été présentée pour les
RDCs Hy-Hny (8 5.2.1.2), ces phénomenes n’auront pas d’infleesur la

guantification des RDCs.

5.4.4 Détection de RDCSH-'H entre méthyles éloignés

5.4.4.1 La séquence d'impulsion : "3D Selective CCOSY"
Pour l'observation de RDC#$1-'H a longue portée, des attentions particuliéres
doivent étre prises en compte tant sur le typehdiddlon utilisé que sur la séquence

d'impulsion :

() Comme la relaxation transversale est trés ingme dans ce type de
mesure, il est judicieux de limiter tous les effatiectant cette relaxation. Comme
montré sur la Figure 5.10, l'utilisation d'un maage isotopiqué’C sur le carbond,
des méthyles des Isoleucines est plus favorablelgusarquage isotopiquEcC,
supprimant ainsi l'interaction dipolaiféd-*C entre les protons et le carbone du
méthyle.

(ii) De plus, comme pour la mesure de NOEs a lormaréee, des artéfacts

peuvent étre détectés entre un méthylales Isoleucines marqué a 100% et des
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protons résiduels a 2 %. L'utilisation d'un filtogs de la séquence d'impulsion est
nécessaire pour supprimer ces artéfacts.

(iii) Enfin, linteraction dipolaire'H->H doit étre supprimée, pour ne pas
perdre I'aimantation a cause de la relaxation todgiale trés rapide du deutérium.
Pour ce faire un découplagie durant toute la séquence doit étre appliqué.

La séquence d'impulsion "3D Selective CT-COSY" @Bouvieret al, 2003) a été
modifiée afin d’inclure ces trois modifications eésaires pour la mesure de RDCs
'H-'H entre méthyles dans des échantillons?tdl[ U-[*°C], [**CH3]-lle-3; (Figure
5.15). Les temps de transferf &t Tg sont optimisés pour la détection de couplages
faibles, a un temps de transfert optimal éga}p &815.3). L'utilisation de I'impulsion
sélective REBURP durant les périodes at Tg, permet d'éliminer les couplages

dipolaires avec la majorité des protons résiduels.

TaA2-14/2  Tal2 t2  Tgl2-t2 Tg/2 t,/2

¢1 ¢2 y ¢3 on/off

I I

1 1

I I

1 1

1 1
1A I I 1A | I WALTZ-16

13¢ ! !
2H IV/

Grad I || I I I I

G1 G2 G3 G4 G5 G6
Figure 5.15: Schéma d’'impulsion de I'expérience "35elective Constant-time COSY"
avec filtre *C.
Les impulsions rectangulaires fines et larges spuiiquées avec des angles d’'impulsion
respectivement de 90° et de 180°. A moins que welaoit indiqué, les impulsions sont
appliquées le long de l'axe X. La fréquenideest placée au centre de la région méthyle des
lle-3, et la fréquencé®C est placée au centre de la régigndés isoleucines. L'impulsion
sélective'H est de type 180° REBURP (la durée est de 3 n@aBHz, pour une largeur de
bande d'inversion de 1600 Hz, centré sur la régies méthyles li&,). La durée et la
puissance des gradient (en unités ms, G/cm) $Bnt: (0.2; 48),6, = (0.2; 14), G= (0.2;
34), G =(0.2; 52), G=(0.2; 30), G=(0.2; 22). Le cycle de phase agt= 4(x); ¢ = 2(X),
2y); @ =X, ¥, X, ¥; rec =y, -y, -y, y. La détection guadrature en jFest achevée en
incrémentantp; de la maniére usuel du States-TPPI et gleFmode Echo/Anti-Echo est
implémentée par linsertion alternée entre lesesyc'une impulsioriH 180° juste avant
l'acquisition. Les délais de recouvrement des gradiont été placésd= 200 us, et le délai
de transferf = 4 ms.
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L’expérience est enregistrée en mode 3D. La frécpitth d’'un premier méthyle
est éditée pendant la premiére période de trandfartfréquence'H du second
méthyle est éditée pendant I'acquisition et la sdegoériode de transfert. Du fait de
la présence d'un découplage homonucléaire et démigon a temps constant
pendant une période de plus de 100 ms, la secoédedp de transfert permet
d’éditer la frequence avec une trés grande résolutLa derniere édition des
fréquences ne sert qu'a la détection du signalditizn des fréquences pendant la
seconde période de transfed) @e fait sans perte de signal grace a une édition
mode Echo/Anti-Echo réalisée grace a une impuld®ri80° appliquée juste avant

la détection pour la moitié des FID (Figure 5.15).

5.4.4.2 Application : ubiquitine U-PH], U-[**C], [**CH3]-lle- &,

Des spectres tri-dimensionnelsi & partir de la séquence d'impulsion "3D
Selective CT-COSY" sur des échantillons d'ubigeitit[’H], U-[*°C], [**CH3]-Ile-
0, dans différents milieux d'alignement ont été eistegs. L'ensemble des milieux

cristal liquide est en solution dans dp Trois milieux anisotropes ont été utilisés :

(i) une solution de DMPC/DHPC (3:1) a 5% (Da = 7,%3= 0,174).

(i) un mélange d'alcool n-alkyl-poly(éthylene-gbyhexanol (Da = 7,08 ;
R=0,280).

(iif) une solution de bactériophages a 12 mg/mLcat®@0OmM NaCl (Da =
13,87 ; R =0,610).

La Figure 5.16 représente des plans 2D extraitsplestres 3D mesurés dans les
trois milieux d'alignement, ou I'on observe les RDA-H entre le méthyle; de
I'lsoleucine 30 et les autres méthydesdes Isoleucines de 'ubiquitine. Compte tenu
de l'orientation différente des tenseurs d’alignatm@ans le repére moléculaire, les
paires de méthyles de chacun de trois milieux sardctérisées par une valeur de
RDCs différentes. L'ensemble des RDEs'H interméthyles détectés est montré sur
la Figure 5.17.
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Figure 5.16: Plans 2D (F3,F2) extraits des spectré8D enregistrés a partir de "3D
Selective CT-COSY" avec un échantillon & 1 mM d’ulajuitine U-[*H], U-[**C], [**CH3]-
lle-&1 utilisé dans chacun des milieux d'alignement.

Les expériences ont été enregistrées pendant T8shewr un spectrometre 800 MHz, équipé
d'une sonde cryogénique, avec pour les temps dsféra: T, = Tg = 156 ms. Les milieux
liquides cristallins utilisés sont : & gauche uakitton de DMPC/DHPC (3:1) a 5% (Da =
7,93 ; R=0,174) ; au centre un mélange dgegh-hexanol Da = 7,08 ; R=0,280) ; et a
droite une solution de bactériophages (12 mg/mLc é@mM NaCl, Da = 13,87 ; R =
0,610). Les traces correspondant a la dimensisoR2présentées sur chacun des plans et la
distance interméthyle correspondant & chaque picnette sur les spectres. L'étoile
correspond a des épaulements de pics se trouvaséa plans voisins.

Figure 5.17: Les RDCs'H-'H entre méthylesd, des Isoleucines de l'ubiquitine détectés
dans les différents milieux d'alignement.

lls sont indiqués par des doubles fleches. Lesemililiquides cristallins sont : en A une
solution de DMPC/DHPC (3:1) a 5% (Da = 7,93 ; REM,) ; en B un mélange dgEs/n-
hexanol Da = 7,08 ; R=0,280) ; en C une solutierbdctériophages (12 mg/mL avec 100
mM NaCl, Da = 13,87 ; R = 0,610).
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Les couplages dipolaires entre méthyles non détestét dus & une mauvaise
orientation du dipdle. Sur 'ensemble des mestifesteées sur |'ubiquitine U],
U-[*3C], [**CH3]-lle-d,, des couplages dipolaires entre paires de métts@parés
jusqu'a 13 A ont été mesurés. Le seuil de déteatwrespondant a la valeur des
couplages dipolaires les plus faibles détectéde£;08 + 0,02 Hz. Si I'on considére
que l'orientation entre les deux méthyles est agdincette valeur seuil de couplage
correspond a une distance maximale entre une gaireéthyle possible d'observer
de 15 A,

Corrélations des RDCs'H-H avec la structures

Pour vérifier la précision des parameétres mesilgés;ouplages entre méthylk&s
des Isoleucines (i Expérimentale) de l'ubiquitine ont été calculésadtip d'un
ensemble de structures. Pour déterminer ces campltagoriques (L Théorique),
les parameétres de tenseur d'alignement de chacsimdiux d'alignement sont
calculés a partir de la mesure des RDCs NH. Poundsure des RDC®yy, jai
utilisé le méme échantillon que pour la détecti@ms cRDCs interméthyles. Les
échantillons utilisés sont placés dans une soluwt@rstituée a plus de 99% de®
Les protons amides résiduels présent ont étéagifimur mesurer les RDCs NH sur
les trois échantillons. Pour un souci d’homogérarer la représentation habituelle,
les signes des couplages expérimentaux ont étééajan fonction du signe du
couplage calculé (Wet al, 2002). La comparaison des valeulg2xpérimentales
avec les valeurs calculées est présentée sur laeFg18 avec un coefficient de
corrélation de Pearson Rp= 0,90.
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Dnpn Théorique (Hz)
Figure 5.18: Comparaison des valeurs [y expérimentales et calculées dans I'ubiquitine
U-[?H], U-[**C], [**CH3]-lle- &, dans les différents milieux d'alignements.
Les différentes valeurs deyp obtenues a partir des trois milieux liquides atists sont
représentées par le code couleur suivant : enlavesplution de DMPC/DHPC (3:1) a 5%
(Da =7,93; R=0,174) ; en rouge le mélange g&4h-hexanol Da = 7,08 ; R=0,280) et en
bleu la solution de bactériophages (12 mg/mL aveeniM NaCl, Da = 13,87 ; R =
0,610).La déviation standard des couplages prédipartir de I'ensemble des structures
(PDB: 1D32Z) est représentée par une barre d’efietizontale. La déviation standard pour
les couplages expérimentauy, /3" est représentée par une barre d’erreur verticale et
déterminée a partir de l'incertitude des mesuresrdensités des pics.

On observe une bonne corrélation entre les valexggrimentales et valeurs
calculées. Les valeurs de couplages corrélant lenambien avec la structure
concernent les paires de méthyles des Isoleucineanges : 13-30, 13-36 et 23-61.
Elles correspondent aux distances les plus proghg@s< 6 A), de plus I'orientation
de ces vecteurs dans chacun des tenseurs d’aligh@steproche de la valeur pour
lesquels les couplages sont nuls. Cette doubleittmmdait que les RDCs prédits
pour ces vecteurs sont trés sensibles a toutestestions d’orientation. Pour s’en
convaincre prenons I'exemple de la paire 23-61 yf€g5.19). En supposant un
modele de rotation du méthyle par saut rapide desrérois rotameres privilégiés, le
couplage correspondant a cette paire peut se ealcomme la moyenne des neufs
couplages entre paires de protons qui peuvenf@imaes entre ces deux méthyles.
Les valeurs de chacun des couplages sont donrdresté sur de la Figure 5.19. On
remarqgue que les amplitudes de ces neufs couplsgas en moyenne 6 fois
supérieures a la valeur moyenne. Toutes approxamagur la maniere de moyenner

ces couplages, toutes variations dues a la dynardguces deux chaines latérales
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d’Isoleucines proches, ou toutes variations dedidation de ces deux méthyles aura
une influence trés importante sur la valeur moyerDet exemple démontre la

sensibilité de ces couplages aux variations angslai

D11 = 0,03 Hz
D12 = 0,91 Hz
D13 =-0,58 Hz
D21 =-0,35 Hz
D22 -0,35 Hz
D23 -0,57 Hz
D j = 0,13 Hz
D32 = 0,39 Hz
D33 =-0,19 Hz
DHH =-0,06 Hz

J

Figure 5.19: Schéma des 9 couplages de la pairerdéthyle 23-61 de I'ubiquitine.

Les deux méthyles sont représentés relativementgpguort au tenseur d'alignement. La
distance interméthyles est indiquée. Les valeuss@deouplages sont représenté a droite du
schéma (le méme code de couleur est utilisé paasHéma et les valeurs de couplages) et la
valeur moyenne du couplage est indiquée en no@e vhleurs de couplages ont été calculé a
partir de la structure de l'ubiquitine (PDB : 1D3#ns une solution de DMPC/DHPC (3:1)
a 5% (Da =7,93; R=0,174).

\.

5.4.4.3 Application :yS-crystalline U-PH], [**CH3]-lle- &,

En collaboration avec le Professeur Zhengrong Whiv@gssité de I'Ohio, Colombus,
USA), cette approche a été appliquée suySarystalline U-fH], [**C'H3]-lle-5..
C'est une protéine, de masse moléculaire del9 &g, un temps de corrélation de
l'ordre de 17 ns enJD. La résolution est suffisante dans la régionrdéthyles®;
des Isoleucines pour kS-crystalline pour pouvoir utiliser un marquagetogague
12C sur le carbone. Le milieu d'alignement utilisées échantillon de phages dilué,
placé dans un champ magnétique intense, qui aigiéédans son état orienté par
I'amorce de la polymérisation de gel acrylamide. |Ra&uite, la solution de protéine
avec la force ionique désirée est diffusée a fiete de I'échantillon orienté.
L'alignement de lg/S-crystalline est indépendant de la force du chamagnétique
(Wu et al, 2005).

-182 -



CHAPITRE 5. DETECTION DE CONTRAINTES TRANSLATIONIESLA 183
LONGUE PORTEE PAR RMN EN MILIEU CRISTAL LIQUIDE

Une expérience 3D Selective Constant-time COSYufieidh.15) a été enregistrée
pendant 12 heures sur un spectrométre 800 MHzpédgliune sonde cryogénique,
avec comme temps de transferta; F Tg = 76 ms. L’échantillon utilisé n’étant pas
marqué™®C sur les autres carbones, les filtres n'ont aweftet pour supprimer les
pics de corrélation correspondant aux protons wétsd (8 3.1.5). Des pics de
corrélation correspondant & des RDBs'H mesurés entre les méthy@sde lays-

crystalline séparés jusqu'a 9 A peuvent étre détdEigure 5.19).
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Figure 5.20: Spectre 2D de la région des méthylds de layS-crystalline enregistré a
partir de la 3D Selective Constant-time COSY.
L'attribution des pics de corrélation est indigusg le spectre ainsi que la distance

correspondante entre les paires de méthidexpérience a été enregistrée a partir de la
3D Selective Constant-time COSY (Figure 5.15) a@pendant 12 heures sur un
spectrométre 800 MHz, équipé d'une sonde cryogéniguec comme temps de
transfert : s = Tg = 76 ms.

Cet exemple montre que cette approche n’'est pa®irde aux protéines de petite
taille, et que des informations a longue portéevperttoujours étre observées dans

les protéines de pres de 20 kDa. Toutefois, cestergalable a condition d'avoir
-183 -



184 CHAPITRE 5. DETECTION DE CONTRAINTES TRANSLATIONIESLA
LONGUE PORTEE PAR RMN EN MILIEU CRISTAL LIQUIDE

suffisamment de résolution dans la région des nexdhy des Isoleucines pour
utiliser un marquage U4], U-[*°C], [**CH3]-lle-3,, c'est-a-dire de conserver un
carbone-12 sur le carbon®. Cette condition est importante pour garder les
propriétés de relaxation les plus favorables. Pdes protéines de tailles plus
importantes, le nombre de méthyles devient rapidénmep important pour pouvoir
résoudre simultanément tous les pics diagonaux desmspectres 2D. Au contraire,
des expériences de détection des NOEs a longuéepqui peuvent toujours étre
détectés dans des grosses protéines (chapitre’application des RDCSH-'H
interméthyles reste conseillée pour des protéieemitle modérée. La possibilité de
marquer les différents types d'acides aminés camtiemies méthyles permettra
d’augmenter le nombre de contraintes longue poni@&eméthyles mesurables dans
une protéine. En combinaison avec l'extraction dOBEN interméthyles cette
approche pourra permettre de déterminer précisénzedistance et 'orientation des

vecteurs interméthyles dans les protéines.
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Les méthodes standard sont, en générale, limitéles informations locales (< 6
A). Le manque de contraintes a longue portée estesnfacteurs limitant pour les
études structurales de protéines allongées, moedsiaile complexes protéiques et
d'assemblages supramoléculaires. Pour étudierydésntes de grande taille, il est
nécessaire d'utiliser des échantillons deutérésitefais, le remplacement des
protons par des deutériums limite le nombre de éesnstructurales, car les
expériences NOESYH-'H sont de maniére générale la principale source de

contraintes pour établir la structure de macromgé&spar RMN.

C'est dans le but de répondre a ces deux problémes,s'inscrit le travail de
cette theése. La solution générale envisagée espribiner un marquage isotopique
spécifique d'un échantillon a des expériences RMtirosées. Le choix des sondes
pour détecter des contraintes a longue portée respiulial. En effet, obtenir un
échantillon de protéine deutérée et spécifiguemeatbnée est onéreux. Il faut donc
garder un nombre restreint de protons, dans des pitivilégiés, qui permettent
d’extraire un maximum d’informations structuralesmportantes pour la
détermination de structure. Ainsi, jai démontréeda protonation spécifique des
méthyles bénéficie de plusieurs avantages et ¢oestin choix optimal pour
I'obtention de contraintes structurales a longugémo Pour ce faire, j'ai implémenté
et amélioré des protocoles de marquage spécifigaan#thyles des Isoleucines, des
Valines et des Leucines. Pour un codt raisonnabla;a été possible de marquer
spécifiguement les méthyles de ces résidus a vnstgerieur a 98% avec des fuites

métaboliques limitées a moins de 2%.

L'utilisation de ce type de marquage a permis taai®n de NOEs entre paire de
méthyles séparés par des distances atteignan®lds dans des systémes de taille
modérée. Ce type d'information ne peut pas étrereésdans des échantillons de
protéines standard. En effet, la détection de c@EdNrepose sur la diminution de la
densité de proton a moins de 5% pour diminuer Fusion de spin, source
principale d'erreur sur la quantification des NOERA&utilisation d’échantillons
faiblement protonés permet d’extraire les distanoésrméthyles avec précision.
Dans le cas de protéines globulaires de taille méejée type de contraintes, méme
peu nombreuses par rapport au nombre total de aiot#s standard, permet

d'améliorer les modeles de structures. L'utilisatie ce type d’échantillon en milieu
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cristal liquide permet également d’extraire desrmfations a longue portée. Jai
démontré que des couplages dipolaires résiduelsamt étre détectés entre des
méthyles séparés plus de 13 A. Bien que la maties RDCs reste limitée a des
systemes de taille modérée, elle offre des infaonattrés sensibles sur 'orientation

relative entre les méthyles.

La combinaison de la mesure de NOEs et de RDCsmgthyles permet de
fournir des informations angulaires et translatelles a longue portée non
observable par les méthodes standard. Toutefoiaphebre limité de contraintes
observables dans ce type d'échantillon spécifignemmarqué sur un seul type de
méthyle est un désavantage de cette approche.g@esjuoi, je me suis attaché a
développer de nouveau protocoles de marquage igoeg Un protocole efficace
pour marquer spécifiquement les méthyles des Aéenanété developpé, et d’autres
concernant les Thréonines et les Méthionines sorbars de mises au point. Il sera
ainsi possible de marquer tous les méthyles deles@minés dans une protéine de
maniere indépendante (ou combiner) afin d’extraine multitude de contraintes
translationnelles précises. Ceci permettra de ohiter les structures précises de
protéines modulaires ou de complexes qui ne peldtemrésolue avec une trés haute

résolution avec les informations structurales shashd

Une analyse théorique et expérimentale du tranBf& dans les systémes de
grandes tailles m'a permis de prédire que des aionéss structurales a longue portée
était détectables dans des systemes de plus deDEOExpérimentalement, j'ai pu
vérifier ces résultats théoriques et détecter deEdNentre méthyles séparés par plus
de 7 A dans des assemblages de prés de 500 kDaréSdtats étaient encore
inenvisageables en 2004 au début de cette these.n@evelles méthodes de
marquages isotopiques et les outils spectroscopigagsociés, qui ont été
développées au cours de cette thése, ouvrent deeaaxi horizons a la RMN

structurale pour I'étude de nano particules bigjogs.
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Dans le chapitre 2, nous avons décrit différentstqmoles de production de

marquages spécifiques. Dans la suite de cette anjexais détailler les milieux de
cultures utilisés.

Al.1 Composition des milieux M9 pour la surexpressn de
protéines U-FH]; U-[*C/*°C] et spécifiquement protonée

sur les méthyles des Isoleucines, des Valines, desicines et

des Alanines.

Al1.1.1 Milieu M9/H,0

Quelques généralités a effectuer durant la cultUmree fois les solutions stocks

autoclavées et les contenants stériles, il fayotos travailler a la flamme.

NaHPQ,, 7H,O 10g Solutions Stock :
KH2PO, 39 ,  H20985mL, pH=7,2 et
NaCl 054 autoclaver
NH,4CI 19 ) Solution M9
Glucose (50 g/L) 8 mL Solution stock Filtrée sSt2Dum
MgSQO, (1 M) 1mL Solution stock Autoclavée
CaCh (100 mM) 1mL Solution stock Autoclavée
MnCI, (100 mM) 1mL Solution stock Autoclavée
ZnSQ, (50 mM) 1mL Solution stock Autoclavée
FeCk (50 mM) 1mL Solution stock Autoclavée
Thiamines (2 mg/mL) 1mL Solution stock Filtrée S22 pum
Antibiotiques (1 M)? 1mL Solution stock Filtrée sur 0,22 um

4 Selon le systéme d'expression.

Lors des productions de l'ubiquitine, la quantieé glucose utilisée était 2 g'L4

mL) ; par la suite, la production en milieu MY s'est réalisée avec 4 d.lde
glucose (8 mL).
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Al.1.2 Milieu M9/D,Ogg

Les quantités indiquées sont pour 1 L de M@y, ; ce milieu est utilisé pour
I'adaptation en ED. Les différents produits lyophilisés sont solisgldirectement
avec la solution M9/BDegy L'utilisation de 5 g.I' de glycérol, comme source
principale de carbone, peut étre envisagée lofs geoduction d'un échantillon U-

[?H]; U-[**C] & la place du glucose.

NaHPO, 10 g Solutions Stock :
KH2POy 3g
> DO (99%) 1 L, pH = 7,2 et filtrer
NacCl 0,59
NH,4CI 1lg J Solution M9/DOggy
Glucosée® 2g
MgSO, (1 M) 1mL
CaCb (100 mM) 1 mL
MnClI, (100 mM) 1mL Solutions stock Filtrées
ZnSQ, (50 mM) 1mL > sur 0,22 um et lyophilisées (3x)
FeCk (50 mM) 1mL
Thiamines (2 mg/mL) 1mL
Antibiotiques (1 M)° imL

3L e glucose utilisé dépend de la culture : D-Gludasle*C] ou D-Glucose®H, **C].
® Selon le systéme d'expression.
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Al1.1.3 Milieu M9/D2099,85%

Les quantités indiquées sont pour 1 L de M@§3 ss0; ce milieu est utilisé pour la
culture en RO. Les différents produits lyophilisés sont soligéldirectement avec la
solution M9/3Ogg g505 Toutefois, un volume prédéfini d'eau lourde, dhéfaat du
précurseur, avant l'ajout des compléments, estéegpodir réaliser I'échange des
protons du précurseur avec les deutériums du so{Fegure 2.6 et 2.18). Une fois la
réaction d'échange finie, les compléments du mNM@usont ajoutés.

NaHPO,, anhydre 109 Solutions Stock :
KH,PO,, anhydre 30
> DO (99,85%) 1L, pH=7,2¢et
NaCl, anhydre 0,59 filtrer
5NH,4Cl ou NHCI 1g ) Solution M9/BOgs g506 (“°N)
Source de carborfe X A
MgSO, (1 M) 1mL
CaCb (100 mM) 1 mL
MnCl, (100 mM) 1mL Solutions stock Filtrées
ZnSQ, (50 mM) 1mL > sur 0,22 um et lyophilisées (3x)
FeCk (50 mM) 1mL
Thiamines (2 mg/mL) 1mL
Antibiotiques (1 M)° imL

?La source de carbone utilisé dépend du marquaggl: R-Glucose H, **C] ou D-Glucose
[?H, *2C] pour le marquage des Isoleucines, Valines etines. 2,5 g/L de glycérofHi, **C]
et 2,5 g/L de succinaté, **C] pour le marquage des Alanines.

® Selon le systéme d'expression.
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A.2 Introduction

Lorsque I'on manipule, en RMN, un systeme de spiresl'on améne hors de son état
d'équilibre par une (ou des) impulsion(s) radiofefe(s), celui-ci évolue pour
retourner vers son état d'équilibre thermodynamiQeeretour a I'équilibre des spins
nucléaires est un phénomene irréversible complexeymé sous le terme de
relaxation. Lorsque I'on considére le systéme desspuplés a son environnement,

AN

le plus souvent appelé "réseau”, le phénoménelaeatodn apparait. Le systéme est
composeé des degrés de liberté de la molécule (mueniede rotation, vibration et

translation) et des autres systemes présents 'éaharitillon. La présence du réseau
modifie le champ local au niveau de chaque spienBjue faibles, ces champs
locaux stochastiqgues possedent des fréquencessamiuiles transitions entre les
niveaux d'énergie de chaque spin, permettant Enetour du systeme vers son état

d'équilibre.

Les effets des corrélations, dans les systemes c@#apmt® trois noyaux identiques de
spin 1/2 (par exemple, le trio de proton d'un migthyHs), ont attiré un fort taux
d'intérét dans des études passées. C'était legregsteme de spins ou des effets de
corrélation croisée ont été étudiés par Hubbarg,alpresque un demi-siecle. Dans
cette partie, je vais décrire les relaxations lardjnale et transversale d'un systeme
AX 3, équivalent & un méthyldCH; par exemple. Je vais présenter les équations des
vitesses de relaxation de ce systeme ; elles samicylierement utilisées dans le
chapitre 4. Ces vitesses de relaxation se simplifiwur un systéme sAauquel on
s'intéresse dans les chapitres 3 et 5, en ne tpaarntompte des contributions entre

les protons et le carbone du méthyle.
A2.1.1 Le systéme AX(*CHy)
La relaxation longitudinale

Comme nous l'avons vu dans le chapitre 4, lesdaotiens principales responsables
de la relaxation dans des groupements métH§@id; sont de nature dipolaire entre
les paires de spirf$i-'H et'H-*C (Werbelowet al, 1973 ; 1977 ; Kagt al, 1992).

Pour un méthyle dans une protéine perdeutéregutl tenir compte en plus des
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interactions dipolaires'H-’H (que l'on notera dans la suite H-D) &f-'H

interméthyles.

Tous d'abord, avant de décrire les difféerentegante®ns dipolaires, pour simplifier
la notation, le coefficient d'interaction dipoafg (Equation A2.1) est utilisé dans

les équations qui suivent.
o\ 1
o= 2] oy (n2.1)

ou Y, ety, sont les rapports gyromagnétiques des noyaeidb, ry, la distance entre
les deux noyawa et b, yp est la constante de perméabilité magnétique du etide

h est la constante de Planck divisée par 2

La vitesse de relaxation longitudinale (&) des protons d'un méthyle

(communément dénommeé 1) Tdue aux interactions dipolaires, est donnée par:

RCH) =R +RIC+> R™+> R™ (A2.2)

ou l'indicei signifie que les interactions sont intraméthyless autres interactions
ont lieu entre les protons du méthyle et les aut®sux,'H et ?H, de la protéine.
Nous considérons que les interactions avec lesautoyaux,’*C et °N, sont

négligeables comme ils ne font pas partie de lmjme sphére d'atomes voisins.

Détaillons maintenant ces différentes vitessesetkxation longitudinale dues aux
interactions dipolaires ; nous commencgons par degributions intraméthyles. Elles
sont de deux types et sont données par les EquaRidet A2.4.

H =§EHH [\]lntra(cq_l)_‘_4\]|ntra(2a4_| )] (A23)

CIH — EZC [\]Imra(% %)+3Jlntra(%)+6\]mtra(% +%)] (A24)
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ol JM"(w) est la fonction de densité spectrale intraméthylee les atomes et b.
Les densités spectrales sont proportionnellesrapdele corrélation de la molécule,
Tc. On remarquera que la contribution décrite pagudfion A2.4 disparait dans le
cas d'un systéme 3XOn voit aussi, comme lI'ensemble des vitessesldgation
longitudinale dues aux interactions dipolaires,eligs sont dépendantes de la

fonction de densité spectralifwy ) etJap(w £ wx)).

Les deux autres contributions intervenant sur lesops des méthyles proviennent

d'une part, des interactions avec les autres nesthgans la moléculez R™ , et

d'autre part, avec les deutériun)s,R™ .

Ry et - S [317 (0) + 3315 (c,) + 635 (2 )] (A2.5)

Le terme de densité spectrald® (0) est le seul terme qui augmente avec le temps

de corrélation de la moléculed].

Enfin, la derniére interaction entre les protons deéthyles et les deutériums est

donnée par :

RlHD :ﬁ

0 (358" (@, ) + 38" (@) + 63" (@ + )] (A2.6)

La relaxation transversale

Dans le cas d'un méthyle ayant une rotation ral@deng de son axe de symétrie
dans des complexes protéiques de grande tagleX 10 ns), il a été montré que la
moitié de l'aimantation transversale des méthylelaxe rapidement, suite a un
phénomene de corrélation croisée (Werbekiwal 1973 ; Kayet al, 1987). Ce
phénomene est d0 a une interférence entre lesegipgétH; et H-H; dans le
méthyle. L’autre moitié de I'aimantation ne relaxe par les interactiortsi-*H, *H-

’H interméthyle, odH-'3C intraméthyle.
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La vitesse de relaxation transversale d'une cobhérsimple quanta pour les protons

du méthyles peut s'écrire comme la somme de dewpasemtes, la premiére

relaxant rapidemenR;,, et l'autre relaxant plus lentemeR},, :
R =R + Ry (A2.7)

Si on fait I'hypothése quectc >> 1, le termelay(0) est predominant devant tout les
autres termes des fonctions de densité spectrates Etude de systemes de grandes
tailles, cette hypothése est vérifiée et I'on olmseme dépendance avec la fonction
de densité spectrald,(0) dans tous les termes des vitesses de relaxation

transversale. La composante rapide peut s'écrire :

R, ( ijH [a= o))+ ( JEHC[JL??@] (A2.8)

Les deux premiers termes proviennent respectiverdestinteractions dipolaires
intraméthyles *H-'H, et 'H-*C, alors que le deuxiéme terme représente les

contributions des spins externes H et D.

La seconde composante, celle qui relaxe plus lesiigma'écrit sous la forme:

Row ( }( HH [J e (0)] Ry ext (A2.9)

Toujours, dans le cas des systemes de grandes tdallfonction de densité spectrale
Jan(0) est prédominant devant les autres fonctionsielgsité spectraldap(we) et
Jan(wn). Ainsi, le terme tenant compte de la contributdes spins externes; R

peut s'écrire de la maniere suivante:

[ JZfHD[J'”“”(O)] [ JZfHH [aer )] (A2.10)
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A2.2 Fonctions de densité spectrale

Des expériences RMN de relaxation peuvent étre @y@pk pour sonder le
mouvement inférieur de la nanoseconde des vecigiarson) dans la structure
moléculaire. Les parametres RMN observables deattm, tels que les vitesses de
relaxations longitudinale @R et transversale @R d'un spin nucléaire, sont
directement liés a la densité spectral@y), décrivant le mouvement du vecteur
d'interaction impliqué. La fonction de densité dpme a la fréquencew, est
directement liée, par transformée de Fourier, &olaction de corrélation des
interactions dipolaires dans le domaine des tergfisisisant ce mouvement dans le
repéere du laboratoire :

Iw) = j C(r)e'“dr (A2.11)

—00

Si le mouvement global de réorientation de la mdiest isotrope et que Il'on
suppose que les mouvements internes de la moléue indépendants du
mouvement global de réorientation, alors la fonctiencorrélation peut s'exprimer
comme le produit de deux fonctions de corrélatimhépendantes. Cette hypothese
est satisfaite pour les macromolécules biologigstescturées dont le mouvement

global est bien plus lent que les mouvements ingerne

C(r) =C,(1)xC(7) (A2.12)

ou Cy(1) et G(1) représentent respectivement le mouvement desibffurotationelle
de la molécule et le mouvement interne. Pour urtevecdiffusant librement, la
fonction de corrélation du mouvement interne esaaarisée par un parametre
d'ordre ($) et un temps de corrélation caractéristique du wement internet;
(Lipari et al, 1982).

C,(t) = S? +|P,(cosh) - S?| e (A2.13)
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Ou 6 décrit I'angle du cone dans lequel le vecteuruddf librement. #x) est le
polynéme de Legendre d'ordre 2. Le paramétre aq€ly représente la limite de la
fonction de corrélation interne pour un temps infin I'absence de mouvement

interne $=P,(co®), et tend vers 0 pour un mouvement interne imparta

Si I'on considére le modele ou le mouvement du ggment méthyle s'effectue par
sauts aléatoires entre les trois sites équivalehtdans le cas d'un mouvement
isotrope de la macromolécule, ou est attaché Iaytetalors la fonction de densité

spectrale pour un groupement méthyle s'exprime :

2 r..|P,(cosd) - S?
J(a)):g TCS 2+ eff[ 2( )2 ]
5(1+(wr.) 1+ (wry)

(A2.14)
Avec 7; = (1. +1,)"". Pour un mouvement interne rapide<<r., 'Equation Al.4

se simplifie en :

2
J(w)_z . S

=S (A2.15)

Il faut remarquer qu'il existe un parameétre d'ogetype de corrélation.

On distingue des corrélations intraméthyle&‘t et J5') avec un Sfaible, di a la

dynamique des méthyles et des corrélations intéwytei (J*'). Par défaut, on

prend un & = 0,5 (Tugarinovet al 2003c ; 2005c) pour les corrélations
intraméthyles. Compte tenu de la distance élevée é&s méthyles, le’3end vers
1.
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INTERMETHYLES

A3.1 Introduction

L'utilisation de la matrice de relaxation totalerpet d'extraire les distances inter-
méthyles en absence de référence interne aux spddDESY. L'obtention de la
matrice de relaxation se fait a partir de \(,) et de V(0) ; cela revient a un simple

probléeme de détermination de matrice.

o=-(nM,)v© 1)z, (A3.1)

Pour des raisons de calcul, I'équation A3.1 es$ fihicilement résolue en I'écrivant

en termes de matrice des vecteurs propres, [Xdnenatrice diagonale des valeurs
propres, [D], de Vi(y).V(0)™ :

o =-([x1(n[O1 Y X1/, (A3.2)

La matrice des distances inter-méthyles est egtrait partir des termes hors

diagonaux de la matrice de relaxatmmgrace a I'Equation 3.13 (83.1.2.4).

Jai écrit un programme nommé RELOADfu{l*RElaxation-matrix analysis for
LOng-rAnge methyl methyl_iBtance measuremeit permettant de calculer

directement les distances inter-méthyles a pagtiftuation A3.2.

Le programme a été écrit en langage Python (Py2hou version supérieure) et est
utilisé sur un systéme UNIX/Linux. Il nécessite lilarairie numarray-1.5.1 (ou

version supérieure, http://www.stsci.edu/resoustgsare _hardware/numarray).

A3.2 Les commandes

Le programme requiert des parametres d'entréesepteons ; voici un exemple des

commandes pour utiliser le programme :

RELOAD.py -inM1 Vmix.tab -inM0 VO0.tab -outM out.txt -tc 16.7 -tmix
0.8 -w 800 -nb 8 -ile 7 39 60 95 117 126 137 175

A3.2.1 Les paramétres d'entrée requis
- -inM1 Le nom du fichier contenant les volumes des piagahaux et de

corrélation, V), de lI'expérience NOESY, enregistrég,ajénéré
par le programme nmrDraw.
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INTERMETHYLES

(voir en dessous pour le format du fichier)
ex: -inM1 Vmix.tab

- -inMO0 Le nom du fichier contenant les volumes des piagahaux, V(0), de
I'expérience NOESY, enregistrée au temps de mélkegalea zéro,
généré par le programme nmrDraw.

(voir en dessous pour le format du fichier)
ex: -inM0 VO.tab

- -outM Le nom du fichier de sortie.
ex: -outM out.txt

- -tc Le temps de corrélation globale de la protémg €n ns.
ex: -tc 16.7

- -tmix Le temps de mélange,{ de I'expérience NOESY en s.
ex: -tmix 0.8

- -nb Le nombre d'Isoleucines dans la protéine.
ex: -nb 8

- -ile L'attribution des Isoleucines dans la protéine.
ex: -ile 7 39 60 95 117 126 137

- -W La fréquence proton du spectrometre en MHz.
ex: -w 800

A3.2.2 Les options

- -int Utilise l'intensité des pics (par défaut, le prognae utilise les
volumes)
ex: -int
- -noise Estimation du bruit expérimental dans I'expériemdéli, requis pour

la précision des distances dans le calcul MontdéeCar
ex: -noise 2000

1
1
—

Le nombre d'itérations du calcul Monte-Carlo, @ lutilise le bruit

expérimental.
ex: -it 100

A3.2.3 Les formats des fichiers d'entrée

Comme nous venons de le voir, le programme RELOADessite deux fichiers
contenant les volumes des pics NOESY dg,Yét de V(0).

Il utilise l'attribution des Isoleucines donnée par parametre -e ). Cette

attribution doit étre la méme dans les fichieraulé&e (inM1 et—inMO ).
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Pour un pic diagonal:

L'attribution : [nombre du résidu] [nombredu résidu].
ex: "7 7" (ligne 1 en dessous).

Pour un pic de corrélation NOE correspondant awstesind'aimantation du méthyle
j vers le méthyle (i correspond au méthyle ayant sa fréquence protattéé dans

la dimension d'acquisition directe) :

L'attribution : [nombrg du résidu] [nombredu résidu].
ex: "137 175" (ligne 9 en dessous).

Un exemple de ligne que I'on retrouve dans undictiientrée :

VARS [INDEX X_AXIS Y_AXIS ... DHEIGHT VOL PCHI2 TY PE ASS ...
FORMAT %5d 9%9.3f %9.3f ... %+e  %-+e %.5f %d %s ...

1 552.410 276.563 ... +7.719756e+04 +4.80 5753e+09 0.00000
1007 007 ...

9 345.660 152.109 ... +7.410455e+04 +1.88 8468e+09 0.00000
1137175 ..

A3.2.4 Les formats des fichiers de sortie

Use the spectrometer proton frequency : 800.000000 MHz
Use this correlation time : 16.700000 ns
Use this mixing time : 0.800 s
the number of isoleucine : 8
Use this list of isoleucine delta 1 methyl : [7, 39 , 60, 95, 117,
126, 137, 175]
Use an iteration procedure : 10
Noise using: 3500000

Distance R (A) dR(A)

7-39 4,551 0.001

7-60 9.836 0.205

39-60 12.015 0.488

60-137 4.970 0.001

60-175 5.024 0.001

95-117 8.293 0.080

95-126 7.125 0.024

95-137 10.140 0.291

95-175 10.851 0.578

117-126 4.380 0.001

137-175 4.504 0.001
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