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INTRODUCTION

AU cours des siécles, les progres dans le domaine des mathématiques et de la phy-

sique ont bouleversé 'approche scientifique. Le processus de découverte ou la
compréhension du vivant a été initialement guidé par l'expérience. Cette curiosité a
amené le scientifique a formaliser ses observations de maniére abstraite par des schémas
ou par des équations. L'apparition de modele[] est devenue inévitable pour étudier un
phénomene physique. Par la suite, la théorie commenca a devancer occasionnellement
I'expérience, les exemples et domaines d’applications concernés sont nombreux au dé-
but du XXe siecle, nous pouvons citer la prédiction de la planete Pluton en astronomie
observée 30 ans plus tard, les éléments du tableau périodique en chimiefpu dans le
domaine de la physique des particules avec les résultats concernant 1’existence du boson
de Higgs presque 50 ans aprés sa formulation est un des derniers exemples les plus
médiatiques.

Les progres théoriques et techniques ont toujours bouleversé 1’approche scientifique,
derniérement l'arrivée de la simulation numérique et 'augmentation des moyens de
calcul a fondamentalement changé la place de I'expérimentateur dans le processus de
découverte. Celui-ci reste 1’élément sans qui rien ne peut étre prouvé mais son rodle au
sein du monde scientifique s’est restreint. La simulation numérique a pris une place
fondamentale en recherche, il est devenu usuel qu’elle prenne les devants sur 1'expé-
rimentation. Les raisons sont diverses, notamment économiques, mais cet argument
serait réducteur a lui seul, la maitrise des outils de modélisation a permis de faire
émerger de nombreux domaines et champs applications scientifiques : la météorologie,
les contraintes des matériaux pour 1'industrie, I’aérospatiale, I'aéronautique. Un des do-
maines d’expertise francaise est historiquement la modélisation des essais nucléaires et
plus généralement de 1’atome. La recherche médicale et notamment la biologie structu-
rale n’échappa a cette regle, la compréhension des mécanismes du vivant a énormément
évolué au cours des dernieres années, l'apparition des moyens informatiques a permis a
de nouveaux champs de recherche d’émerger : la dynamique moléculaire, la génomique
structurale et fonctionnelleP| et 1'étude des protéines intrinsequement désordonnées
(PIDs) ou protéines fonctionnelles ne possédant pas de structure tridimensionnelle. Ce
champ de recherche est en effet tres récent et son importance s’est accrue depuis le
début des années 2000 grace aux outils de la bio-informatique. Elle a joué, et continue
a le faire, un role considérable a la fois dans la découverte et la compréhension des
protéines intrinsequement désordonnées.

Les protéines possedent une place tres importante dans le génome, elles occupent
des roles extrémement vastes et sont associés a presque tous les processus biologiques.
Leur étude est un enjeu majeur a la fois pour la compréhension des mécanismes du
vivant, de l'origine de la vie et plus concretement pour la recherche et l'industrie

1. La modélisation consiste a prendre en compte les éléments fondamentaux d’un systéme et a décrire
les grandeurs physiques de ce dernier. La relation entre ces grandeurs étant exprimées par les équations
traduisant les lois de la physique régissant le comportement de 1’objet.

2. Le tableau périodique de Mendeleiev date précisément de 1869

3. Techniquement la génomique n’est pas de la simulation numérique mais plutét de I’analyse de don-
née par informatique ou data mining.
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médicale. La biologie structurale dont 1'objet est 1’étude du vivant est difficilement
dissociable de son champ d’application : la conception de médicament [1] (Drug De-
sign). La compréhension des mécanismes biologiques a ouvert les portes a de nouveaux
champs de recherches associés a la conception et synthése de médicaments. Le role des
protéines pour expliquer les mécanismes biologiques s’appuie sur le paradigme suivant :

Le paradigme structure-fonction associe la structure tridimensionnelle d"une protéine
a sa fonction. Le concept de “clé-serrure” a été introduit par Emil Fisher en 1894f|a I'issu
de ces travaux sur les réactions enzymatiques. Il constate 1'incroyable spécificité et sélec-
tivité des enzymes assurant ainsi leur fonctionnement. La structure tridimensionnelle
d’une protéine ou d’un ligand dicte sa fonction, 1’association ou l'interaction de deux
protéines étant guidée par leur compatibilité structurelle et chimique. Cette hypothese
perdura jusqu’a la fin du XX siecle et guida 1’ensemble des programmes de recherche
telle que les projets de génomique structurale.

Dans les années 1970 des chercheurs mettent en évidence 1'existence de protéines
fonctionnelles partiellement ou compléetement dépliées [2] contredisant le paradigme
structure-fonction. D’autres découvertes occasionnelles suivent mais sont laissées a 1’écart
vu la place grandissante de la résolution de structure par cristallographie aux rayons
X ou spectroscopie RMN [3]. A partir des années 2000, la mise en évidence des ca-
ractéristiques de ces protéines non repliées mais fonctionnelles alla de pair avec la
reconnaissance de ce champ de recherche et la remise en question du dogme structure-
fonction. L'orientation des recherches se divisa avec :

- la mise en évidence de nombreux systemes fonctionnels incluant des protéines
ou régions désordonnées. Ces systemes tres variés révelent le role primordial des
protéines désordonnées. L'incapacité a adopter une structure 3D précise confere
a ces protéines une grande flexibilité structurale, ce qui entraine des impacts bio-
logiques multiples. La nature transitoire de ces interactions est particulierement
bien adaptée a des phénomeénes de régulation qui nécessitent des réponses rapides
a des changements environnementaux.

- l'avenement de la bio-informatique confirma l'importance notable de la place des
protéines intrinsequement désordonnées dans le génome.La bio-informatique a
ainsi prédit 'existence de 45-50% de régionsp| désordonnées au sein du génome
eucaryote[4]. L'application de cette méme analyse computationnelle au génome
procaryote indique 30% de régions désordonnées. Nous dénombrons a ce jour
(2012-07-01) 1467 régions désordonnées réparties dans 667 protéines désordon-
nées recensées dans une base de données en ligne : DISPROT [5]. Cette base de
données est I’analogue de la Protein Data Bank des protéines repliées [6].

- I’'étude des caractéristiques biophysiques par différentes méthodes biophysiques
et la mise en place de modeles pour interpréter les données expérimentales des
protéines non repliées ou dénaturées. L'introduction du concept 1'état random-coil
ou absence de structure tridimensionnelle précise a permis d’améliorer nettement
la compréhension des protéines désordonnées.

Toutes ces études ont permis d'une part la reconnaissance de role fonctionnel des
protéines désordonnées mais aussi d’étendre le paradigme structure-fonction de la biolo-
gie structurale a une classe de protéine jusqu’ici peu connue.

4. Ce concept est donc bien antérieur a la Biologie Structurale.
5. C’est-a-dire constitué d’au moins 30 résidus contigus
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Ce travail de these intervient donc quelques années apres la reconnaissance des
protéines désordonnées par la communauté scientifique. Cette these multidisciplinaire
met en jeu des connaissances de physique, de spectroscopie par résonance magnétique
nucléaire, de biologie, de chimie et d’informatique. Elle s’oriente sur la simulation
numérique des protéines désordonnées a partir des connaissances actuelles de 1'état
déplié. La formulation théorique des propriétés des protéines étant a 1’heure actuelle
limitée, la description la plus adéquate a recours a la modélisation numérique. Le
modele adopté est une description par ensemble explicite de structures en échange
traduisant le caractere flexible du systeme étudié. Ce modele abandonne toute descrip-
tion biologique et adopte une vision physico-chimique, les protéines sont considérées
comme des hétéro-polymeres constitués d’éléments, les acides aminés, possédant des
propriétés physiques et chimiques particuliéres. Nous pouvons distinguer I'information
locale décrite par les angles diedres (¢,1) traduisant l'orientation des plans peptidiques
les uns par rapport aux autres de l'information a moyenne et longue portée traduisant
les distances entre résidus. L'objet de cette these est donc de proposer un modele viable
permettant de caractériser quantitativement 1’échantillonnage local et les interactions a
longue portée présentes au sein des protéines désordonnées.

Pour cela, I'un des aspects cruciaux de ce travail de theése repose sur la validation
expérimentale du modéle. Nous avons recours a la résonance magnétique nucléaire
(RMN), une méthode spectroscopique extrémement sensible permettant d’obtenir de
l'information variée, a 1’échelle atomique et particulierement adaptée a l'étude des
mouvements sur différentes échelles de temps. Le caractére dynamique d’un systéme
est compliqué a traiter, il est relatif a la méthode expérimentale utilisée pour 1’observer.
La RMN offre une diversité de mesures impressionnantes permettant d’accéder a 'en-
semble des échelles de temps et ainsi a I'information caractéristique des mouvements
des protéines. L'interprétation des parameétres RMN appliqués aux protéines désordon-
nées est un des éléments essentiels de ce manuscrit.

Le second atout essentiel de la RMN est sa résolution a I'échelle atomique, cette mé-
thode exploite une caractéristique intrinseque des atomes : le spin. La RMN étudie les
transitions entre les différents états de spin, la seule condition pour 1’atome considéré
est I'utilisation d’un spin non nul. Dans le cas des protéines constituées principale-
ment de noyaux Hydrogene, Carbone, Azote, et d’Oxygene. L'hydrogéne 1N présent
abondamment posseéde un spin 1/2, il est en de méme pour les isotopes 3C, °N qui
bien que de faibles abondances peuvent étre exploités en enrichissant artificiellement la
protéine.

La these est divisée en huit chapitres :

* L'objet des trois premiers chapitres est une introduction des outils nécessaires
pour effectuer une description moléculaire de 1’état déplié. Au premier chapitre,
apreés une présentation des propriétés et caractéristiques connues ou supposées
des protéines intrinsequement désordonnées, nous mettrons en perspective 1'im-
portance de ces dernieres au sein du génome et leur role dans de nombreux
mécanismes clés. Nous continuerons en présentant la méthode expérimentale
utilisée pendant cette theése pour étudier ces protéines : la résonance magnétique
nucléaire, une méthode a résolution atomique et adaptée a 'étude des systemes
dynamiques. Nous présenterons les observables mesurés et analysés permettant
la caractérisation des protéines désordonnées : les déplacements chimiques carac-
térisant I’environnement électronique du noyau, les couplages dipolaires sensibles
a la fois a I'information locale et a grande distance et la relaxation paramagnétique

N

utile pour caractériser les interactions a grande portée. Nous terminerons cette
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partie par un chapitre introduisant les modeles d’analyse des protéines désordon-
nées. Ces protéines hautement flexibles nécessitent le recours a une description
statistique nommé la description par ensemble.

Les deux chapitres suivants s’articulent autour de la caractérisation de 1’échan-
tillonnage local des protéines désordonnées, le premier aprés une présentation
des méthodes développées au sein du groupe démontre précisément dans quelle
mesure il est possible de combiner la résonance magnétique nucléaire et la des-
cription par ensemble pour caractériser 1'état déplié de la protéine Ubiquitine
dénaturée dans 1'Urée. Le deuxiéme propose une étude précise de la relation liant
les valeurs des parametres RMN : les couplages dipolaires résiduels et les dépla-
cements chimiques avec leur échantillonnage conformationnel. Prenant en compte
ses considérations, nous mettons en place un protocole utilisant le minimum de
données expérimentales pour caractériser le paysage énergétique des protéines
désordonnées. Cette méthode est appliquée sur la partie C-terminale Ny,; de la
nucléoprotéine du virus de la Rougeole et sur la construction K18 de la protéine
Tau.

Les deux chapitres suivants concernent la caractérisation des interactions a longue
portée, les protéines désordonnées sont impliquées dans de nombreuses maladies
neurodégénératives caractérisées par la présence d’agrégats. L'existence d’ordre a
longue portée pourrait étre importante dans le mécanisme de formation et d’agré-
gation des fibrilles. Nous combinons des mesures de relaxation paramagnétique
a une description par ensemble pour caractériser 1'ordre présent dans la protéine
a-Synucléine et la protéine Tau. La protéine Tau fait I'objet d"un chapitre complet
ou nous effectuons une description moléculaire de cette derniére en combinant
I'ensemble des parameétres RMN disponibles.

Un chapitre additionnel présente le projet de développement logiciel réalisé en
parallele pendant la these : il s’agit du développement de l'application Java
Flexible-Meccano en collaboration avec le Groupe Informatique Pour les Scien-
tifiques du sud-est (GIPSE) du Commissariat a 1’Energie Atomique (CEA) de
Grenoble. Cette application est maintenant disponible sur Internet. Nous présen-
terons les grandes lignes de ce projet.

Nous terminerons ce manuscrit par un chapitre conclusif sur les travaux effectués
et présentons les perspectives.



REEXAMINER LE PARADIGME
STRUCTURE-FONCTION DES PROTEINES

LES protéines intrinsequement désordonnées (PIDs) ou "protéines non repliées a 1’état

natif" sont des protéines fonctionnelles dépourvues de structures secondaires et
tertiaires stables en conditions physiologiques en 'absence d'un partenaire, et dont les
fonctions nécessitent 1’état désordonné [f7, 8]. L'incapacité a adopter une structure 3D
précise confere a ces protéines une grande flexibilité structurale, ce qui entraine des
impacts biologiques multiples.

Qu’entendons-nous par protéines intrinsequement désordonnées? Ces protéines
appelées aussi protéines flexibles ou dépliées sont souvent classées par opposition aux
protéines repliées dites aussi ordonnées. La structure 3D d’une protéine repliée est
relativement stable, les angles diedres définissant 'orientation des plans peptidiques
varient mais autour d’une position d’équilibre et effectue seulement occasionnellement
des changements coopératifs plus importants. Dans le cas des protéines dépliées, il
n’existe pas de structure précise mais un ensemble dynamique dont la position des
atomes ou la valeur des angles diedres change de maniére constante au cours du temps
sans transition coopérative spécifique.

Quelles protéines sont concernées? D’apres les prédictions de la bio-informatique
une large partie du génome est concernée. Une fagon alternative de répondre a cette
question est de s’intéresser a I’absence de densité d’électron lors des mesures par cris-
tallographie indiquant potentiellement la présence de structures flexibles. Seulement
32% des structures cristallines de la Protein Data Bank sont exempts de désordre [9].
Ainsi, les protéines completement repliées ne sont pas si fréquentes, il existe souvent
des fragments (de toutes tailles de quelques résidus a l'ordre de la centaine ou plus)
présentant une tendance au désordre.

Comment définir le désordre? La différenciation entre protéine repliée et protéine
dépliée a été énoncée pour insister sur l'existence de protéines fonctionnelles n’ayant
pas les mémes propriétés physiques. Pourtant, cette distinction est pour ainsi dire
sujette a de nombreuses critiques, il faut garder en téte que ces termes ne sont que des
représentations usuelles d'une problématique et ne correspondent pas forcément a la
réalité physique : comme précédemment énoncé toute protéine quelle qu’elle soit est un
systéme en interaction avec son environnement et n’est donc pas strictement statique,
elle possede une tendance a I'ordre ou au désordre mais avec des degrés variables. C’est
pour cela qu'il est préférable de parler de continuum ordre-désordre.

Quel est le role des protéines intrinsequement désordonnées ? La nature flexible des
PIDs est particulierement bien adaptée a des phénomeénes de régulation qui nécessitent
des réponses rapides a des changements environnementaux. Les PIDs sont ainsi im-
pliqués dans de nombreux mécanismes biologiques ot elles tiennent un role clé. Liées
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a leur forte flexibilité, elles possédent de nombreux atouts fonctionnels que sont la
plasticité structurale et la grande surface d’association a des partenaires. Ils s’averent
que ces protéines soient finement régulées et impliquées dans de nombreux mécanismes
pathologiques.

Dans ce chapitre nous allons approfondir ces questions. Nous serons amenés a
revisiter les caractéristiques clés de la biologie structurale. Il s’agit en effet d’étendre
les concepts connus a une classe de protéines ne possédant pas les mémes propriétés
physiques. Nous présenterons alors plus spécifiquement les propriétés des protéines
désordonnées en s’appuyant sur des systémes biologiques connus ou en relation avec
le travail de these présenté ultérieurement dans le manuscrit.
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1.2

1.1. Le role des protéines désordonnées

LE ROLE DES PROTEINES DESORDONNEES

Les protéines intrinsequement désordonnées sont impliquées dans de nombreux
mécanismes biologiques : la régulation de la transcription [10], le controle du cycle
cellulaire, la reconnaissance moléculaire [11, [12], la signalisation cellulaire [13, [14] et
dans de nombreux processus pathogenes. Ces protéines sont associées a un nombre
impressionnant de maladies telles que le cancer [15], les maladies neurodégénératives
comme Alzheimer [16)} [T7] et le Parkinson [18], les maladies cardiovasculaires ou le
diabete [19, 20].

A Theure actuelle, il est encore tres difficile d’évaluer précisément le role des
protéines désordonnées mais on ne peut ignorer leur implication dans des cascades
d’événements menant a l'état pathogene.. L'un des exemples les plus frappants est la
protéine a-Synucléine dont nous ignorons la fonction mais qui est clairement associée
a la maladie de Parkinson [21] : cette protéine est le constituant principal des fibrilles
trouvées dans les corps de Lewy, un des marqueurs de cette maladie. Un autre exemple
bien connu est la protéine Tau impliquée dans la régulation des microtubules qui est
associée a la dégénérescence neuronale [22, 23] : la protéine Tau fait partie de la famille
des protéines microtubule-associated proteins (MAPs) participant a la formation du cytos-
quelette [24] cependant a 1’état pathogene cette protéine s’agrege en fibrilles et implique
directement ou indirectement la mort des cellules neuronales, nous présenterons ce
mécanisme plus en détail au chapitre 7

Afin d’identifier leur place au sein du génome, différentes pistes sont exploitées et
de nombreux concepts sont présentés [19} 25, 26, 27, 28], de maniére générale il sem-
blerait que les protéines désordonnées soient situées a des roles clés des mécanismes
biologiques, elles possedent la main mise sur de nombreux mécanismes de controle et
leur fonctionnement serait finement régulé [10]. Ainsi, une altération de la régulation
des protéines désordonnées pourrait aisément étre associée a un mauvais fonctionne-
ment et se traduire par des processus pathogenes [29].

LE CONTINUUM ORDRE-DESORDRE

Les protéines ou régions désordonnées sont parts intégrantes du génome existant.
I1 est usuel de distinguer 3 familles de protéines : les protéines désordonnées, les pro-
téines globules fondues et les protéines repliées. Pourtant, la frontiere entre ces familles
n’étant pas aussi nette que nous pourrions I'entendre, de nombreuses protéines sont
composées a la fois de régions ordonnées et de régions désordonnées et il n’y a pas de
définition précise délimitant le degré de structure résiduel nécessaire pour considérer
une protéine comme repliée ou au contraire désordonnée. Il serait donc préférable de
ne pas dissocier les protéines désordonnées des protéines ordonnées et d’utiliser un
continuum désordre-ordre ot le degré d’ordre ou de désordre présent au sein de la
protéine varie suivant les conditions biologiques (pH, température, partenaire). Au pre-
mier abord, ce continuum peut paraitre surprenant ou inadapté, pourtant la diversité
des systemes biologiques est telle qu’il soit difficile de parler distinctement de protéines
uniquement désordonnées ou de protéines uniquement ordonnées.

La figure présente quatre systémes différents. Ce continuum désordre-ordre
s’illustre tres bien lors de changements conformationnels liés de 1’appariement avec un
partenaire. Pour les cas mentionnés, nous constatons un repliement partiel ou total des
régions flexibles ou random-coil. La caractérisation des protéines désordonnées dans leur
état fondamental est cruciale pour la compréhension de leurs propriétés biophysiques
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mais reste une approche insuffisante pour obtenir un apergu des aspects fonctionnels de
ces protéines. Il est pour cela nécessaire d’étudier les voies d’interaction et la cinétique
de ces protéines.
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FIGURE 1.1 — Le continuum désordre-ordre. Nous présentons ici plusieurs systémes plus ou moins
désordonnés. A gauche, la protéine ACTR est principalement désordonnée. Un état plus structuré dit
globule fondu est ensuite présenté avec le nuclear-receptor co-activator-binding domain (NCBD). En troi-
sieme est présentée un protéine constituée de trois domaines repliés séparés par des motifs flexibles. Une
protéine repliée possédant sa partie N-terminale dépliée représente I'état le plus structuré. L'état désor-
donné n’est pas permanent, une modification des conditions biologiques, i.e. I'ajout d'un partenaire, peut
induire un repliement partiel ou total des régions désordonnées. Est affiché a gauche le complexe ACTR-
NCBD (en orange et en vert). Le second cadre montre une structure bien définie des trois zinc-fingers of
TFIIIA liés a un oligonucleotide. Le cadre a droite montre le complexe entre IF4E (orange) et elF4G (vert)
impliqguant un repliement de la partie N-terminale de eIF4E (jaune). Figure extraite de Dyson and Wright

[50].

La concept de continuum ordre-désordre est tout aussi valable en prenant comme
référence les protéines repliées. Il est d'usage de représenter ces protéines comme une
structure 3D fixe, cette vision est cependant simplificatrice de la réalité, il existe de
nombreux mouvements et vibrations existants méme pour ces protéines. Ces mouve-
ments peuvent par exemple étre liés a la présence d’'un état excité [31]. Pour illustrer nos
propos, nous pouvons nous référer tout d’abord aux travaux portant sur la dynamique
des protéines structuréesKay et al. [32], Salmon et al. [33]. La présence de désordre ou
de flexibilité est inévitable méme au sein des protéines repliées et a probablement un
role capital dans le fonctionnement de ces protéines.

FLEXIBILITE ET PLASTICITE STRUCTURALE DES PROTEINES DESORDON-
NEES

Initialement, le désordre conformationnel a été considéré comme un facteur peu
enclin a la réalisation des fonctions biologiques. Cette idée a fortement été révisée
depuis. Le désordre se traduit concretement par une flexibilité accrue de la chaine
principale des protéines désordonnées et peut aboutir a deux effets majeurs : 1'un est
une surface d’association nettement plus importante que pour une protéine repliée,
l'autre est la plasticité structurale, ou conformationnelle, qui permet 1’association avec
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plusieurs partenaires [34]. La protéine adopterait alors différentes structures suivant le
partenaire rencontré. Ainsi, d'un point de vue fonctionnel, la présence de désordre est
potentiellement bénéfique lors de l'appariement avec un partenaire [35].

A titre d’exemple, ces protéines peuvent étre impliquées dans ce que 1'on appelle :
one-to-many binding et many-to-one binding. La partie C-terminale de la protéine p53,
intrinsequement désordonnée, peut se lier avec quatre partenaires différents. Suivant le
partenaire considéré, la protéine adopte différentes structures transitoires localisées sur
différents résidus : p53 forme une hélice a liée a S10088, un feuillet B liée a la sirtuin et
a une conformation étendue lorsqu’elle se lie a CBP et la cycline A2 [36]. Nous parlons
alors de plasticité structurale.

LES TRANSITIONS DESORDRE-ORDRE

Dans l'exemple de la section précédente, nous avons mentionné qu’en plus de
leur flexibilité, certaines protéines désordonnées sont caractérisées par des transitions
désordre-ordre lors de l'appariement leur partenaire. En effet, 1’association avec une
autre protéine peut induire un repliement local et transitoire en structure secondaire.
Ce repliement potentiellement nécessaire a la reconnaissance moléculaire est un sujet
primordial pour la compréhension des mécanismes biologiques. Pour expliquer ces ar-
guments, nous allons briévement présenter un systeme étudié au laboratoire concernant
les bases moléculaires de la réplication du virus de la rougeole.

- _ i

% ‘ Toin T <
2 (== 3R U
00—, V' |

A ~J §

@) > 6 <

FIGURE 1.2 — Repliement partiel de Ny, avant appariement avec la protéine P. (a) : La forme Ny,
isolée posséde une propension a former des hélices w et cette structuration transitoire est exactement située
sur la zone d’appariement avec son partenaire physiologique P. (b) : Lors de I'appariement la protéine Ny,
effectue un repliement plus important.

Le génome du virus de la rougeole est enfermé a l'intérieur d"une capside assemblée
a partir de multiples copies de la nucléoprotéine N. La partie intrinsequement désordon-
née C-terminale de la nucléoprotéine N nommée Ny,;; s’associe avec la phosphoprotéine
P pour permettre la transcription et la réplication du virus (.2). Il a été démontré par
résonance magnétique nucléaire que la forme Ny, isolée posséde une propension a
former des hélices « et que cette structuration transitoire est exactement située sur la
zone d’appariement avec son partenaire physiologique P. Le repliement transitoire joue
un role primordial dans la spécificité de la signalisation de cette interaction [37], il fa-

cilite potentiellement la reconnaissance moléculaire de la protéine Ny,; par la protéine P.

A l'issu de ces travaux, une question demeure, elle concerne la cinétique de l'inter-
action. L'interaction avec un partenaire est caractérisée par un repliement transitoire des
protéines désordonnées. La nature et l'instant o1 ce repliement est effectué sont aussi
des points clés de la reconnaissance moléculaire des protéines désordonnées. Deux
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voies possibles d’interaction, présentées en figure sont[1.3|:
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FIGURE 1.3 — Présentation des deux voies d’interaction possibles pour des protéines dépliées. Il y a sélection
conformationnelle lorsque I'état replié de la protéine est choisi par le ligand. De maniére opposée nous
avons le mécanisme de repliement aprés appariement. Les valeurs kogs, kon, ku et ky sont les constantes
d’échanges associées. Figure extraite de Kiefhaber et al. [38]].

- La sélection conformationnelle (conformational selection). Le repliement partiel en
éléments structurés facilite la reconnaissance moléculaire en proposant avant
l'appariement un site d’association au partenaire.

- Le repliement apres appariement (induced fit). La protéine dépliée se lie aux li-
gands puis se replie.

Les deux situations présentées sont difficiles a discriminer, les deux mécanismes
peuvent coexister méme si 'un prime sur 'autre. Le mécanisme de sélection conforma-
tionnel est supposé largement indépendant de la concentration en ligand, pour autant
la présence de ligand supplémentaire pourrait aussi favoriser la présence de la bonne
conformation. La compréhension de la cinétique et des échelles de temps décrivant ces
mécanismes sont nécessaires pour comprendre les bases de la reconnaissance molécu-
laire des protéines désordonnées.
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LA SEQUENCE : UNE SPECIFICITE DES PROTEINES INTRINSEQUEMENT
DESORDONNEES

FIGURE 1.4 — Représentation schématique de 5 résidus et des plans peptidiques associés. Les
résidus sont tous identiques en I'absence de chaine latérale spécifique. Les pointillés délimitent les acides
aminés.

D’un point de vue chimique ou physique, les protéines peuvent étre considérées
comme des hétéro-polymeéres, elles sont composées d’acides aminés reliés entre eux par
des liaisons peptidiques (figure [1.4). Ces acides aminés, au nombre de 20, possedent
un groupe amine (NHj) et une fonction acide carboxylique (COOH). IIs se distinguent
par leur chaine latérale R . La composition en acides aminés d’une protéine constitue la
structure primaire. La majeure partie de l'information définissant la forme d’une pro-
téine ordonnée, et par conséquent sa fonction, est directement codée dans la structure
primaire, c’est un des postulats fondamentaux de la biologie structurale. Le parallele
avec les protéines désordonnées reste vrai.

La composition en acides aminés

Une des premieres découvertes associées aux protéines désordonnées fut leur
composition en acide aminé. De maniere générale, les protéines désordonnées
contiennent peu de résidus hydrophobes qui habituellement constituent le coeur
des protéines repliées mais une forte propension de résidus chargés ou polaires. La
présence de domaines similaires ou répétitions est aussi une caractéristique de ces
protéines.

Il a alors été possible de classer les acides aminés en trois classes : les résidus
favorisant I'ordre : C, W, Y, L E, V, L, H, T, N, les résidus favorisant le désordre E, P, Q,
S, R, K, M, D et les résidus neutres A et G. Pour simplifier, les résidus hydrophobes ont
tendance a favoriser 1’'ordre tandis que les résidus chargés ou polaires ont tendance a
favoriser le désordre [7, 39, [40] (figure [1.5).

LES LOGICIELS DE PREDICTION DU DESORDRE

Les protéines désordonnées se caractérisent par une flexibilité ou dynamique in-
hérente bien plus élevée a la plupart des protéines jusqu’alors étudiées. Ce champ de
recherche en biologie structurale est en effet tres récent et son importance a énormément
accru depuis le début des années 2000. La place des protéines désordonnées au sein du
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FIGURE 1.5 — Caractéristique de la séquence d’acides aminés des protéines désordonnées. (a) : Le
cadre en haut présente la charge en fonction de I'hydrophobicité d'un jeu de 275 protéines repliées (en
bleu) et 91 protéines dépliées (en rouge). (b) : L’histogramme présente la composition en acide aminé de
protéines ou régions (supérieures a 10 résidus) intrinsequement désordonnées. Le gris foncé correspond a
152 protéines extraites de la base de données de DisProt 1.0, le gris clair correspond a 460 protéines issues
de DisProt 3.4. Figure extraite de Dunker et al. [41]].

génome humain a été mise en évidence grace aux outils de la bio-informatique. Elle a
joué un role considérable dans le développement du champ de recherche consacré aux
protéines intrinsequement désordonnées. A ce jour, seule l’analyse computationnelle
permet d’estimer rapidement le degré de désordre d"un jeu de protéines en s’appuyant
sur la spécificité de leur séquence. La prédiction du désordre des protéines a notam-
ment permis aux chercheurs d’estimer I'importance du désordre au sein du génome
et d’identifier les potentielles fonctions associées aux protéines désordonnées en carac-
térisant les sites d’interactions tels que les sites d’associations [42, 1] ou les sites de
modifications post-traductionnelles [43} 44].

Un nombre important de prédicteurs de désordre sont apparus au cours des der-
nieres années [45) 46| 47]. Les algorithmes de ces programmes different cependant :
certains s’appuyant sur la charge et 'hydrophobicité des résidus, d’autre sur le poids
relatif des acides aminés au sein de la séquence ou encore sur l'énergie d’interac-
tion entre résidus définis au sein d’un motif de la protéine. Il existe maintenant un
tel nombre de prédicteurs qu’il a été développé en conséquence des métaprédicteurs
combinant les différentes prédictions de ces algorithmes et permettant de peser plus
raisonnable les propensions de ces algorithmes pour décrire les régions ou domaines
désordonnées des protéines. Nous citerons a titre d’exemple deux algorithmes, la liste
est évidemment non exhaustive :

- IUPred [48] estime 1’énergie d’interaction entre résidus sur une fenétre d’acides
aminés. En d’autres termes, 1’algorithme étudie la capacité d’une chaine polypep-
tidique a former des contacts. Les parametres pris en compte sont le type d’acide
aminé, la propension de 1’acide aminé au désordre.

- DisEMBL [49] utilise un réseau de neurones artificiels pour prédire la propension
au désordre d"une protéine. Il s’appuie sur trois criteres : le degré de mobilité du
résidu, I’absence de coordonnées dans les structures par diffraction aux rayons X
et la propension a échantillonner une structure secondaire précise.

Bien que la valeur exacte de chiffre soit soumise a de nombreuses incertitudes, ces
logiciels prédisent l’existence de 45-50% de régions[[] désordonnées au sein du génome

1. Cest-a-dire constitué d’au moins 30 résidus contigus
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eucaryote. L'application de cette méme analyse computationnelle au génome procaryote
indique 30% de régions désordonnées [4].
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FIGURE 1.6 — Application du metaprédicteurs metaPrDOS a Tau. Application du metaprédicteurs
metaPrDOS [50] sur la protéine Tau htaud( de 441 résidus. La valeur 1 indique une protéine a fort
désordre, la valeur o indique une protéine a faible désordre. La protéine est globalement désordonnée, a
I'exception de la région allant des résidus 250 a 380 et la partie N-terminale qui présente potentiellement
des structures transitoires.

Ces approches ont grandement contribué a la reconnaissance de 'état déplié, elles
présentent cependant leur limite pour étudier le degré de désordre présent dans une
protéine a 1’échelle atomique. A titre d’exemple, nous présentons en figure la prédic-
tion du degré de désordre de la protéine Tau humaine complete htau40. Les prédicteurs
indiquent une protéine désordonnée, exception faite de la partie N-terminale (résidu
420 a 440) et de la région des répétitions, domaine d’appariement de la protéine aux
microtubules (résidu 250 a 350). Le degré de désordre indiqué pour cette région varie
de 0.1 a4 0.9 suivant le prédicteur considéré, ce qui indique clairement la nécessité de re-
courir a des outils plus précis pour étudier 1'état déplié. Une caractérisation structurale
de la protéine Tau sera effectuée aux chapitres 5| et[7]

LA REGION POLYPROLINE : UNE SECONDE SPECIFICITE DES PROTEINES
DESORDONNEES

En dépit des progres constants réalisés en biologie structurale, les connaissances
concernant la région Polyproline (PPII) sont relativement en marge, cette région reste la
plus méconnue de l'espace Ramachandran. Il a été estimé a 10% la part des résidus de
structures connues échantillonnant cette région et a seulement 2% la part des résidus
formant des hélices de type PPII d’une longueur supérieure a 4 résidus Rucker et al.

(51
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Hélice Polyproline II

Une hélice Polyproline II est un type de structure secondaire. Nous désignons par
hélice PPII ou hélice Polyproline II une suite de résidus conjoints adoptant les angles
diedres suivants (¢, ¢) = (—75,+145) et comptant une périodicité de 3 résidus
exactement.

Il a précédemment été suggéré que l'inclusion du solvant a proximité de la chaine
principale est la force principale guidant la formation des hélices PPII. Cette confor-
mation étant spatialement étendue, 1'orientation des atomes de carbone et d’azote
favorise les interactions avec les molécules d’eau du solvant.

Les hélices PPII sont notamment courantes au sein des séquences riches en Proline,
caractéristique des protéines désordonnées. Les protéines désordonnées sont tres riches
en résidu polaire ou chargé tel que les Glutamines, les Asparagines et en petit résidu
tel que les Alanines et Glycines. Il a été montré qu'un nombre important de ces résidus
ont tendance a échantillonner fortement la région Polyproline de I'espace Ramachan-
dran. En effet, courant des années 2000, de nombreuses études se sont focalisées sur
la place de la région Polyproline au sein des protéines non structurées. Des mesures
de dichroisme circulaire couplées a des mesures par résonance magnétique nucléaire
ont permis de progresser dans la compréhension des conformations PPII. Différentes
hypotheses concernant le role des ces conformations sont apparues, Blanch et al. [52]
soumettent 1'idée que les hélices PPII sont des précurseurs de la formation des plaques
amyloides, ces travaux seront notamment soutenus par Eker et al. [53]. Différentes
études concordent sur plusieurs points importants relatifs aux propriétés conformation-
nelles des protéines non-structurées : le niveau de structuration en hélice PPII serait
dépendant en température [54, 51, une diminution de la température favorisant cet effet.

Plusieurs méthodes biophysiques indiquent que la région Polyproline est une des
spécificités des protéines désordonnées. Nous confirmons cette tendance au chapitre
[5| en étudiant 1’échantillonnage conformationnel de deux protéines désordonnées par
résonance magnétique nucléaire et insisterons sur la place de ces conformations dans
I'état déplié.

LES ECHELLES DE TEMPS : UNE TROISTEME SPECIFICITE DES PROTEINES
DESORDONNEES

Il est d'usage de les représenter par un ensemble de structures en interconversion :
les protéines intrinséquement désordonnées sont présumées fluctuer rapidement entre
différentes conformations ou sous-états. Le temps définissant l'interconversion des
conformations est un élément crucial pour comprendre les propriétés des PIDs, pour
autant sa définition est relative au modele proposé : considérant un continuum de
conformations et une transition symbolisée par le passage de la conformation i a la
conformation i+n, le temps d’interconversion entre ces deux états sera fonction des dif-
térences structurelles existantes entre ces derniéres. Il n’y a donc pas définition absolue
des temps caractéristiques des protéines désordonnées.

L’hypothese standard consiste a considérer un temps d’interconversion de 1'ordre
de la microseconde a la nanoseconde. Ce phénomene est donc plus lent que le temps de
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repliement en structure secondaire estimé a quelques nanosecondes par des mesures de
cinétiques ultra-rapides [55} [56] ou les vibrations locales de la chaine principale existant
sur une échelle allant de la nanoseconde a la picoseconde.

CONCLUSION DU CHAPITRE

L’étude des protéines intrinsequement désordonnées est un domaine de recherche
récent. L'introduction du désordre dans le génome a initialement fortement perturbé la
communauté scientifique et I'a amené a réviser ou étendre les modeles en cours. A l'issu
de ce parcours, la notion de désordre ou de flexibilité se révele tres utile pour expliquer
de nombreux mécanismes biologiques jusque-la inconnus ou ignorés. La flexibilité est
en effet un atout fonctionnel : la plasticité structurale et la grande surface d’association
a des partenaires offrent a ces protéines un role clé dans de nombreux mécanismes
de régulation, de signalisation. Un autre point important concerne I'implication de ces
protéines dans plusieurs processus pathogenes.

La compréhension de ces mécanismes nécessite préalablement une étude structurale
de ces protéines, c’est-a-dire une meilleure compréhension des conformations adoptées
et des échelles de temps définissant les caractéristiques de ces dernieres. La description
moléculaire d'un tel systéme est un sujet compliqué a traiter, notamment de par son
caractere dynamique. Une des méthodes expérimentales les plus appropriées est la
résonance magnétique nucléaire que nous allons introduire au chapitre suivant.






LA RESONANCE MAGNETIQUE
NUCLEAIRE APPLIQUEE AUX PROTEINES
INTRINSEQUEMENT DESORDONNEES

A résonance magnétique nucléaire est une méthode physique utilisant les propriétés
magnétiques des noyaux possédant un spin nucléaire pour obtenir sur des échan-
tillons en solution ou en solide de I'information structurelle et dynamique.

Principe physique de la RMN

La RMN est une méthode de perturbation : considérant comme systeme a étudier un
spin nucléaire unique soumis a un champ magnétique constant By, ce spin va s’ali-
gner avec le champ magnétique. Le systéme étant a son équilibre, nous le perturbons
par l'application d’ondes radio-fréquence, le systéme évolue alors dans un état excité
déterminé a la fois par 'environnement physico-chimique et par les caractéristiques
des ondes envoyées. Nous mesurons alors I'évolution et le retour a I'équilibre du
spin, c’est-a-dire la réponse induite du systeme a cette perturbation.

L’étude de macromolécules biologiques telles que de protéines complexifie évidem-
ment la problématique, cependant le principe physique est identique a celui mentionné.
La RMN permet d’obtenir de I'information a I’échelle atomique, spécifique a 1’environ-
nement chimique de chaque spin de la protéine.

La résonance magnétique nucléaire est ainsi un outil de choix pour étudier les
protéines désordonnées a ’échelle atomique, ce qui explique l'intérét grandissant pour
développer ou adapter les méthodes de RMN aux protéines désordonnées. Nous abor-
derons uniquement dans cette thése la RMN en liquide, la RMN en solide offre un
panel d’applications impressionnantes avec notamment I'étude des fibrilles, consé-
quence directe de I'agrégation de nombreuses protéines désordonnées impliquées dans
des maladies neurodégénératives, qui est actuellement un champ d’application tres en
vogue. Nous citons a titre d’exemple quelques systemes récemment étudiés : les fibrilles
de la protéine Tau [57, 58], les fibrilles amyloides f [59, 60], les fibrilles amyloides de la
protéine a-synucléine [61]].

Un second atout que conféere la RMN est la grande diversité des interactions me-
surables. Nous présenterons les interactions les couplages spin-spin, spin-lattice et
spin-électron. Ces interactions sont principalement intramoléculaires mais peuvent sous
certaines conditions étre intermoléculaires. Les paragraphes suivants présentent succes-
sivement les concepts clés utilisés : le déplacement chimique, les couplages scalaires, les
couplages dipolaires résiduels et la relaxation paramagnétiques. Les bases théoriques
seront donc expliquées de maniere & mettre en relief les applications potentielles de ces
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interactions dans 1'étude des protéines désordonnées. Ainsi, nous tacherons de garder
un formalisme épuré, les détails calculatoires seront si nécessaire reportés en annexe
pour plus de clarté.



2.1

2.1. Description quantique pour un spin 1/2

DESCRIPTION QUANTIQUE POUR UN SPIN 1/2

Plus formellement, la résonance magnétique nucléaire permet de caractériser les
transitions énergétiques entre spins nucléaires. Les propriétés des spins nucléaires sont
définies par le nombre quantique de spin s. L'opérateur moment cinétique intrinseque
(ou spin) § est associé au nombre quantique de spin s et peut étre caractérisé a partir
des deux opérateurs suivants :

- §2 décrit 1a norme du moment cinétique de spin et est quantifié par s(s+1).

- S, représente la projection du moment cinétique le long de l'axe z. Il est quan-
tifié a partir du moment magnétique de spin m qui varie entre -s et +s par pas de 1.

Le moment magnétique de spin fis est associé au moment cinétique de spin $ par
I"équation :
fis = 7hS (2.1)
ou 7 est le ratio gyromagnétique du noyau en question, c’est une propriété intrin-
séque du noyau.

En présence d'un champ magnétique statique B°, I’Hamiltonien d’interaction entre
le champ magnétique et le moment magnétique de spin s’exprime :

hH? = —jisB® = —yhSB° (2.2)

Le cas le plus simple a traiter correspond a un spin 1/2 isol¢, 'Hamiltonien a alors
deux valeurs propres notées « et  correspondant a m=+1/2 et m=-1/2. L'application du
champ B? induit une levée de dégénérescence ou une séparation des niveaux d’énergies.
Les énergies respectives sont alors :

1 0 1 0
E, = —Eh’yB et Epg = +§h'yB (2.3)
Ainsi la différence d’énergie entre les deux états s’écrit :
BO
AE = hyB® = hyg == Vo = Z—n (2-4)

La séparation des niveaux d’énergies sera d’autant plus nette si le champ est intense.

Le moment magnétique de spin n’est pas statique mais tourne autour du champ B°
a la vitesse de la fréquence de larmor vy défini dans I'équation 2.4} Les transitions entre
I'état « et B sont observables a cette fréquence et constitue la base de la spectroscopie
RMN : I'intensité du signal RMN dépend de la différence de population entre les deux
états d’énergie du noyau. Cette différence peut étre quantifiée en utilisant la distribu-
tion de Boltzmann. Considérant N, et Np les populations respectives des deux niveaux
d’énergie précédents, le rapport de populations s’exprime :

Ny AEY\ yhBO - yhBO
ﬁﬁ—exp <kT> —exp< T > ~1+ KT (2.5)

Pour un proton plongé dans un champ magnétique de 18.8 Tesla (800 MHz) a 25°C,
la rapport de population est :

% —1.00013 (2.6)

1. On parle d’Hamiltonien Zeeman ou d’interaction Zeeman
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2.2

Bien que tres faible, 'exces de population dans l'état a induit une modification de
I’aimantation mesurable.

Une dernier point a mentionner concerne le champ magnétique observé, ce dernier
n’est pas exactement le champ appliqué, la présence des électrons induits une constante
d’écran modifiant légérement la valeur de B° observé. Cette manifestation appelée le
déplacement chimique est particulierement utilisée en RMN des protéines, nous allons
la présenter dans la section suivante.

LE DEPLACEMENT CHIMIQUE

Le déplacement chimique est la signature chimique de I'environnement électronique
d’un noyau observé. Appliquant un champ externe statique sur un noyau, un champ
induit est créé par l'intermédiaire des électrons, le champ magnétique observé est la
somme du champ induit et du champ statique. Considérant les champs magnétiques
observés sur deux noyaux dans deux sites de la méme molécule, si I’environnement
électronique differe entre les deux sites, il en résultera un champ observé différent.

Nous allons maintenant présenter le formalisme associé aux déplacements chi-
miques. Le spin nucléaire est sensible a la somme du champ statique B° et du champ
induit B généré par le nuage électronique :

Bloc — BO T Binduit avec Binduit — (5BO (2‘7)
oll § est une matrice 3*3 appelée le tenseur du déplacement chimique du spin S.
Ainsi :
Bl = B%(1+ ) (2.8)
En un milieu isotrope, seules les valeurs principales du tenseur sont conservées qui
équivaut alors a :
5iso =1/3 (5XX _|_5YY + (SZZ) (29)

ot les termes 6%%, §YY et 6% dépendent chacun de 'orientation moléculaire de la
protéine mais leur somme y est invariante.

Combinant 1’équation [2.4] et I'équation [2.8] et considérant que le champ ressenti n’est
pas vraiment B® mais le champ local B¢, nous avons les expressions respectives :

0 = —9B° (1 + 5i50> /(27) (2.10)

Selon cette expression, la fréquence de Larmor serait dépendante du champ ma-
gnétique. Pour pouvoir comparer les spectres entre eux a été introduit la notion de
déplacement chimique J tel que :

1/0 _ Vref

6
Oppm = 1077 % vref

(2.11)

ot 10 est la fréquence de Larmor en Hertz et v"/ une fréquence de référence. Le
tétraméthylisilane (TMS) et le 4,4-dimethyl-4-silapentane-1-sulfonic acid (DSS) sont les
composés courants utilisés comme référence : (' HN TMS)=0 ppm.
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2.3.1

2.3. Echelle de temps et échange chimique

ECHELLE DE TEMPS ET ECHANGE CHIMIQUE

Echelle de temps et échange chimique

Side chains motions Loops motions Domain reorientations

Biological
Librations Molecular rotations  Collective motions Enzymes catalysis ~ Protein folding ~Motions
NMR
Spin Relaxation Relaxation-Dispersion Lineshapes Analysis Methods
Scalar, Residual Dipolar Couplings, Chemical Shifts Real-time NMR
> -
1A, T, 1/Av

FIGURE 2.1 — Les échelles de temps et mouvements associés aux protéines. vy est la fréquence de
Larmor du noyau étudié, tc est le temps de corrélation globale de la protéine, Av est la différence de
fréquence entre les deux conformations. Les mouvements caractéristiques des protéines et les expériences
RMN associées a leur étude sont affichés.

La spectroscopie RMN est une méthode extrémement sensible aux échelles de temps
et particulierement adaptée a I'étude de la dynamique des protéines [62} |63]. La figure
présente les différents mouvements existant au sein des protéines. Pour chacun
d’entre eux il est possible d’associer une ou plusieurs expériences de RMN permettant
de caractériser les phénoménes physiques en jeu. Nous allons les présenter briévement.

Les phénomenes physiques s’effectuant a une échelle de temps plus lente que le
temps de mesure du signal RMN peuvent étre observés en réalisant des mesures en
temps réel [64]. A 'opposé, la RMN offre une forte sensibilité a des mouvements s’ef-
fectuant sur des gammes nettement plus rapide.

Les mouvements s’effectuant a des échelles de temps proche de la fréquence de
Larmor influenceront la relaxation du systeme de spin et modifieront donc les pro-
priétés du signal RMN. La dynamique de ces mouvements est ainsi détectable par des
expériences de relaxation [65]. La valeur limite de I'échelle de temps étant le temps de
corrélation globale traduisant la rotation de la molécule dans le milieu qui est de 1’ordre
de 5 a 20 ns pour une protéine repliée de taille moyenne a température ambiante [66]].

Une seconde échelle de temps importante est la limite définissant 1’échange chi-
mique. L'échange chimique a lieu lorsqu’'un méme noyau observe deux environnements
chimiques différents. L'exemple le plus concret est I’adoption par le noyau de deux
conformations A et et B en échange, de fréquence respective v4 et vg. La mesure du
déplacement chimique sera fonction des gammes de temps du mouvement relativement
a la différence de fréquence entre les deux conformations et impactera ou non le spectre
RMN obtenu.

kOH
A=—B (2.12)
Kors
La constante d’échange ou d’interconversion est définie par kex = kon + kofs, cette
valeur est primordiale et aboutit en fonction du rapport avec Av olt Av = v — v4 aux
différents régimes suivants (présentés aussi en figure :

- Echange lent : k.x « Av, la mesure RMN donnera alors deux pics positionnés en
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vyq eten vp

- Echange moyen : k. ~ Av, nous obtenons dans ce cas un élargissement de la raie
spectrale

- Echange rapide : key » Av, I’échelle de temps d’interconversion des conformations
étant plus rapide que ’écart entre les deux déplacements chimiques, nous obte-
nons un unique pic situé entre les fréquences v4 et vp des deux conformations
respectives.

<

)

FIGURE 2.2 — Représentation de 'échange chimique sur un spectre 1D. Nous sommes en présence
de deux sites de populations identiques en échange. Le taux d’échange ou d’interconversion augmente en
partant du bleu vers le rouge.

Ainsi, si le mouvement s’effectue sur une échelle plus lente que la constante
d’échange, il peut étre observé en analysant directement 1’évolution des spectres, si
au contraire le mouvement s’effectue a une échelle de plus rapide que la constante
d’échange, le mouvement peut étre caractérisé par des expériences de relaxation disper-
sion [67].

Les couplages scalaires, les couplages dipolaires résiduels et les déplacements
chimiques sont sensibles a une gamme tres large de mouvements. Notamment, les
couplages dipolaires se sont révélés des outils extrémement puissants pour étudier la
dynamique des protéines repliées ou dépliées. Ils fournissent de 'information structu-
rale et dynamique en traduisant I'orientation moyenne du vecteur internucléaire relative
au champ magnétique statique B.

Un dernier point a aborder concerne les échelles de temps des protéines intrinse-
quement désordonnées, nous avons précédemment souligné que l'interconversion des
structures pourrait s’effectuer sur une gamme allant de la microseconde a la nano-
seconde, quelles sont les conséquences sur les déplacements chimiques des protéines
désordonnées ?
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2.4

2.4. Manifestation spectrale des protéines désordonnées

Echange rapide entre conformations

Les protéines intrinséquement désordonnées sont en échange rapide entre différentes
conformations. Par conséquent, le déplacement chimique obtenu est la moyenne dans
le temps des signaux de chaque conformation. Nous mesurons donc normalement
un spectre possédant un pic unique par résidu indiquant un échange rapide entre les
conformations. Par conséquent, 1’observable mesurée nous renseigne sur une confor-
mation moyenne adoptée par la protéine représentant I'ensemble des états accessibles
de la protéine. Toute la difficulté consiste alors a proposer une méthode quantita-
tive pouvant modéliser ou représenter 1'état désordonné a partir d’une information
moyenne.

Considérant un ensemble de conformations explicites représentant 1’état dépli¢, la
valeur du déplacement chimique CS; du résidu i sera donc la moyenne des déplacements
chimiques du résidu i de chaque conformation k :

1 N
CSZ' = 2 CSl‘,k (2.13)
N k=1

Nous considérons un ensemble infiniment grand de conformations représentant I’en-
semble des états accessibles de la protéine.

Le déplacement chimique secondaire

Les déplacements chimiques sont les mesures les plus précises qu’ils soient possible
de faire par RMN cependant leur utilisation n’en reste pas complexe. Ils sont premie-
rement dépendants en température, en pH [68]], en salinité mais surtout l'information
fournie par les déplacements chimiques est relative. Suivant I’acide aminé concerné, la
valeur des déplacements chimiques absolue est nettement différente, traduisant 1'in-
fluence des chaines latérales. A titre d’exemple les déplacements chimiques 3C* des
Glycines se situent autour de 45 ppm, des Prolines autour de 63 ppm et des Alanines
autour de 52 ppm. Cependant la dispersion des valeurs correspondant a chaque acide
aminé est relativement similaire et inférieure a +£4 ppm pour le déplacement chimique
13C#, ainsi une maniére usuelle de représenter les déplacements chimiques d"un hétéro-
polymere est de soustraire la valeur absolue mesurée a une valeur de référence, nous
parlons alors de déplacements chimiques secondaires notés (SCS) pour Secondary Che-
mical Shifts

Le référencement des déplacements chimiques est important pour améliorer la com-
préhension et l'interprétation des données issues des déplacements chimiques. Consi-
dérant un ensemble de protéines dont les déplacements chimiques et la structure sont
connus, il a été attribué une valeur médiane pour chaque acide aminé qui sert référence
pour calculer les déplacements chimiques secondaires [69]. Il existe différentes tables de
référence, nous utiliserons dans ce manuscrit les travaux de Zhang et al. [[70] comme
référence.

MANTIFESTATION SPECTRALE DES PROTEINES DESORDONNEES

L’attribution séquentielle est un pré-requis pour étudier toute protéine par RMN,
cela s’applique évidemment aussi aux protéines désordonnées. Un des premiers points
constatés est la réduction de I'étendu spectrale des spectres HSQC, notamment selon la
dimension proton 'HY. La nature flexible des protéines désordonnées diminue 'exis-
tence de liaisons hydrogene au sein des structures et tend a une uniformisation de
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(a)

I'environnement électronique des protons qui sont alors en échange avec le solvant.
Ainsi, nous observons une diminution de la dispersion spectrale, majoritairement
la dimension proton ' HN mais légerement aussi pour la dimension azote 1°N (
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FIGURE 2.3 — Comparaison des spectres HSQC d’une protéine repliée et d’une protéine dépliée.
(a) : Spectre HSQC d’une protéine homodimérique de 2*244 résidus. (b) : Spectre HSQC d’une protéine
dépliée de 441 résidus (Tau). Les largeurs spectrales azote et proton sont identiques pour les deux cas. Nous
observons une diminution de la dispersion spectrale, majoritairement pour la dimension proton 'HN mais
légerement aussi pour la dimension azote 1°N.

Une deuxieme conséquence des propriétés des protéines désordonnées est la di-
minution de la largeur de raie. Les vitesses de relaxation des protéines désordonnées
sont principalement régies par des mouvements internes liés a la flexibilité de la chaine
principale s’effectuant sur des échelles de temps plus rapide que la rotation globale.

Démonstration de ce résultat : la largeur de raie v;,, est fonction de la vitesse de
relaxation R, suivant la formule suivante :

(2.14)

ol T est le temps de relaxation, 7. le temps de corrélation de la protéine, A une

constante.

LES COUPLAGES SCALAIRES

Le couplage scalaire est une interaction spin-spin, il nécessite une liaison covalente
entre les noyaux considérés. Le couplage ] est une manifestation spectrale de la liaison
chimique. Elle traduit 1'influence mutuelle des nuages électroniques des noyaux. L'Ha-
miltonien décrivant I'interaction dip6le dipdle indirecte entre le spin S; et Sk s’écrit :

ou Jj est le tenseur du couplage J. En milieu isotrope, nous obtenons :

yis0

jk =

7:[] = ZﬂSj]ijk

27T]jk(ijskx + Sjysky + szskz)

(2.15)

(2.16)
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2.6. Les couplages dipolaires résiduels

Bien qu’il existe plusieurs couplages ], nous nous focalisons sur le couplage
3J(HNH*) nommé 3]. La dépendance du couplage scalaire ®] en fonction de l’angle
diedre ¢ peut étre paramétrée selon la relation de Karplus [71] (figure :

3SI(HNH*) = Acos?(¢ — 60°) — Bcos(¢p — 60°) 4 C (2.17)

ol les parametres A,B et C ont été optimisé en mesurant la constante de cou-
plage scalaire sur des protéines dont la structure est connue par cristallographie aux
rayons X [71, [72]. Connaissant I'équation [3.2.2} les couplages scalaires peuvent étre utili-
sés comme contrainte pour caractériser ’échantillonnage conformationnel des protéines.

J(HnHa) (Hz)

1 1 1 1 1 1
-150 -75 0 75 150
phi

FIGURE 2.4 — Dépendance angulaire du couplage scalaire °] selon la relation de Karplus. La
relation de Karplus est présentée en équation Les constantes utilisées sont A=6.4, B=-1.4 et C=1.9
771

Dans le cas des protéines désordonnées, considérant un ensemble de conformation
k en échange rapide, le couplage scalaire J; du résidu i correspond a la conformation
moyenne et traduit donc l'orientation moyenne ou la distribution de I’angle ¢ au sein
de l'ensemble [73, 74] :
3 1 s
Ji= 3 L ik (2.18)
k=1
Nous considérons un ensemble infiniment grand de conformations représentant I’en-
semble des états accessibles de la protéine.

LES COUPLAGES DIPOLAIRES RESIDUELS

Les couplages dipolaires résiduels (CDRs) sont des parametres trés précis per-
mettant de caractériser I'échantillonnage conformationnel des protéines ordonnées ou
désordonnées. Nous allons dans cette partie présenter le formalisme de l'interaction
dipole-dipodle, nous calculerons apres application de 'approximation séculaire la va-
leur du couplage en milieu isotrope puis anisotrope. Nous conclurons cette section en
expliquant comment interpréter la valeur des couplages dipolaires pour les protéines
désordonnées.
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2.6.1

2.6.2

Origine de l'interaction dipolaire

Chaque spin nucléaire est associé a un moment magnétique de spin et génere un
champ magnétique dans l'espace environnant. Deux spins nucléaires I et S se trouvant
dans un méme voisinage interagiront donc chacun avec l’autre : le premier "voyant" le
champ magnétique créé par le second et inversement. L'interaction est mutuelle (figure

2.5) :

Eys = —p1.Bs = —pug.Br (2.19)
avec
Bi(ris) = 4H703 B(pr-es)ers — pi] (2.20)
Tt
ou rig est le vecteur internucléaire joignant le noyau I au noyau S et e;g = ;- le

vecteur associé normalisé.

Contrairement aux couplages scalaires, 1'interaction dipolaire ne nécessite pas de
liaison électronique entre les deux atomes mis en jeu pour exister. Elle s’effectue sans
intermédiaire entre les deux noyaux, c’est pourquoi elle s’appelle "interaction dipole-
dipole directe". Les couplages dipolaires peuvent donc étre aussi bien intramoléculaires
qu’intermoléculaires.

Les moments magnétiques associés s’écrivent :

fu=hl et fis=yshS (2.21)

L’expression complete de l'interaction dipdle-dipole entre les spins I et S est donnée
par I’'Hamiltonien de spin en unité de fréquence :
. 5 AN h
HR = dis(3(1.ei5)(S-e15) — (1.9)) avec dis = —&3@0 (2.22)
167115
ou 71 et 75 sont les rapports gyromagnétiques des deux spins (en rad.s~1.T~1), yg la
permittivité du vide, avec h la constante de Planck et 15 la distance entre les deux spins
(en m).

L'approximation des hauts champs

Lorsque les spins sont placés dans un champ B intense, seule la composante des
spins selon la direction du champ est significative dans 1’'Hamiltonien de l'interaction
dipole-dipole direct. Ainsi, si I’on suppose que le champ B est colinéaire a ’axe z alors
I’Hamiltonien de 1’équation se réécrit de la fagon suivante :

3cos%0ig — 1
2

ol Ors est 'angle que fait le vecteur internucléaire avec la direction du champ ma-
gnétique BY. Par ailleurs, nous notons :

Hig (61s) = dis 21,5, (2.23)

3cos?0is — 1
Dis = digP(cos(61s)) avec P(cos(b1s)) = + (2.24)
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2.6. Les couplages dipolaires résiduels

FIGURE 2.5 — Le couplage dipolaire résiduel est fonction de l'orientation du vecteur internucléaire
par rapport au champ magnétique. (a) : Le couplage dipolaire : le champ induit du spin I modifie le
champ effectif pour le spin S (b) : L'orientation du vecteur internucléaire par rapport aux axes principaux
x, y et z du tenseur d’orientation A défini les angles y et p

Couplages dipolaires en milieux isotropes

Le cas particulier des liquides isotropes est important car les mesures en RMN des
biomolécules s’effectuent couramment dans ce type de milieu. Dans un liquide isotrope,
les molécules se réorientent uniformément (fis prend toutes les valeurs possibles avec
une densité de probabilité uniforme sur l'intervalle de temps de la mesure) et avec
une vitesse suffisamment grande pour que seule la moyenne des couplages dipolaires
intramoléculaires soit mesurable. La mesure du couplage dipolaire en RMN liquide est
décrite par la moyenne dans le temps et sur ’ensemble (I,S) de I'Hamiltonien dipolaire :

Drs = (disPa(cos(brs))) ~ dis{P2(cosbys)) (2.25)

Une premiere approximation, le terme r5(#) est constant au cours du temps. Cette
approximation est valable pour les couplages opérant entre deux noyaux liés de maniere
covalente. Les vibrations de la chaine polypeptidique étant nettement plus rapides que
I'échelle de temps de la mesure, cela équivaut a remplacer la distance instantanée par
une distance effective entre noyaux.

L'isotropie de la réorientation rend la moyenne (P, (cos(fis))) nulle (figure [2.6). Au-
cun couplage dipolaire intramoléculaire n’est donc mesurable dans ces milieux. D’ot1 :

(HR(615)) =0 (2.26)

Ainsi, dans un liquide isotrope, en solution aqueuse par exemple, les couplages
dipolaires ne sont pas mesurables. Il n’est aussi pas possible d’avoir acces a I'information
de l'interaction dipodle-dipole sans 'introduction de milieu orientant.

Couplages dipolaires résiduels en milieux orientant

Une des récentes avancées dans le monde de la RMN haute résolution est venue de
I'introduction des milieux orientants pour faciliter la mesure des couplages dipolaires
résiduels [75) [76] [77]. Dans de tels milieux, les protéines sont partiellement orientées,
leur espace orientationnel devient alors suffisamment anisotrope pour permettre la
mesure précise de couplages dipolaires résiduels. L'anisotropie induite par ces milieux
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reste suffisamment faible pour ne pas perturber le comportement des protéines et pré-
server au spectre RMN sa lisibilité.

Milieu isotrope Milieu anisotrope

FIGURE 2.6 — Milieu isotrope et anisotrope. (a) : En milieu isotrope, le couplage est moyenné a zéro.
(b) : En milieu anisotrope, sont représentées des bicelles, la restriction du mouvement moléculaire fait
apparaitre le couplage dipolaire résiduel.

Il existe maintenant beaucoup de milieux orientant qu’on a coutume de classer selon
leur forme, leur mode d’interaction et leur comportement physique. Pour qu’il soit
possible d’étudier une macromolécule dans ces milieux, I'ordre imposé a la molécule
doit étre tres petit, typiquement moins de 0.002. L'ordre orientationnel des particules
du cristal liquide est, quant a lui, grand ; il se situe entre 0.5 et 0.85. Il est clair que les
interactions des macromolécules avec le cristal liquide doivent étre faibles. Par ailleurs,
les milieux doivent étre aqueux pour que les protéines soient dans un environnement
proche de leur milieu naturel. Ces conditions sont satisfaites en utilisant des solutions
aqueuses de cristaux liquides fortement diluées ou les milieux avec les cavités aniso-
tropes. Deux milieux orientants courants sont les gels polyacrylamide étiré [78, [79] et
les bicelles [80} 81] qui s’alignent parallelement au champ magnétique (figure [2.6).

Expression du couplage dipolaire dans le repere lié a 1a molécule

Ainsi, dans une solution partiellement orientée, la densité de probabilité des valeurs
prises par 6 (noté précédemment 6is(t)) est modifiée : il existe des orientations favori-
sées. La moyenne (P> (cos(fis))) est non nulle.

Afin de simplifier l'interprétation des résultats, il est nécessaire de réécrire la valeur
du couplage dipolaire dans une base liée au repere propre de la molécule que I'on
supposera en premiére approximation invariant pour un état conformationnel donné.

Les axes privilégiés d’orientation de la molécule sont définis par un tenseur (matrice
3x3) et le degré d’orientation selon chaque axe par un scalaire. La valeur de l'interaction
dipolaire est divisée en deux composantes : axial et thombique.

L'alignement d’une molécule par rapport au champ magnétique B® peut étre décrit
par une matrice réelle et symétrique A’. Cette matrice est diagonalisable et les trois
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composantes de la matrice diagonale Af,, A}, et A7, représentent les probabilités des
axes x, y et z d’étre paralleles a B’. Comme seules les différences entre ces probabi-
lités ont un effet, on peut définir une nouvelle matrice A telle que tr(A) = 0 avec
|Azz| > |Ayy| > |Axx|. Lorientation du vecteur internucléaire par rapport aux axes x, y
et z est repérée par les angles 7 et p tels qu'ils sont définis dans la figure [2.5p.

Le couplage dipolaire entre deux spins peut alors étre écrit selon 1’équation
Cette équation peut elle-méme étre simplifiée en (2.28) ott A, = A,,/2 est la composante
axiale du tenseur d’alignement et A, = %(Axx — Ayy) est la composant rhombique.

Dis(17,p) = dis[Azz cos® 17 + Ay sin® 17 cos® p + Ay sin? 17 cos® p] (2.27)

Dis(8,p) = dis[As(3cos?n — 1) + %Ar sin? 17 cos 20| (2.28)

Pour étre capable de mesurer des couplages dipolaires résiduels utilisables, il faut
une amplitude du tenseur d’orientation de 1’ordre de 1073, En effet, si cette amplitude
est trop petite, les valeurs de couplage dipolaire seront trop petites pour étre mesurées
précisément. Si par contre elle est trop grande, la complexité des couplages entre spins
va rendre le spectre plus difficile & interpréter.

Interprétation du couplage dipolaire pour des protéines repliées

L'interprétation des couplages dipolaires résiduels mesurés sur des protéines re-
pliées est relativement directe. La moyenne des couplages dipolaires résiduels issue
de I’équation peut, en supposant que l'alignement global n’est pas couplé aux
fluctuations rapide de la chaine principale, s’interpréter en terme d’orientation relative
du vecteur internucléaire par rapport au tenseur d’alignement global de la molécule, ot
le tenseur d’alignement décrit I’alignement relatif de la protéine en utilisant un tenseur
d’ordre 2 (équation [2.28).

Cette hypothése a été testée a plusieurs reprises sur des protéines repliées[82] :
a partir d’une structure PDB il est possible d’approximer le tenseur d’alignement en
estimant l'alignement stérique de cette derniére et ainsi de calculer empiriquement la
valeur des couplages dipolaires. Les couplages dipolaires résiduels mesurés dans des
molécules repliées présentant une structure stable fournissent de l'information pour
l'affinement de structure, 1’étude des contacts longues portés sur les chaines étendues
et sur les complexes et enfin 1’étude de la dynamique locale de la protéine a une échelle
de temps allant de la microseconde a la picoseconde [83) [84].

Interprétation du couplage dipolaire pour des protéines dépliées

Dans le cas de protéines intrinsequement désordonnées, la moyenne de 1'équation
ne s’exprime pas si simplement. L’alignement de chaque molécule par rapport a la
moyenne temporelle et a la moyenne sur toutes les conformations de I'ensemble varie
de maniere significative en fonction de la forme de la conformation.

Considérant un ensemble infiniment grand de conformations, la valeur des cou-
plages dipolaires résiduels d’un ensemble doit donc étre exprimée comme la moyenne
sur toutes les conformations de la moyenne dans le temps :

1 tmax

1 N
Dy = dlgﬁ Z Py (cosby 1s(t))dt (2.29)
k=1

tmax t=0
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ou N est le nombre de conformations. En supposant que pour un temps suffisam-
ment grand, une protéine échantillonne toutes les conformations de 1’ensemble, 1'ex-
pression se réduit a une moyenne dans le temps des conformations d'une protéine.
(hypothese d’ergodicité)

1 tmux
Dis = dig / Py (costys(1))dt (2:30)

tmax Jt=0
Dans le cas d'une description explicite de structures en échange rapide, les cou-
plages dipolaires peuvent donc étre calculés sur chaque conformation et moyennés sur
I'ensemble :

1 N
Dis = NZDk,IS (2.31)
k=1

Les couplages dipolaires résiduels sont sensibles a la nature structurale et dyna-
mique du systeme étudié. Pourtant, en raison de la haute flexibilité de la chaine latérale
des protéines désordonnées les CDRs pourraient étre moyennés a zéro. Il n’en n’est
rien, les CDRs ont été mesurés sur plusieurs systémes et adoptent une courbe en forme
de cloche moyennée a 0 aux extrémités de la protéine et non moyennée a 0 au centre
de la protéine (se référer a la figure |2.7]a gauche). Ces valeurs traduisent 1’orientation
moyenne du vecteur internucléaire Dy relative au champ magnétique au centre de la
chaine et a I'extrémité de la chaine.

L'existence de ces couplages a été démontrée théoriquement en considérant une
chaine peptidique libre, effectuant une marche aléatoire [85, 186]. Cette approche a
permis de reproduire la forme en cloche des CDRs pour des protéines de différentes
longueurs mais a ses limites. Le principal probleme réside dans la non-distinction des
spécificités des acides aminés. Considérés comme tous identique, il est alors impossible
d’obtenir une description quantitative de I'ordre local a I'échelle atomique.

08 Py(cosB) L Py(cosb)

0 /2

% L] L] (3 7 g % 13 (3 (3
Sequence Sequence

FIGURE 2.7 — Schéma du vecteur internucléaire par rapport au champ magnétique pour deux
conformations. (a) : Conformation "dépliée” (b) Conformation possédant un repliement un hélice «.
L'orientation du vecteur internucléaire relative au champ magnétique est ainsi modifiée. SOnt affichés
respectivement les valeurs prise par la fonction P(cosn.p et Dn-a

Sur lafp.7]a , les déviations des couplages Dyp par rapport a la courbe en forme de
cloche nous informe de la présence de structures résiduels au sein de la protéine [78, 87].
Ces variations s’expliquent en considérant la valeur moyenne (dnp P2 (cos(Onm))) ol Onp
est 'angle entre le vecteur N; — HN et le champ magnétique B° et P, le polynome de
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Legendre du second ordre. L'orientation relative du vecteur internucléaire dépend des
conformations adoptées par la protéine.

LA RELAXATION PARAMAGNETIQUE

Les protéines possedent de I'information a moyenne et longue distance, dans le cas
des protéines repliées, il est d'usage de mesurer 1'effet NOE pour Nuclear Overhauser
Effect. Cet effet existant & moins de 6A n’est cependant pas tres adapté a I'étude des
protéines désordonnées : d'une part les contacts existants sont trés faiblement peuplés
et d’autre part le temps de corrélation n’est pas favorable aussi a 1'obtention d'un
signal élevé. Pour cela une méthode alternative existe : elle consiste en présence d'une
Cystéine au sein de la séquence a attacher a un tag ou radical libre, c’est-a-dire a
une molécule nommée thiol-reactive nitroxide label comprenant un électron non-apparié,
I'électron célibataire étant souvent porté par un atome d’azote. Il est alors possible
d’utiliser le rapport gyromagnétique de I’électron qui est 650 fois plus important que
celui du proton 'HYN. Cette méthode nommée la relaxation paramagnétique (PRE) est
particulierement utile pour caractériser le présence d’ordre a longue portée (jusqu’a 25
A) au sein des protéines désordonnées.

De nombreuses techniques permettent d’ajouter des radicaux paramagné-
tiques au sein d’une protéine, nous nous focalisons ici sur l'utilisation dun ra-
dical spécifique nommé MTSL ( (1-oxyl-2,2,5,5-tetramethyl-A3-pyrroline-3-methyl)-
methanethiosulfonate spin label). En I’absence de cystéine, 1’expérimentateur mute un
acide aminé, de préférence une Alanine, en Cystéine pour ajouter la chaine latérale sur
la position désirée de la séquence. Il faut évidemment éviter de perturber les structures
coopératives existantes au sein de la séquence pour obtenir la description la plus proche
des conditions biologiques.

Présentation du formalisme de la relaxation

Les mouvements des protéines peuvent étre étudiés en spectroscopie RMN a partir
de la relaxation. Pour traiter cette information, il est nécessaire de recourir a la théorie de
Redfield-Abragam [88]. Cette derniere montre comment les expressions des constantes
de relaxation sont calculées a partir de 1’évolution du systeme de spins exprimé par la
matrice densité . Nous traiterons dans cette section uniquement le cas de la relaxation
paramagnétique de proton !HN impliquant un couplage dipolaire entre le spin de
I’électron et les spins nucléaires 'HN de la protéine mais nous ne développerons pas ici
le calcul.

Les vitesses de relaxation s’expriment en fonction des valeurs adoptées par la densité
spectrale J(w) aux fréquences de transitions. La contribution de la relaxation parama-
gnétique causée par l'interaction dipolaire entre le spin nucléaire et le spin de 1’électron
s’exprime :

5" = K[4](0) + 3] (wx)] (2.32)

I} = 2K [3] (con)] (2:33)
avec K une constante égale a 1.23 x 10732cm®s~2 et J(wy) la fonction de densité

spectrale échantillonnée a la fréquence de Larmor du proton.

La fonction de densité spectrale traduit la contribution de 1’ensemble des mouve-
ments a une fréquence donnée. C’est la transformée de Fourier réelle de la fonction
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2.7.2

d’autocorrélation C(t) :

j(w) = 2/0oo cos(wt)C(t)dt (2.34)

ol la fonction d’autocorrélation traduisant "la mémoire" des spins ou du vecteur
internucléaire e;g du couplage considéré dans le repére de la molécule.

C(t) = & (Palers(0)ers () (235)

ot P>(x) du polyndme de Lagrange d’ordre 2.

Un des problemes majeurs de cette approche est la modélisation des mouvements
a priori inconnus avant 1’analyse des données. Une des plus grandes avancés dans ce
domaine fut I'introduction du modeéle libre : au lieu de modéliser physiquement le mou-
vement des protéines, Lipari and Szabo [89] suggere 1'utilisation de deux parametres :
un parametre d’ordre généralisé S? qui traduit la restriction spatiale du mouvement du
vecteur en question et un temps de corrélation ou temps caractéristique du mouvement.

Dans notre cas d’étude, nous considérons deux mouvements s’effectuant sur des
échelles de temps différentes, le mouvement de rotation global de la protéine et le mou-
vement interne de la chaine latérale ot est attaché le tag paramagnétique. La fonction
de corrélation est le produit de la fonction de corrélation de rotation globale Cy(t) par
celles des mouvements internes Cy(f) :

C(t) = Co(t)Cy(t) (2.36)

ot les fonctions de corrélation respective s’écrivent :

Co(t) = exp(—t/1R) et  Ci(t) =S*>+(1—S%) exp(—t/T) (2.37)

avec TR le temps de corrélation global ou rotationnel et 77 le temps de corrélation
interne. Nous avons alors la fonction de corrélation suivante :

C(t) = S>exp(—t/mwR) + (1 — S?*) exp(—t/ 1) avec 1_1 + 1 (2.38)
TE T TR
La densité spectrale s’écrit alors :
. 2 SZTR (1 — SZ)TE
jlw) = 5(1 + w2 14 W2t ) (2:39)

Considérant que les fluctuations locales de la chaine principale s’effectuent sur une
échelle de temps plus lente que les phénomenes de relaxation, nous pouvons écrire :

um=<i>ﬂm (2.40)

s

Le modele de Gillespie et Shortle

Pour expliquer les origines de la relaxation paramagnétique dans les protéines
désordonnées, il est commode de différencier alors deux mouvements principaux inter-
venant dans la relaxation. Nous devons considérer plusieurs phénomenes physiques.
L'interaction dipolaire entre I’électron non-apparié de la chaine latérale (I) et le spin du
proton !HYN de la chaine peptidique (S) est modulée par :
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(i) la réorientation du vecteur ejg dans le référentiel du laboratoire
(ii) la variation de distance rg
ou ejs=ris /15

Le traitement théorique appliqué aux protéines désordonnées a été initialement
formulé par Gillespie et Shortle [90, 91]. Le modele s’appuie sur deux hypotheses :

- D’une part, I'existence d'un ensemble de protéines dépliées en échange conforma-
tionnel. Ces molécules sont cependant considérées comme rigide sur une échelle
de temps et soumis a la rotation globale avec un temps de corrélation global .. Il
n’existe pas dans ce cas de mouvements internes, S2=1

- D’autre part, I’existence de fluctuation conformationnelle, c’est-a-dire de variation
des distances r;s au cours du temps sur une échelle plus lente que la rotation

globale de la molécule.

La densité spectrale utilisée est donc la suivante :

1 T,
J(w) = <> T2l (2.41)
res [ 1+ w22
Nous obtenons en conséquence la formulation suivante :
e g 2\ fag T (2.42)
2 re 14 w2t 4

Dans ce modele la relaxation paramagnétique est dépendante d'une part du temps
de corrélation global de la protéine qui est uniforme pour toute la protéine et d’autre
part de la distribution de distance <r;56>. La plupart des travaux se sont concentrés sur
la détermination ensemble de conformations reproduisant les données expérimentales.
De nombreux systéemes ont ainsi été étudiés en traduisant en distance effective ou distri-
bution de distance 'interaction électron-spin. Répétant cette expérience en utilisant une
série de radicaux ajoutés singulierement le long de la chaine, il est alors possible d’obte-
nir une distribution de distances traduisant la présence d’ordre résiduel a longue portée.

Le traitement quantitatif des données PRE reste délicat, ce modéle a été validé sur
de nombreux systémes et semble bien adapté aux protéines dépliées possédant une
mobilité interne proche d'une protéine repliée. Pour autant considérant une protéine
fortement désordonnée, les hypotheses précédentes suggérant une protéine rigide sur
un intervalle de temps proche de la nanoseconde peuvent poser probléme. Une alter-
native consiste alors a privilégier les phénomenes de diffusion translationnelle pour
représenter le mouvement des protéines désordonnées [92) 93]

Le modéle prenant en compte la dynamique de la chaine latérale MTSL

L’ajout d'une chaine latérale MTSL nécessite une réflexion sur la dynamique du sys-
teme, cette derniere est probablement hautement flexible, son orientation est seulement
contrainte par la chaine principale et les chaines latérales environnantes. Démontré par
Iwahara et al. [94], I'incorporation d"un modéle dynamique améliore nettement la repro-
duction de la distance dite effective entre 1’électron et le spin. Notre description, prenant
en compte la flexibilité de la chaine latérale MTSL, s’appuiera sur deux modeles dyna-
miques différents. Le premier modéle considére un ensemble de structures en échange
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représentant 1’état d’équilibre d"un systeme hautement flexible. Le second traduit la mo-
bilité de la chaine latérale MTSL de chaque structure. Nous ferons I’hypothese suivante :

Hypothése du modele de chaine MTSL

La dynamique du squelette de la chaine principale de la protéine s’effectue sur une
échelle de temps différente (plus lente) que celle de la chaine latérale MTSL. Elles
peuvent donc étre traitées statistiquement de maniére indépendante.

FIGURE 2.8 — Positions échantillonnées par 'électron non apparié de chaines latérales MTSL.
Deux structures arbitraires de la protéine a-Synucléine sont générées avec FLEXIBLE-MECCANO. Le sque-
lette en bleu et le radical libre en rouge. Les positions des tags paramagnétiques sont celles utilisées
expérimentalement, c’est a dire A18C, A76C, AgoC et A140C.

La réorientation de la chaine latérale MTSL s’effectuerait sur une échelle de temps
de l'ordre de la picoseconde (d'une dizaine a quelques centaines de picosecondes)
tandis que l'’échelle de temps définissant 1’échange ou l'interconversion des confor-
mations serait proche de la microseconde [g5]. Soulignons que les échelles de temps
définissant la réorganisation du squelette des protéines désordonnées, le repliement de
la chaine en structures secondaires transitoires sont des problématiques primordiales
du domaine. La mise en place d’expériences et de modéles permettant de déterminer
les temps caractéristiques des PIDs permettrait d’affiner les modeles existants [96} [93]].
Nous décrivons le mouvement de la chaine latérale MTSL a partir d"une base de don-
nées de rotameres déterminé par Sezer et al. [g7]. Nous échantillonnons 1’ensemble
des positions et retenons les conformations n’ayant pas d’encombrement stérique avec
les atomes de la chaine principale. La flexibilité de la chaine latérale est décrite figure[2.8}

Considérant un ensemble de conformation en échange rapide représentant 1'état dé-
plié, pour chaque conformation k, la contribution a la relaxation transversale en raison

de la présence d'un électron non apparié a proximité du résidu m, notée I’y ;,,, du

résidu i s’exprime comme [98] 66] :

2 H&eM"B 2
Coim = 5 (PSR )" S,(Se +1) [4](0) + 3] (cn) (2.43)
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ou g. est la facteur de Landé de l'électron, y; le magnéton de Bohr et S, le spin de
I’élection.

Utilisant une expression initialement développée pour la relaxation croisée homonu-
cléaire, la fonction de densité spectrale J traduisant l'interaction électron spin nucléaire
peut étre exprimée selon le modele libre, un parametre d’ordre dépendant a la fois de
la longueur et de l'orientation du vecteur électron spin est invoqué.

2 2
SH—eTR SH—eTE
14+ w2 1+ w?t2

J(w) = (rale)

ol S%I,e est le parametre d’ordre du vecteur électron spin, ry_, est la distance instan-
tanée électron-spin et les temps de corrélation sont données par les formules suivantes :

(2.44)

l:l—l—l et l:l%—l—l-l (2.45)

Tr Tc Ts Te Tc T T
ol Tc est le temps de corrélation global de la molécule, 75 est le temps de relaxation
électron spin et T; est le temps de corrélation du mouvement de 'électron par rapport

au spin nucléaire.

Le parametre d’ordre S%_, peut étre décomposé suivant sa composante radiale et sa
composante angulaire.

AT, o1 & |Yaum(8,9)]
R L I (240
m=—2 H—e
ou
2 —31\2/ —6\"1 2 At & 2
Srad:<ere> <ere> et Sang:? Z ‘<Y2,m(9/4))>‘ (2.47)
m=-—2

ou le couple (6, ¢) représente l'orientation du vecteur électron spin dans le repére
moléculaire. Ces équations permettent d’estimer la contribution de 1’électron non appa-
rié a la relaxation transverse pour une structure donnée. La contribution effective d"un
ensemble de N structures est donnée par la formule :

1 N
Toim =~ Y Tojim (2.48)
N =

Le ratio d’intensité du résidu i ou la chaine latérale MTSL est attachée au résidu m
est estimé par la formule :

|:Ipam:| calc B RZ’ie_rZ,i,mel’x

= =" 2.
Liia i Roi+Toim (2.49)

ol Ry; est la relaxation intrinseque du proton amide de 'acide aminé i, 7,,;, est le
temps de mélange de 10 ms pendant lequel la relaxation a lieu et I'y;,, est la contribu-
tion du centre paramagnétique a la relaxation.

CONCLUSION DU CHAPITRE

Les observables RMN se révelent adaptées a 1'étude des protéines désordonnées,
un des points essentiels a retenir concerne 1’échelle de temps définissant 1'interconver-
sion des structuresf} Ce phénomene est plus rapide que la microseconde ou plus lent

2. Comme en mentionnée en section les temps caractéristiques restent relatifs aux transitions struc-
turales, il est cependant possible d’émettre une hypothése sur 'ordre de grandeur de ces phénomenes.
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que la nanoseconde, par conséquent les protéines intrinsequement désordonnées sont
en échange rapide et nous observons un unique pic par résidu contenant l'information
moyennée sur I'ensemble des conformations. Cette supposition est valide pour les dé-
placements chimiques, les couplages dipolaires résiduels et scalaires. Des lors, 1’étape
suivante consiste a interpréter cette information, la solution retenue est un modele sta-
tistique de conformations explicite en échange traduisant le dynamique du systeme.
Nous allons donc au chapitre suivant présenter les prémices de I'approche.



LA DESCRIPTION PAR ENSEMBLE
APPLIQUEE AUX PROTEINES
DESORDONNEES

L’interprétation des données expérimentales des protéines intrinsequement désordon-
nées est un des problemes clés associés a ce champ de recherche. Ne pouvant pas
associer la fonction d"une protéine désordonnée a sa structure tridimensionnelle, le pa-
radigme de la biologie structurale a défaut d’étre obsolete a dti étre révisé. C’est sur
cet aspect que repose la majeure partie de mon travail de these, c’est a dire développer
une description moléculaire de 1’état désordonné compatible avec I’ensemble des me-
sures expérimentales disponibles. Nous présenterons dans un premier temps le modele
utilisé pour le traitement de nos données, ce modele statistique couramment appelé des-
cription par ensemble. Nous verrons quels ont été les premiers travaux effectués sur les
protéines désordonnées et en particulier le potentiel des générateurs statistique de struc-
tures a 1’état random-coil, nous présenterons ensuite d’autres modeles alternatifs. Dans
un dernier temps, nous insisterons sur les points essentiels abordés durant la these.






3.1

3.1. L'état déplié défini par un ensemble de structures en échange rapide

L'ETAT DEPLIE DEFINI PAR UN ENSEMBLE DE STRUCTURES EN ECHANGE
RAPIDE

Une description dite structurale des protéines désordonnées consiste a déterminer
les regles qui définissent le comportement de ces protéines en termes de probabilité
d’échantillonner telle ou telle conformation puis de corréler ces probabilités avec la fonc-
tion ou les fonctions de ces protéines. La description peut étre communément réalisée en
utilisant une description par ensemble explicite de structures en échange et a 1’équilibre.

La description par ensemble

La description par ensemble est une formulation d’un systeme physique out 1'en-
semble représente toutes les différentes configurations (ou états) accessibles et
les probabilités correspondantes d’échantillonner ces configurations. Le principal
avantage repose sur la possibilité d’associer un grand nombre d’états microscopiques
avec une grandeur macroscopique mesurable.

Dans notre cas, il s’agit de construire un nombre fini mais grand de structures qui ca-
ractérisent la plage d’états accessibles de ces protéines. Il est alors possible de comparer
la valeur moyenne des propriétés de chaque conformation & des mesures expérimen-
tales et d’en déduire des caractéristiques biophysiques. La formulation mathématique
d’un tel modele s’appuie sur une hypothese essentielle, I'hypothése d’ergodicité. Sur
un temps suffisamment long, chaque structure échantillonne I'ensemble des états ac-
cessibles i.e. des conformations possibles. Ainsi a I’équilibre, la mesure de 1’observable
moyenné sur chacune des conformations a un instant donné est égale a la mesure de
'observable d"une unique conformation moyennée pendant un temps important.

®) -
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FIGURE 3.1 — Paysage énergétique d'une protéine repliée et dépliée. Le paysage énergétique d'une
protéine repliée (a) est clairement défini par un minimum comparé a celui d'une protéine désordonnée (b).
Figure extraite de [99].

Une fagon similaire de représenter ces états consiste a considérer le diagramme éner-
gétique des protéines. Les protéines échantillonnent un nombre varié de conformations
durant leur temps de vie biologique a cause des fluctuations thermales. La probabilité
d’échantillonner telle ou telle conformation est déterminée par la topographie du pay-
sage énergétique associé. Les protéines repliées possédent un paysage énergétique ot il
existe un minimum bien défini (figure (a) ) tandis que les protéines désordonnées
possédent un paysage énergétique plat et par conséquent échantillonnent un grand
nombre d’états & température ambiante (figure [3.1{(b) ).
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3.2

3.2.1

LA DESCRIPTION PAR ENSEMBLE DE L'ETAT random-coil

La définition historique

Le terme random-coil fait directement référence a la physique des polymeres : c’est
une description de I'état d’un polymeére dans laquelle, en 1’absence d’interaction spé-
cifique, chaque sous unité du polymere, reliée entre elles, échantillonne aléatoirement
I'ensemble des directions de l'espace sans tenir compte des interactions stériques. Une
des premiéres descriptions statistiques basées sur les propriétés physiques des poly-
meres est le modele random-coil de Flory, calculant une fonction de distribution des
conformations. En dépit de son apparente simplicité, ce modele permet d’estimer la dis-
tance moyenne entre les extrémités[[|d'un polymere de longueur N, le rayon de giration
moyen ou la distribution des distances moyennes entre résidus. A titre d’exemple, le
rayon de giration d’un polymere décrit par la formule Flory s’écrit :

Rg = RoNY (3.1)

ou N est le nombre la longueur de la chaine peptidique, Ro est une constante et v
dépend du comportement structurel du polymere.

Considérant un polymere random-coil, v vaut théoriquement 0.6. La mesure d'un
ensemble de protéines dénaturées par diffraction aux petits angles par rayons X (SAXS)
a aboutit une valeur de v de 0.598 [100]. Les protéines désordonnées n’obéissent
pas forcément a cette loi, la dénaturation des protéines perturbe le comportement
conformationnel de nature a les rendre plus étendues. L'étude in-silico de 23 protéines
désordonnée combinée a des données SAXS prédit une valeur de v de 0.522 [zo1]. I
est important de prendre en compte les spécificités structurales de la protéine pour ce
type d’analyse. En effet, la présence de contact transitoire entre deux domaines de la
protéine réduira fortement la rayon de giration, a I'opposé la présence de structures
étendues de type feuillets § ou motifs Polyproline contribuera a augmenter le rayon de
giration de 'ensemble. Les protéines, bien que régies par des propriétés hautement plus
complexes qu'une chaine polymérique, peuvent étre étudiées en incluant des propriétés
biophysiques au sein du modéle. Dans ce cas, les sous-unités du polymere sont alors
des acides aminés ayant des caractéristiques spécifiques : charge, polarité, densité élec-
tronique. Nous présenterons dans la section suivante d’autres modeles plus élaborés
décrivant 1'état random-coil.

En biologie, le terme random-coil est historiquement utilisé pour désigner les pro-
téines n’ayant pas de structuration précise, c’est un terme antérieur a la formulation
protéines intrinsequement désordonnées. La structure d’une protéine repliée est un juste
équilibre entre les interactions locales ou a courte portée qui déterminent 1’échantillon-
nage conformationnel des acides aminés, les interactions a moyenne portée traduisant
le repliement de certaines régions en structures secondaires et les interactions a longue
portée définissant la structure tertiaire i.e. la forme globale de la protéine. Pour com-
prendre le degré de persistance de chacune de ces interactions, il est crucial d’étudier les
interactions a courte portée majoritairement présentes dans les protéines dites random-
coil. A 'issu de ce chapitre introductif, nous 1'utiliserons alors davantage pour désigner
la description statistique des protéines désordonnées développée au sein du groupe et
la base de données d’angles diedres associées.

1. end-to end-distance
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3.3. Inventaire des méthodes existantes pour décrire 1'état déplié.

Le modele statistique random-coil

Etant donné le trés grand nombre de degrés de liberté existant, définir 1’espace
conformationnel de ces protéines est particuliérement ardu et nécessite le recours a
des jeux de données expérimentaux afin de délimiter les propriétés structurales d’une
protéine donnée. La RMN est particulierement adaptée a la mesure des protéines
random-coil. Comme exposée précédemment, les parameétres RMIN sont moyennés dans
le temps et peuvent transcrire I'environnement chimique moyen ou la distance effective
entre deux atomes. L'interprétation des résultats, plus délicate, nécessite 'introduction
d’une description par ensemble de structures. Smith et al. [73] présente les premiers
travaux permettant de reproduire des données expérimentales de RMN de peptides ou
protéines random-coil.

La description par ensemble utilise une distribution d’angles diedres (¢,1) réalisée a
partir de structures cristallographiques en extrayant les angles spécifiquement a chaque
acide aminé. Les premieres bases de données considérent I’ensemble des angles diedres
présents dans les structures cristallographiques. Ils permettent d’identifier trois régions
de l'espace Ramachandran : la région correspond au hélice « nommée aR, la région
correspond au feuillet p nommée $ la région correspondant au hélice 310 nommée alL,
la région aR étant largement majoritaire en de la présence des nombreuses hélices pré-
sentes dans les protéines repliées [73]. A partir d’une base de donnée de 2020 structures
PDB présentée en figure nous pouvons évaluer l'évolution de la distribution des
angles (¢,9) en fonction de la présence ou non des structures secondaires. Les bases
de données les plus en accord avec les propriétés de I'état déplié ne prennent pas en
compte des structures secondaires hélices a et feuillets B, les boucles et les résidus
adjacents de ces structures [103} 102]. La distribution des angles diedres est ensuite
analysée par acide aminé, ces derniers échantillonnent telle ou telle région de 1’espace
Ramachandran avec une probabilité spécifique. Pour la plupart des acides aminés, les
régions de l'espace occupées sont relativement les mémes exception faite des Prolines
et des Glycines.

Afin de vérifier la validité des modeles, il est possible de comparer les parametres
RMN prédits et expérimentaux. S’appyuant sur 1'équation traduisant la dépendance
du couplage 3] en fonction de la distribution de 1’angle diédre ¢, Penkett et al. [106]
calcul la valeur du couplage 3] issu de leur modele statistique. Les auteurs mettent non
seulement en évidence la dépendance de la valeur des couplages 3] en fonction des
acides aminés (figure mais aussi celui des voisins : la distribution d’angles (¢,) est
influencée par les résidus précédents ou suivant ce dernier.

Ces études pionnieres du domaine mettent en perspective I'importance de ce champ
d’investigation. Ces protéines dites random-coil sont non seulement importantes pour la
compréhension de la physique des protéines mais se révelent fonctionnelles et associées
a de nombreux mécanismes biologiques importants : nous citerons la protéine Tau, la
kinase p21, la protéine Ap précurseur des plaques amyloides de la maladie d”Alzheimer.

INVENTAIRE DES METHODES EXISTANTES POUR DECRIRE L'ETAT DE-
PLIE.

La description par ensemble est maintenant communément admise comme un mé-
thode efficace pour décrire les protéines intrinsequement désordonnées. Un large panel
d’algorithmes et de logiciels sont apparus mais différent suivant le modele physique
envisagé. Nous distinguons majoritairement deux approches : les descriptions par
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FIGURE 3.2 — Influence des structures secondaires sur les bases de données random-coil.
(a) :Schéma d’un tripeptide AAA (Ace-(Ala)3-Nme), la position des angles (¢,) est indiquée, ci-dessous
la carte de Ramachandran comprenant la distribution d’angles diedres de 2020 structures. Les couleurs et
rectangles délimitent quatre régions : la région aR, la région aL, la végion B, la région PPII. Nous affichons
ensuite la distribution en terme de probabilité des angles diedres dans I'espace de Ramachandran (b) : Les
structures entieres sont incluses. (c) : Les structures secondaires hélices w et feuillets B sont retirés. (d) :
Les structures secondaires hélices w et feuillets B et les boucles sont retirés. (e) : Les structures secondaires
hélices w et feuillets B, les boucles et les résidus adjacents sont retirés. La figure est extraite de Jha et al.
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FIGURE 3.3 — Comparaison des couplages 3] expérimentaux avec ceux calculés pour une distri-
bution random-coil. Les données présentées sont une compilation des couplages extraits du lyzozyme
dénaturé et de la protéine Barnase [104]. Pour calculer théoriquement les valeurs des couplages 3], I'équa-
tion de Karplus (équation est appliquée a la base de données d’angles (¢p,¢) issue de Smith et al.
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ensemble sans contraintes et les descriptions par ensemble avec contraintes. Nous pré-
sentons maintenant une liste non exhaustive des méthodes développées pour chacune
de ces descriptions.

La description statistique random-coil

La description statistique random-coil présentée précédemment peut étre implémen-
tée avec logiciels exploitant une base de données d’angles diedres (¢,i) pour générer
des ensembles de structures représentant 1'état désordonnée. La difficulté essentielle
de cette étape consiste a obtenir le paysage énergétique le plus étendu possible, les
conformations générées doivent échantillonner le maximum d’états possibles. Ces gé-
nérateurs de structures random-coil se sont révélés bien adaptés a cette problématique et
peuvent créer tres rapidement des ensembles de structures sur lesquels nous calculons
les parametres RMN afin de les comparer aux données expérimentales. Nous citons a
titre d’exemple les logiciels TraDES [107] ou FLEXIBLE-MECCANO [108, [109] qui génerent
des ensembles de structures a partir d'une base de donnée d’angles dieédres en tenant
compte des contraintes stériques entre atomes. Aucune autre hypothése ou biais n’est
inclus dans le calcul de structures.

La dynamique moléculaire sans contrainte.

Une approche standard impliquant une description explicite de la structure des
protéines est bien évidemment la dynamique moléculaire. Cette méthode utilisée pour
étudier les protéines repliées peut s’appliquer sous certaines conditions aux protéines
désordonnées. Les protéines désordonnées étant particulierement en contact avec le
solvant, ainsi il est crucial de simuler correctement l'interactions avec les molécules
d’eau. Le second point essentiel concerne le choix du champ de force, ce dernier doit
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étre en adéquation avec les caractéristiques biophysiques des protéines désordonnées et
permettre des repliements transitoires et des contacts a longue-portée tout en incluant
un régime random-coil. Lindorff-Larsen et al. [110] ont dernierement appliqué un nou-
veau protocole a la protéine Acyl-CoA-binding protein (ACBP) dénaturée en considérant
la protéine dans une boite de 23569 molécules d’eau en équilibre avec 19 ions chlorure.
Le champ de force CHARMMD?22 et le modele TIP3P ont été respectivement appliqués a
la protéine ACBP dénaturée et au solvant.
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FIGURE 3.4 — Repliements transitoires des hélices de la protéine ACBP dénaturée. (a) Evolution au
cours de la simulation de la propension au repliement en hélice en fonction de la position dans le séquence.
Un gradient de couleur (niveau de gris) permet d’estimer la fraction de structuration. (b) Moyenne sur la
durée de la simulation de la structuration en hélice (en noir), estimation, issue de données expérimentales,
de la propension en structures hélicoidales de la protéine (en rouge). Les cadres en gris représentent la
position des hélices lorsque la protéine est repliée. Figure extraite de Lindorff-Larsen et al. [T10].

Les auteurs ont choisi délibérément de ne pas inclure de contraintes, 1’objectif étant
de valider le champ de force utilisé. Ils ont pu observer le repliement et dépliement des
hélices présentes dans la forme native (figure et calculer des valeurs de relaxation
I5N en accord avec des données expérimentales.

Deux mécanismes associés au champ de force sont difficiles a maitriser en dyna-
mique moléculaire et sont souvent formulés en sa défaveur. D'une part, 1'utilisation
d'un champ de force restreint considérablement le paysage énergétique accessible par
la protéine a l'opposé d’une description par ensemble classique ot les conformations
accedent a I’ensemble des états possibles, il est ainsi difficile d’obtenir des transitions
structurales importantes entre conformations. De 'autre, la comparaison des structures
simulées avec celles issues d'un modele random-coil aboutissent généralement a une
surestimation de 1’échantillonnage de la région hélicoidale.

Le modeéle Meta-Structure

L’approche Meta-Structure est un modele topologique considérant la protéine
comme un réseau artificiel décrit par des noeuds et de chemins, les noeuds étant
les résidus, les chemins traduisant les interactions entre noeuds. Ce modele présume
I'existence de propriétés définissant le voisinage de chaque noeud [111]. L'approche
Meta-Structure prend le contre-pied des descriptions par ensembles statistiques : ces
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dernieres supposent 'existence d’ordre local au niveau du résidu et utilisent donc la
distribution d’angles diedres de protéines repliées pour prédire le comportement des
protéines dépliées tandis que 1'approche Méta-Structure suppose 'existence d’ordre a
moyenne ou longue portée entre les résidus et traduit plutdt 1’hydrophobicité ou la
charge des résidus. Le modele est alors défini en cartographiant les interactions pré-
sentes dans un jeu de protéines repliées. Ainsi deux résidus sont voisins si la distance
les séparant est inférieure a 8A, la distance étant arbitraire. La topologie 6 entre deux
noyaux A et B est défini par deux points : le plus court chemin entre ces deux noyaux
et 'espacement /4p en résidu dans la séquence. La topologique complete est alors
statistiquement évaluée en appliquant ce modéle a un ensemble de structures cristallo-
graphiques repliées. En résulte des fonctions de distribution définit par les parametres
suivant : p(6, A, B, I4p).
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FIGURE 3.5 — Ordre résiduel prédit par le modele Meta-Structure. Comparaison de la prédiction de
structures secondaires issue du modele Meta-Structure avec les valeurs expérimentales correspondent pour
deux protéines intrinséquement désordonnées (a) : CTD-ICIn et (b) : Osteopontin . Les valeurs positives
et négatives indiquent respectivement de la structuration en hélice w et en feuillet B (figure extraite de
Konrat [171]]).

Il est alors possible en utilisant uniquement la séquence primaire d’une protéine et
ces fonctions de distribution de prédire les parametres suivants : la distance effective
entre deux atomes, la compacité , la présence de structures secondaires (figure3.5) [111].

Les descriptions par ensembles sous contraintes.

Il existe différentes méthodes de description par ensemble sous contraintes, elles se
situent dans la continuité des approches présentées précédemment. L'objet est de carac-
tériser au mieux 1'état déplié des protéines désordonnées : apres avoir généré un vaste
ensemble de structures par dynamique moléculaire ou avec un générateur statistique
random-coil, il s’agit ensuite de sélectionner un sous-ensemble de structures minimisant
la différence entre les données simulées et les données expérimentales permettant ainsi
de capturer les caractéristiques biophysiques de 1’ensemble telles que les dimensions
globales de la protéines [112], la présence de contact a longue portée [113], [114], la
présence de structures secondaires transitoires [115] ou méme encore 1’échantillonnage
local de chaque résidu ([zog]]). Ce probleme d’analyse multivariée est délicat, nous
sommes en présence d'un systéme possédant un nombre de degrés de liberté tres élevés
qui est contraint par des données RMN ou de diffraction aux petits angles par rayons
X (SAXS) peu nombreuses. Ces contraintes sont appliquées soit par l'intermédiaire
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d"un champ de force [116], soit en utilisant des algorithmes génétiques sélectionnant les
meilleures structures en accord ou soit encore en pesant le poids des structures utilisées
dans une approche bayésienne [117]. Ces méthodes ont été appliquées avec succés
avec d’autres algorithmes combinant données RMN et SAXS [118} 119]. Des consensus
semblent maintenant se dessiner concernant le traitement et la validation des approches
comme en témoignent ces revues [99) 120} [121].

L'interprétation des données RMN ou SAXS des protéines désordonnées est un défi
scientifique nécessitant des connaissances en mathématiques, physiques. Cette rapide
présentation des méthodes n’est évidemment pas exhaustive et ne permet pas d’as-
similer la complexité des problemes rencontrés lors du traitement des données. C’est
pourquoi nous présenterons au paragraphe suivant les grandes lignes a approfondir
concernant le fonctionnement de la description par ensemble sous contraintes.

AVANT-PROPOS, REFLEXION

La construction d’ensemble de structures représentant 1’état désordonné est sujette
a de nombreuses incompréhensions. Le premier point concerne le modeéle, nous devons
abandonner la vision classique de la biologie structurale consistant a associer 1'état
d’une protéine a une structure unique. Nous passons ainsi d’'un modele comprenant
une représentation visuellement accessible a un modele statistique.

La plupart des logiciels créant des ensembles s’appuient sur la génération de struc-
tures en format PDB, I'ensemble de ces conformations représentant I’ensemble des
états accessibles de la protéine désordonnée. Pour autant l'utilisation de structures
PDB n’est pas une condition nécessaire a la description par ensemble. L'utilisation de
format PDB facilite tout de méme le travail computationnel, notamment pour calculer
les parametres RMN les plus courants comme les CDRs, les déplacements chimiques,
les PREs et les couplages 2]. Ils servent aussi a vérifier visuellement les configurations
des conformations échantillonnées.

Nous sommes confrontés au paradoxe suivant : d'un coté, la détermination d'un
ensemble de conformations en accord avec les valeurs expérimentales ne garantit pas
I'existence physique des conformations, la vision considérant ces structures en échange
reste réductrice de la problématique. Les échelles de temps régissant 1'interconversion
des structures étant probablement plus rapide que la mesure des parametres RMN, nous
ne pouvons trancher sur l'existe réelle de conformation fixe représentant 1'état désor-
donné. Il est relativement désuet de représenter 1’état déplié en tragant un ensemble
des structures dans l'espace réel (x,y,z), une représentation montrant la distribution des
angles diedres dans 1’espace Ramachandran est plus appropriée. En d’autres termes,
un ensemble de structures PDB est juste une représentation discrete de l'état déplié,
les probabilités de distributions des parametres physiques sont le meilleur moyen de
présenter leurs caractéristiques.

La description par ensemble explicite est une représentation statistique de 1’état
déplié, il est congu d'un grand nombre de conformations supposées en échange a
I'équilibre. La sélection de sous-ensembles requiert la définition ou du moins une
réflexion sur le nombre de structures nécessaires pour décrire I'état déplié. A priori,
le degré de désordre est corrélé avec le nombre de conformations nécessaires pour
atteindre 1'équilibre statistique et représenter correctement 1’état déplié. Une protéine
completement dépliée nécessite plus de conformations qu'une protéine transitoirement
repliée, de méme une protéine de 400 résidus nécessite plus de conformations qu’un
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peptide de 10 résidus. Il est aussi possible de peser le poids des conformations pré-
sentes pendant la sélection. Ce choix est principalement méthodologique et n’engage
pas "approche considérée, qui nécessite juste alors N parametres de plus.

La détermination d'un sous-ensemble de structures est un probléme d’analyse
quantitative multivariée. Comme précédemment exposé nous sommes en présence d'un
systéme présentant un nombre de degrés de liberté impressionnant et nous ne dispo-
sons que de mesures expérimentales restreintes. Il est ainsi particulierement difficile
de déterminer une seule solution a ce probleme. L'utilisation méme de données RMN
ou SAXS ne permet pas de déterminer sans ambiguité des ensembles en accord avec
les données expérimentales. Il faut donc évoluer prudemment lors des protocoles de
sélections, la dégénérescence des solutions est a priori inévitable sans la combinaison
des différents parametres.

Les questions fondamentales

Nous mettons maintenant en avant différentes questions ou probléemes que nous
nous efforcerons de mentionner ou résoudre dans les chapitres suivants :

- Point 1 : I'accord avec les données expérimentales ne garantit pas le sens physique
de I’ensemble en sens ensemble respectant une distribution de Boltzmann

- Point 2 : le nombre de degrés de liberté d'un tel systeme est tres important com-
parativement aux nombres de données disponibles pour caractériser de tel systeme

- Point 3 : il n’existe pas de solution unique en accord avec les données expérimen-
tales

- Point 4 : quel nombre de structures devons-nous utiliser dans une description par
ensemble ?

CONCLUSION DU CHAPITRE

Durant ces trois chapitres, nous avons introduit les concepts et outils fondamentaux
pour comprendre et étudier les protéines désordonnées. Ce manuscrit propose ainsi
d’expliquer comment en combinant la résonance magnétique nucléaire avec des outils
numériques il est possible d’obtenir une description moléculaire de l'état déplié. La
solution retenue pour décrire la dynamique des protéines désordonnées est de recourir
a un modele statistique appelé la description par ensemble explicite de structures, dé-
crivant 'ensemble des états accessibles. En continuité, le chapitre suivant présentera les
réalisations du groupe Flexibilité et Dynamique des Protéines et notamment le modele
choisi pour les travaux de these.






LA DESCRIPTION PAR ENSEMBLE :
PRESENTATION ET APPLICATION A LA
PROTEINE UBIQUITINE DENATUREE
DANS L'UREE

CE chapitre englobe les travaux réalisés au sein de I'équipe en amont de la these. Il
se divise en deux parties, 'une concerne la présentation de la description par en-
semble, la seconde concerne l'application de cette méthode pour caractériser la protéine
Ubiquitine dénaturée dans 1'urée a 8M en combinant la description par ensemble sous
contraintes avec les couplages dipolaires résiduels.

Courant des années 2000, de nombreuses questions sont adressées a la commu-
nauté scientifique pointant du doigt la nécessité de développer des méthodes et outils
physiques pour caractériser les protéines intrinsequement désordonnées [122]. Deux
aspects doivent étre mis en place : de nouvelles méthodes expérimentales adaptées
a la dynamique des protéines intrinsequement désordonnées sont a développer mais
aussi des outils d’analyse et de traitement des données. En effet, 'abandon de la
représentation des protéines par une unique structure a nettement complexifié la
compréhension des mécanismes biologiques associées aux protéines intrinsequement
désordonnées et constitue un défi a relever. La description par ensemble explicite de
structures présentées au chapitre précédent (en section [3) se trouva un modeéle viable
pour analyser le comportement des protéines désordonnées. C’est dans cette optique
que le logiciel FLEXIBLE-MECCANO a été développé par le groupe Flexibilité et Dyna-
mique des protéines. Nous aborderons donc le fonctionnement de cet algorithme et
les applications et perspectives qui en ont découlé. Ces travaux se sont concrétisés par
plusieurs publications combinant le modele développé et les parameétres RMN et SAXS
[123) 108, [127] 112].

Une deuxiéme étape fut la mise en place d'une approche plus quantitative, il
s’agissait d’exploiter la diversité des structures composant les ensembles générés par
le logiciel FLEXIBLE-MECCANO pour sélectionner des sous-ensembles de structures les
plus en adéquation possible avec les données expérimentales et ainsi caractériser au
mieux les régles et spécificités régissant le comportement des protéines désordonnées.
La fonction guidant la sélection cherche alors uniquement a minimiser la différence
entre les données expérimentales et les données simulées en choisissant les structures
les plus appropriées. Ce probleme d’optimisation, a priori trivial, nécessita 1'implé-
mentation d’un algorithme génétique : ASTEROIDS pour A Selection Tool for Ensemble
Representations of Intrinsically Disordered States, la mise en place d’outils spécifiques
pour calculer des couplages dipolaires résiduels et de nombreux tests pour valider la
consistance de I'approche. Nous avons finalement mis au point une méthode combinant
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FLEXIBLE-MECCANO et ASTEROIDS permettant de sélectionner des ensembles de struc-
tures représentatifs de 1'état déplié en utilisant les CDRs. Nous allons donc présenter
les étapes fondamentales de la description par ensemble sous contraintes et répondre
aux questions précédemment évoquées concernant le nombre de structures a utiliser ou
la dégénérescence des solutions. Les tests présentés serviront de gages de qualité de la
description et seront continuellement repris et appliqués dans les chapitres suivants sur
d’autres systemes.



4.1

4.1.1

4.1. La description de 1’état random-coil

LA DESCRIPTION DE L'ETAT random-coil

Présentation du logiciel Flexible-Meccano

La description par ensemble explicite consiste a créer un ensemble de conforma-
tions[[] dites en échange rapide a 1'équilibre qui reproduisent en moyenne les données
expérimentales. Nous cherchons a échantillonner I'ensemble du paysage énergétique
d’une protéine donnée puis nous comparons les prédictions aux données expérimen-

tales afin de valider ou non le modele proposé.

L’algorithme FLEx1BLE-MEccANO développé en 2005 par Bernadé et al. [123] est un
générateur de structures respectant les conditions dites random-coil, c’est a dire n’ayant
pas d’ordre résiduel. Ce modele statistique ne cherche donc pas & déterminer le mini-
mum de I"espace conformationnel qui serait en accord avec les données expérimentales
mais propose simplement une description de 1’état déplié des protéines désordonnées.
La présence d’ordre, transitoire ou non, au sein de ces protéines n’est donc pas initiale-
ment pris en compte dans la description. Les structures générées constituant I’ensemble
sont créées selon deux regles :

1 Une base de données d’angles diedres (¢,1), spécifique a chaque acide aminé, a été
congue a partir de structures cristallographiques a haute résolution obtenues par
diffraction X en retirant préalablement toutes les régions repliées de ces protéines :
hélices w, feuillets B (figure [4.1). L'algorithme construit la protéine de la région
C-terminale a la région N-terminale. Pour cela il oriente successivement les plans
peptidiques de chaque résidu en sélectionnant aléatoirement un couple d’angles
diedres (¢,1) dans la base de données. Il réitere cette opération indépendamment
pour chaque structure de maniére a générer 1'ensemble.

2 Un test d’exclusion stérique est introduit a chaque ajout d’un plan peptidique afin
de prendre en compte l'influence de la chaine principale et des chaines latérales,
le modele d’exclusion stérique est réalisé avec une sphere localisée sur le carbone
13CF de chaque résidu. Le rayon est différent suivant 'acide aminé considéré pour
tenir compte du volume de la chaine latérale.

random-coil ou la base de données standard de Flexible-Meccano

Par définition, nous nommerons par la suite les valeurs ou les ensembles congus
a partir de la base de données standard de FLEXIBLE-MECCANO les valeurs ou les
ensembles random-coil.

Nous calculons alors pour chaque structure les paramétres RMN ou SAXS associés
et nous moyennons ensuite linéairement ces parametres sur 1’ensemble des structures
et ceci spécifiquement pour chaque acide aminé :

- La méthode de calcul des couplages dipolaires résiduels est implémentée a partir
des travaux de Berlin et al. [125] en estimant l’alignement stérique de la protéine
[182].

- Le calcul de la relaxation paramagnétique est présenté en section Le temps
de corrélation global vaut 5 ns et le temps de corrélation interne vaut 500 ps. Le

1. Nous utiliserons indifféremment le terme structure ou conformation pour désigner les individus
constituant les ensembles.
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profil d'intensité I/ Iy est extrait de la formule

- Le calcul des déplacements chimiques sera effectué avec le logiciel SPARTA [126] ou
SPARTA+ [127] qui seront présentés au chapitre |5} Ils nécessitent ’ajout préalable
des chaines latérales avec le logiciel Scomp [128]. Les déplacements chimiques
secondaires sont calculés a partir de la base de donnée refDB [[70].

- Le couplage ®] est calculé a partir de la relation de Karplus [126].
- Le profil d’intensité SAXS est calculé avec le logiciel CrysoL [129].

Afin de valider la description statistique présentée, nous comparons les valeurs
prédites aux valeurs expérimentales. Ce modele a été testé sur différents systemes et
permet de reproduire relativement bien I'ensemble des données RMN ou SAXS dispo-
nibles. Les publications de Bernad¢ et al. [108], [112] montre la concordance du modele
avec les données RMN et les données SAXS.

De nouveaux jeux expérimentaux sont comparés avec les parametres RMN prédits
sur les pages suivantes avec dans l'ordre : la partie N-terminale Nj,;; de la nucléopro-
téine N du virus de la rougeole (en figure [4.2), la région d’appariement de la protéine
Tau au microtubulee nommée K18 (en figure [4.3), la partie centrale de la protéine Tau
nommeée K32 (en figure [4.4), la protéine ACBP pour Acyl-CoA-binding protein (en figure
et la protéine ACTR pour activator for thyroid hormone and retinoid receptor (en figure
. Pour chacune, la présence de structures transitoires potentielles ou provenant
de la forme native est indiquée dans la partie supérieure de la figure. Les ensembles
sont générés avec FLEXIBLE-MECCANO, les parametres RMN sont calculés sur chaque
conformation puis moyennés sur 'ensemble. Le calcul des parameétres RMN est effectué
suivant le paragraphe précedent.
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FIGURE 4.2 — Comparaison d'une simulation random-coil aux données expérimentales de Ni,j;.
Nous générons avec FLEXIBLE-MEccANO un ensemble de 100000 structures sur lequel est calculé et
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Les données expérimentales sont en rouge.
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FIGURE 4.3 — Comparaison d'une simulation random-coil aux données expérimentales de K18.
Nous générons avec FLEXIBLE-MEccANO un ensemble de 100000 structures sur lequel est calculé et
moyenné les CDRs Dy et les valeurs de relaxation paramagnétique des cystéines : A260C, 291C, 322C,
A354C (noir). Les données expérimentales sont en rouge.
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FIGURE 4.4 — Comparaison d'une simulation random-coil aux données expérimentales de K32.
Nous générons avec FLEXIBLE-MECCANO un ensemble de 150000 structures sur lequel est calculé et
moyenné les CDRs Dyp, Dcage, Deorggn et Dy e (noir). Les données expérimentales sont en rouge.
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FIGURE 4.5 — Comparaison d’une simulation random-coil aux données expérimentales de ACBP.
Nous générons avec FLEXIBLE-MEccANO un ensemble de 100000 structures sur lequel est calculé et
moyenné les CDRs Dy et les valeurs de relaxation paramagnétique des cystéines : A17C, A36C, A46C,
A65C (noir). Les données expérimentales sont en rouge.
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FIGURE 4.6 — Comparaison d'une simulation random-coil aux données expérimentales de ACTR.
Nous générons avec FLEXIBLE-MEccANO un ensemble de 100000 structures sur lequel est calculé et
moyenné les CDRs Dy et les valeurs de relaxation paramagnétique des cystéines : A4C, A21C, A41C,
A61C (noir). Les données expérimentales sont en rouge.
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Convergence et nombre de structures

Une des questions clés de la description par ensemble est le nombre de structures
nécessaires pour décrire 1’état déplié. En pratique, nous n’abordons pas distinctement
cette question sous cet angle mais nous observons le nombre de structures assurant la
convergence des parametres biophysiques et des parametres RMN issus de ce modele
statistique.

Du point de vue de I’échantillonnage, le nombre de degrés de liberté est tel que
toutes les combinaisons d’angles (¢,i) ne peuvent étre calculées pour une protéine
donnée. Par exemple, considérant 3 couples d’angles diédres différents par acide aminé
pour une protéine de 100 acides aminés, nous obtenons a la limite supérieure 3'%
possibilités de structures différentes. Si I'on considere la taille de la base de données
de FLEXIBLE-MECCANO dénombrant en moyenne 1000 couples (¢,1) par acide aminé, le
temps de calcul de I'ensemble des conformations serait astronomique. Dans ces condi-
tions, comment pouvons-nous définir le nombre de structures nécessaires et suffisantes
pouvant représenter les caractéristiques biophysiques et les différents parametres RMN
de I'ensemble ? Nous nous réfererons a la définition suivante :

Le nombre de structures nécessaires

Un ensemble de structures en échange rapide posséde un nombre nécessaire et
suffisant de structures lorsque l'ajout d’une nouvelle structure ne modifie pas
significativement la valeur du parameétre calculé sur I'ensemble des structures. Ainsi,
le nombre de structures est fixé par la convergence du parametre calculé. Ce résultat
est explicité pour les CDRs en figure

En pratique, nous calculons des ensembles de différentes tailles, et nous définissons
une plage de structures a partir de laquelle la valeur du parametre calculé a convergé.
Au-dela de cette plage, 'ensemble reste statistiquement valable mais requiert un
cotit computationnel plus important.

En d’autres termes, le nombre de structures est fixé a la fois par les caractéristiques
physiques de la protéine et par la convergence du parametre calculé, il n’existe donc pas
de regle précise définissant le nombre de structures nécessaires pour représenter 1'état
déplié. Pour un parametre RMN donné, ce nombre dépend fortement de la longueur
de la protéine, de la présence ou non d’un échantillonnage local spécifique ou d’ordre
résiduel. Plus le degré de liberté de la protéine est important, plus il faudra de structures
dans I'ensemble pour atteindre 1’équilibre statistique.

Les avantages de la description random-coil
Un modele simple et prédictif

Le principal avantage du modele random-coil est sa relative simplicité, il n’inclut
qu'un nombre limité d’hypotheses par opposition aux calculs de dynamique molécu-
laire. Nous distinguons de plus deux atouts majeurs :

- La comparaison des données simulées avec les valeurs expérimentales permet
dans un premier temps de valider le modele mais aussi de détecter la présence
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d’ordre local. Les différences entre données simulées et données expérimentales
traduisent la présence d’ordre résiduel n’ayant pas été pris en compte dans la
description statistiquef] Cet ordre peut étre une structure secondaire transitoire
de type hélice «, feuillet B, boucle, un contact transitoire entre deux régions de la
protéine.

- En spécifiant un échantillonnage spécifique, nous pouvons alors étudier la dé-
pendance et la sensibilité des parametres RMN en fonction de 'échantillonnage
local. En étudiant le profil des CDRs, il a été possible d’identifier et de quantifier
le niveau de structure secondaire au sein de plusieurs protéines [74, [130]. Nous
avons aussi par ailleurs mis en évidence la dépendance des couplages dipolaires
résiduels vis-a-vis des interactions transitoires a longue portée [131} [T13].

Biais et ordre résiduel

Afin d’étudier plus quantitativement I’échantillonnage des protéines, il est possible
d’introduire un biais dans 1’échantillonnage statistique utilisé par FLEXIBLE-
MEeccano. A titre d’exemple, un biais consiste a échantillonner spécifiquement
une région de l'espace de Ramachandran sur un ou plusieurs acides aminés afin
d’introduire de 'ordre résiduel.

Une application concreéte

Considérons le probleme suivant extrait des publications de Jensen et al. [130] et
Jensen et al. [132] : la protéine Ny,;; présenté en figurepossédent une structuration en
hélice entre les résidus 480 et 510, afin de caractériser quantitativement la propension de
la protéine a échantillonner la région hélicoidale nous devons déterminer un ensemble
en accord avec les données expérimentales. Pour cela une solution consiste a créer
non pas un mais plusieurs ensembles possédant des caractéristiques physiques variées
(présence d’une hélice de longueur n, de propension 100%, en position x). Calculant
pour chaque cas les parametres RMN correspondants, il suffit de choisir et peser les
ensembles reproduisant au mieux les données pour déterminer les caractéristiques du

systeme.

La résolution de ce probleme nécessite la création d’'un nombre exhaustif d’en-
sembles représentant I'étendue des solutions. Il a ainsi été possible de quantifier le
niveau de structures secondaires présent entre les résidus 480 et 510 de la région N-
terminale de la nucléoprotéine N du virus Sendai [130] et du virus de la Rougeole [132].
Ce dernier cas, présenté en figure [4.7] sera étudié de nouveau au chapitre suivant (en

section [5.3.2).

L’'introduction de biais pour améliorer la reproduction des données n’est cependant
pas généralisable d'un point de vue pratique a 1’'étude d’une protéine compléte en
raison du nombre de cas a envisager. En effet, une telle description bien que physique-
ment réaliste serait d"une part peu convéniente et d’autre part risquerait de mener dans
certains cas l'utilisateur a des solutions précongues ou mal appropriées par méconnais-
sance de la protéine. Il est donc nécessaire d’envisager une approche complémentaire a
la description random-coil.

2. Se référer a titre d’exemple aux figures @ @ et
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FIGURE 4.7 — Caractérisation des hélices « de la protéine N,,;;. Quatre hélices différentes sont néces-
saires pour reproduire correctement les données. Elles sont précédées d’une Sérine ou d'un Acide aspartique
servant 4 stabiliser I'hélice par des interactions N-capping. La figure est extraite de Jensen et al. [732]].

LA SELECTION DE SOUS-ENSEMBLES

Un probleme d’optimisation

La comparaison des données expérimentales avec les données prédites issues de
FLEXIBLE-MECCANO n’est parfois pas suffisante pour définir correctement le paysage
énergétique des PIDs. Une solution appropriée consiste a contraindre 1’ensemble de
structures a partir des données RMN. Par contraindre, nous entendons sélectionner le
ou les meilleurs sous-ensembles de structures en accord avec les données expérimen-
tales. Nous ne modifions cependant pas la valeur des angles diedres présents dans
I'ensemble mais souhaitons obtenir la distribution reproduisant au mieux les données
expérimentales. Cette nuance est de toute importance, la distribution résultante sera

donc toujours issue de la base de données standard de FLEXIBLE-MECCANO.

Nous disposons d’un nombre de données expérimentales limitées qui sera toujours
nettement inférieur aux degrés de liberté des ensembles, la solution est donc fortement
dégénérée c’est-a-dire qu’il n’existera pas de solution unique ou parfaite a ce probléme.
Nous sommes confrontés a un probleme d’optimisationf} nous devons déterminer la ou
les meilleures solutions en adéquation avec nos données. Une réponse adéquate repose
sur l'utilisation d’algorithmes génétiques qui sont adaptés au probleme d’optimisation
a N variables. Leur efficacité réside d’ailleurs lorsque 1'espace de recherche est grand.

L'algorithme génétique ASTEROIDS

ASTEROIDS est un algorithme génétique développé au laboratoire[f] spécialement
congu pour sélectionner des sous-ensembles de structures en accord avec des jeux de
données RMN ou SAXS. La fonction d’évaluation des sous-ensembles sélectionnés est
le x? traduisant la reproductivité des données définit par :

3. Nous pouvons aussi parler de probleme d’analyse quantitative multivariée.
4. ASTEROIDS a initialement été écrit par Gabrielle Nodet puis complété par Loic Salmon de maniére a
intégrer I’ensemble des parametres RMN.
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4.2.3

Xle}imu o X?xp 2

X = Z TZ (4.1)

i
N ex . o) . 2 N
ot X;'¥ et X¢7I¢ sont respectivement la valeur expérimentale et simulée du parametre
X de l'acide aminé i avec o; l’erreur sur la mesure.

Cette fonction peut étre complexifiée en incorporant différents parametres, la prise
en compte du poids relatif des données est alors un point crucial.

2 2

xsimu _ x P ysimu _ ye*p
2 i i i i
X = — ] + | +.. (4.2)
oit Y7 et YS! sont respectivement la valeur expérimentale et simulée du para-

metre Y de 1’acide aminé i et oy ; I'erreur respective .

L'algorithme dispose de I solutions (nommé individu) générées aléatoirement,
chaque individu est constitué de n structures de I'ensemble pool. L'algorithme doit trier
les structures de maniere a déterminer 1'individu I qui reproduit aux mieux les données
cibles. L'algorithme tend itérativement vers la meilleure solution en suivant trois regles
d’évolution :

0 Nous générons préalablement avec FLEXIBLE-MECCANOP| un ensemble de struc-
tures random-coil ou pool.

1 La génération aléatoire de solution : I individus sont aléatoirement créés en sélec-
tionnant a chaque fois n structures du pool.

2 Le croisement : les individus de 1’étape précédente sont associés par couples, il y a
donc I/2 couples. Chaque couple donne alors deux solutions filles par croisement
des populations.

3 Les mutations : cela consiste a substituer 1% des structures des individus (ou du
moins une structure). Nous différencions les mutations internes et externes sui-
vant l'utilisation o1 non des structures de 1'étape précédente. Le taux de mutation
est résolument faible pour conserver le principe de sélection et d’évolution de
l'algorithme.

Durant la procédure d’évolution, il est impossible d’obtenir deux fois le méme
individu, d’autre part chaque individu ne peut contenir deux fois la méme structure.

Apres chaque évolution, nous avons alors 51 individus qui sont triés par tournoi,
la fonction d’évaluation étant le x? définit précédemment. Le nombre de survivants au
processus de sélection est réduit progressivement pour éviter toute convergence dans
un minimum local.

Les deux tests de validation fondamentaux

Pour chaque jeu de donnée ou protéine concernée, il est nécessaire de tester la
sensibilité de 1’algorithme et la consistance de l'approche envisagée. Pour cela nous

5. L'exemple n’est pas restrictif a FLEXIBLE-MECCANO, des structures provenant de dynamique molécu-
laire peuvent évidemment étre utilisées a condition de calculer pour chacune les parametres RMN corres-
p P P
pondants.
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effectuerons pour chaque cas les deux tests suivants :

Le test in-silico

Le test in-silico, présenté en figure a pour objectif d’évaluer les capacités et la
sensibilité de 'algorithme aux parametres RMN et biophysiques considérées. Il est
réalisé avec des données in-silico nommées aussi données synthétiques. Il précédera
toujours la validation croisée.

1 Nous créons avec FLEXIBLE-MECCANO un ensemble nommé cible ayant des carac-
téristiques biophysiques spécifiques (contact, structure résiduelle)

2 Nous calculons les jeux de données correspondants dites données cibles ou don-
nées de références.

3 Nous créons un pool random-coil.

4 Nous sélections avec ASTEROIDS un sous-ensemble de structures issu du pool qui
reproduisent en moyenne les données cibles.

5 Nous comparons les données et les caractéristiques biophysiques du sous-
ensemble obtenu avec celles de 'ensemble cible. La reproduction des données
est assurée tandis que la reproduction des caractéristiques biophysiques est nette-
ment plus délicate.

Le test in silico 5) Comparaison entre

lensemble issu de la sélection

avec lensemble cible
1) Création dun ensemble cible 4) Ensemble issus de la séléction
ou ensemble de référence avec ASTEROIDS

\ !

3) Construction dun ensemble de
conformations standards
(random-coil)

2] Calcul des données
synthétiques ou données cibles

FIGURE 4.8 — Protocole du test in-silico. Le protocole se déroule en cing étapes : 1) Création d'un
ensemble de référence 2) Calcul des parameétres correspondants qui serviront de cible, 3) Création d'un
ensemble random-coil, 4) Sélection avec ASTEROIDS d'un sous-ensemble en accord avec les données, 5)
Comparaison des données et des caractéristiques de I'ensemble sélectionné avec I'ensemble de référence.
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4.3.1

La validation croisée

La validation croisée présentée en figure |4.9| est uniquement réalisée avec des don-
nées expérimentales. Ce test a pour objectif d’évaluer la consistance de 'approche
envisagée et est d'une maniere générale un gage de qualité.

1 Partants d'un ou plusieurs jeux de données expérimentales, nous excluons un
pourcentage des données. Il est possible d’exclure une partie des données d'un
méme parametre RMN ou au contraire d'un autre parameétre RMN pour étudier
lI'interdépendance de ces derniers.

2 Nous créons un pool random-coil.

3 Nous sélections avec ASTEROIDS un sous-ensemble de structures issu du pool qui
reproduit les données expérimentales.

4 Nous comparons les données expérimentales exclues avec les valeurs prédites
issues de la sélection. De plus, nous comparons les parametres biophysiques ob-
tenus a l'issu de la validation croisée a ceux obtenus pour une sélection ot toutes
les données sont incluses. Si les caractéristiques sont similaires, nous disposons
alors d'un nombre suffisant de données pour caractériser le systéeme.

La validation 4) Comparaison entre les
croisee données exclues et celles
prédites issues de la sélection

1) Exclusion dune partie des 3) Ensemnble issus de la séléction
données expérimentales avec ASTEROIDS

I_) [ Données passives J

2) Construction d'un ensemble de
conformations standards
[— Données actives J (random-coil)

FIGURE 4.9 — Protocole de la validation croisée. Le protocole se déroule en quatre étapes : 1) Exclusion
d’une partie des données expérimentales 2) Création d'un ensemble random-coil, 3) Sélection avec ASTE-
ROIDS d'un sous-ensemble en accord avec les données actives 5) Comparaison des données passives avec
celles prédites issues de la sélection.

APPLICATION AUX COUPLAGES DIPOLAIRES RESIDUELS DE L'UBIQUI-
TINE DENATUREE DANS L'UREE
Introduction

La description random-coil est un outil pratique pour caractériser qualitativement les
protéines désordonnées et estimer la présence d’ordre résiduel au sein d’une protéine.



4.3. Application aux couplages dipolaires résiduels de 1'Ubiquitine dénaturée dans 1'urée

Dans le cadre dune étude plus générale, nous souhaitons exploiter la sensibilité des
couplages dipolaires résiduels pour obtenir une description quantitative de 1'échan-
tillonnage conformationnel d’une protéine résolue a 1’échelle de 'acide aminé.

Ce chapitre présente les fondamentaux de la description par ensemble sous
contraintes. La sélection de sous-ensembles est un probléme d’optimisation complexe
qui nécessite a la fois une bonne compréhension des couplages dipolaires résiduels et
une étude approfondie de la sensibilité de 1'algorithme génétique aux données RMN.
Les problemes rencontrés sont a la fois d’ordre computationnel, et théorique. Aussi
évident que cela puisse paraitre il s’agit d"une part de calculer et reproduire les données
expérimentales correctement et d’autre part de déterminer ou reproduire les caractéris-
tiques biophysiques associées a ces données.

- Dans un premier temps, nous introduirons de nombreux concepts et définirons la
plage de fonctionnement de 'algorithme sur des données synthétiques. Différents
points seront abordés, le nombre de structures d'un sous-ensemble, 1'introduc-
tion de la fenétre glissante, la sensibilité des couplages dipolaires résiduels a
Iinformation a longue portée, la dégénérescence des solutions, 1'utilisation du
X%, la reproduction des caractéristiques biophysiques. Cette partie offrira un
apercu des problemes de sélection pouvant intervenir lors de la caractérisation de
protéines intrinséquement désordonnées. Nous présenterons ainsi les problemes
courants et associés a la description par ensemble sous contraintes. Notamment,
nous souhaitons avertir tout utilisateur de la finesse de cette approche sans évi-
demment remettre en question son utilisation. Nous montrerons ainsi qu’il est
possible moyennant l"utilisation de 200 structures de déterminer un échantillon-
nage conformationnel précis avec ’algorithme ASTEROIDS.

- Dans un second temps, nous appliquerons le protocole retenu et déterminerons
le paysage énergétique de 1’'Ubiquitine dénaturée dans 1'urée. Nous verrons ainsi
que 1'Ubiquitine adopte des conformations plus étendues que celle initialement
présente dans un ensemble random-coil. Cela nous permettra par ailleurs de pré-
senter les outils et concepts utilisés pour comparer les propriétés biophysiques
des protéines désordonnées.

Cette partie est bien évidemment focalisée sur les couplages dipolaires résiduels de
la protéine Ubiquitine mais a pour vocation de mettre en évidence les problemes liés
a l'utilisation d"un algorithme génétique. Les concepts rencontrés et méthodes utilisées
s’appliqueront de maniere similaire dans les chapitres suivants.

4.3.2 Matériel et méthodes
Données expérimentales

Les données expérimentales de 1'Ubiquitine dans 1'urée a 8M ont été mesurées par
Meier et al. [133]], la protéine a été alignée avec un gel polyacrylamide étiré a pH =
2.5. Nous disposons de 8 couplages dipolaires : Dyy, Deica, Dexpre, Dygnpe, Dy e Y
Pryayr et Dy,

Calcul des couplages dipolaires résiduels

Nous distinguons deux méthodes de calcul des couplages dipolaires résiduels :

1 La méthode du tenseur d’alignement global est réalisée en estimant le tenseur
d’alignement de chaque structure de l’ensemble. Nous supposons la structure
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rigide sur un intervalle de temps suffisant long. Cette méthode développée par
Zweckstetter [82] est la plus courante. Les CDRs seront alors notés DI%T.

2 La méthode du tenseur d’alignement local ou de la fenétre glissante consiste a
ne considérer qu’une section de la protéine de longueur n (n étant impair) pour
estimer le tenseur d’alignement stérique puis a calculer uniquement la valeur
des couplages dipolaires du résidu central (n +1)/2 de ce domaine [134]. Cette
opération est alors répétée en décalant séquentiellement la fenétre afin de définir
un nouveau domaine juxtaposé et ainsi calculer la valeur des couplages du résidu
central suivant. Les CDRs seront alors notés Dig"'. Law signifiant Local Alignement

Window.

La fenétre glissante

Par définition, nous nommerons fenétre glissante de longueur 7, 1'utilisation d’un
tenseur local d’alignement pour calculer la valeur des CDRs sur une région de la
séquence de longueur n.

Ligne de base

La ligne de base est obtenue en 1’absence d’interaction locale, c’est dire sans échan-
tillonnage conformationnel spécifique. Pour cela, nous créons a partir d'une séquence
polyvaline de 100 acides aminés un ensemble de 100000 structures et calculons le profil
des CDRs avec le tenseur global. La ligne de base d'une protéine s’extrait aisément de la
valeur des couplages dipolaires Dyy et Dcape en utilisant la paramétrisation suivante :

B(x) = 2bcosh(a(x —d)) —c¢ (4-3)

ol x est numéro d’acide aminé, 4, b, c et d des constantes dépendant uniquement de
la longueur de la chaine.

La paramétrisation est réalisée par minimisation dans le logiciel GNUPLOT des

parameétres a, b et c. d étant égal a ”TH

Les régions de I’espace Ramachandran

Afin de quantifier la reproduction de l’échantillonnage conformationnel de nos
ensembles lors de test in-silico, nous divisons 1'espace de Ramachandran en 4 régions

(figure :
- p>0°
-ar: ¢ <0 et-120° < p < 50°
- Bs :-180° < ¢ <-90° et 1p < 120° ou ¢ > 50°
- Bp:-90° < ¢ <-0"et p <120° ou ¢ > 50°
Les angles diedres de chaque résidu sont alors comptabilisés par quadrant puis nor-

malisés de maniere a obtenir la probabilité d’échantillonner telle ou telle région de 'es-
pace Ramachandran. Nous introduisons la métrique suivante :
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FIGURE 4.10 — Définition des 4 régions de 'espace Ramachandran. Les régions sont ay (en rouge),
«g (en bleu), Bp (en jaune) et Bs (en vert). Les points correspondent a I'échantillonnage standard, ou
random-coil, des acides aminés suivant : Valine (en rouge), Lysine (en bleu) et Leucine (en noir).

X%ama = Z(pzs',eql%t - plgli;ZE)Z (44)
Lq

ou i est le numéro d’acide aminé, g le cadrant associé a la population p,.

Ces régions permettent de plus d’estimer les déviations de I'échantillonnage confor-
mationnel de sélections avec des données expérimentales en prenant pour référence les
populations d"un ensemble random-coil.

Sélection et jeux de données simulées

Nous définissons deux régimes : le premier utilise I’échantillonnage standard de
FLEXTBLE-MECCANO i.e. random-coil, nous le nommerons ici (S), le second échantillonne
plus souvent les régions étendues de I'espace Ramachandran (50° < ¢ < 180°), nous le
nommerons (E). Les probabilités d’étre dans la région étendue sont 78% pour le régime
(E) et 59% pour le régime (S). Nous calculons les CDRs correspondants et utilisons
ces données comme cible de l'algorithme AsTErOIDS. Les données synthétiques sont
moyennées sur 50000 structures pour atteindre la convergence.

L’ensemble pool, c’est-a-dire a partir duquel les structures sont sélectionnées, est
constitué des deux ensembles (S) et (E) et contenant chacun 6000 structures. Nous
effectuons parallelement la sélection d’ensembles ayant pour cible 1’échantillonnage (S)
ou (E).

La sélection avec ASTEROIDS est réalisée avec 100 individus, le nombre de structures
par individus sera précisé dans la partie Résultat suivant le cas considéré. 2000 itérations
d’évolution sont nécessaires pour assurer la convergence des sous-ensembles obtenus.

Le poids des couplages dipolaires est optimisé en fonction de leur gamme respective,
soit 1.0 pour Dyp et Dyvge , 2.0 pour Deape, 0.5 pour Derce, Dyvpa et DH]_NH[I:l_l et 0.33
pour DH,.N HY,- Les CDRs sont évidemment moyennés sur I’ensemble puis multiplié a
chaque itération part un facteur (scaling factor) pour tenir compte de 1’alignement relatif
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du milieu dans lequel ils sont mesurés. Nous utiliserons dans un deuxieme temps deux
facteurs multiplicatifs K; et K, appliqués respectivement au couplage Dnn, Dcepe,

D t D D . , D D .
ccr et UpNpge, PgNpe s DNgN o UENEN,

Résultats

Convergence et fenétre glissante

La description par ensemble nécessite 1’étude préalable de la convergence des para-
metres calculés. La convergence d’un parametre est validée si en calculant m simulations
différentes de n structures, la valeur moyenne prédite du parametre est similaire. Les
couplages dipolaires étant extrémement sensibles a 1’échantillonnage conformationnel
des protéines, nous avons dans un premier temps cherché a déterminer le nombre de
structures nécessaires pour atteindre 1'équilibre statistique.

1 10 100 1000 10000
Number of Structures

FIGURE 4.11 — Convergence du couplage dipolaire résiduel Dnp. Convergence du couplage dipo-
laire résiduel Dy du résidu 41 de I"Ubiquitine en fonction du nombre de structures et pour différentes
longueurs de fenétre glissante : 3 (en wviolet), 9 (en vert), 15 (en bleu), 25 (en noir) ou d’un tenseur
d’alignement global de 76 résidus (en rouge). L'usage de la fenétre Qlissante améliore concrétement la
convergence des CDRs.

La réponse, présentée en figure différe nettement suivant la méthode de calcul
utilisée. Un ensemble structure de 10000 est nécessaire pour atteindre la convergence si
l'on considére la méthode du tenseur d’alignement global. L'application de la fenétre
glissante, c’est-a-dire d’un tenseur d’alignement de plus petite dimension, permet de
réduire fortement le nombre de structures, 'ordre de grandeur retenu est une gamme
proche de la centaine. Cette solution développée se révele nettement plus adaptée a nos
problématiques de sélection.
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En effet, la sélection d’un sous-ensemble de structures en accord avec les données
expérimentales nécessite la convergence des parametres calculés sur les dimensions de
cet ensemble sous peine de retranscrire une information erronée. Si cette condition n’est
pas respectée, I’échantillonnage conformationnel déterminé ne sera pas spécifiquement
relié aux données mesurées.

La méthode de la fenétre glissante influence nettement la gamme des CDRs obtenus
qui deviennent environ 5 a 10 fois inférieurs aux valeurs calculées avec le tenseur
d’alignement global. L'application d'un facteur multiplicatif permet de comparer ces
deux jeux de données, cependant la reproduction se révele imparfaite aux extrémités
de la séquence (figure [4.13). Cette différence est due aux effets de ligne de base prédite
théoriquement par Louhivuori et al. [85] et repris par Obolensky et al. [86]. Ces équipes
modélisent la protéine par polymere effectuant une marche aléatoire dans un milieu
orienté, ils ont mis en évidence l'influence de la longueur de la chaine peptidique
sur son degré de flexibilité et par conséquent sur la valeur des couplages dipolaires
résiduels.

Ligne de base et reproduction des données

RDC value (Hz)

d® A N o v A O ©
— T —

0 10 20 3 40 5 60 70 80

Residue number
FIGURE 4.12 — Paramétrisation de la ligne de base. Valeurs des CDRs Dy et Dcapga d'un polyvaline
de 76 résidus généré avec FLEXIBLE-MECCANO (en pointillé), courbe issue de la paramétrisation dont
I'équation est présenté en ( en trait continu). La paramétrisation est identique pour les deux couplages.

Nous observons une courbe en forme de cloche traduisant le degré de flexibilité
de la chaine (figure [4.12). La flexibilité étant plus importante aux extrémités, la valeur
de la ligne de base tend vers 0. La ligne de base est une caractéristique de la chaine
peptidique est donc unique pour tous les couplages résiduels dipolaires.

Nous pouvons dés lors multiplier la ligne de base par la valeur des CDRs calculés
avec la fenétre glissante pour retrouver la valeur des CDR calculés avec le tenseur global

affiché en figure :

Dig' (x) = [B(x)|Dig" (x) (4.5)

ol x est numéro d’acide aminé, B(x) est la paramétrisation de la ligne de base,
D} (x) les CDRs calculés avec la fenétre glissante et DT (x) les CDRs calculés avec le
tenseur d’alignement global.
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FIGURE 4.13 — Influence de la ligne de base sur les CDRs. Le calcul des CDRs avec la fenétre glissante
sur 200 structures (en bleu) ne prend pas en compte les interactions a longue portée, la comparaison de
ces derniers avec les CDRs calculés avec le tenseur d’alignement global sur 100000 structures (en rouge)
est présentée a gauche. Les extrémités de la séquence ne sont pas correctement reproduites. L'incorporation
de la ligne de base avec I'équation |4.5|module correctement la courbe des CDRs (a droite).

La combinaison des CDR calculés en utilisant la fenétre glissante avec 1'information
a longue distance caractérisée par une ligne de base permet de reproduire correctement
le profil des CDRs calculés avec le tenseur d’alignement global (figure et ceci avec
un nombre de structure de I’ordre de la centaine.

Information locale et a longue portée

Les CDRs sont a la fois sensibles a 1’échantillonnage local et a l'information a
longue portée. L'utilisation de la fenétre glissante est nécessaire pour accélérer la
convergence des CDRs mais entraine la perte de l'information a longue distance de
la chaine dépliée. Pour pallier ce probléme, nous réintroduisons ces effets a longue
portée par l'intermédiaire de la ligne de base.

Afin de fixer la longueur de la fenétre glissante, nous comparons la reproduction des
CDRs calculés de part et d’autre de 1'équation La métrique considérée étant le x>
suivant :

2 _ 2 2
Xeor = Y_(Diraw — Digr) (4.6)
i
Les résidus voisins, c’est-a-dire une fenétre glissante de 3 acides aminés, ne per-
mettent pas d’obtenir le x* optimal. La persistance de 1'information locale des CDRs est
donc supérieure aux uniques résidus Voisins

Afin de reproduire correctement les valeurs des couplages dipolaires (figure [4.14),
nous choisissons une longueur de fenétre glissante de 15 résidus permettant d’apres la
figure d’obtenir 1'équilibre statistique pour une centaine de structures.

6. Pour information, nous déterminerons précisément la longueur de persistance des CDRs vis-a-vis de
I'échantillonnage conformationnel au chapitre [5] (en section [5.2.5) et nous comparons ce résultat avec celui
des déplacements chimiques.
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Caractérisation de 1’échantillonnage conformationnel in silico

Nous allons maintenant tester a la fois la capacité de 1’algorithme a reproduire un
échantillonnage spécifique et déterminer le nombre de structures nécessaires a la des-
cription. Nous effectuons donc des tests in-silico avec pour cible soit ’ensemble étendu
(E), soit I'ensemble standard (S), le pool étant constitué de la somme de 'ensemble (E) et
I'ensemble (S). Les résultats étant tres similaires, les figures concernant 1’échantillonnage
(E) en tant que cible ne seront pas affichées.

10 100

Number of stuctures

10000

FIGURE 4.14 — Détermination de la longueur de la fenétre glissante. Evolution du X%DR en fonction
du nombre de structures et pour différentes longueurs de fenétre glissante : 3 (en violet), 9 (en vert), 15

(en bleu), et 25 (en noir).
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FIGURE 4.15 — Détermination de la taille du sous-ensemble sélectionné. Evolution du XZCDR et X2uma
en fonction du nombre de structures et pour différentes longueurs de fenétre glissante : 9 (en vert), 15 (en
bleu) et avec un tenseur d’alignement global (en rouge).
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FIGURE 4.16 — Reproduction des CDRs et de I'échantillonnage conformationnel pour un ensemble
de 20 et 200 structures. Reproduction des CDRs (A-B) et de I'échantillonnage conformationnel (C-D)
issus de la sélection avec ASTEROIDS sur des données synthétiques : (A) et (C) sous-ensembles de 20
structures, (B) et (D) sous-ensembles de 200 structures. Pour (A) et (B), sont présents les couplages
DnH, Deape, Derce, Dgnga, DHN e et DHN HY, avec les données cibles (en bleu), les données issues

de la sélection avec ASTEROIDS (en rouge) Pour ( C) et (D), population des quatre régions de I'espace
Ramachandran, sont affichés I'échantillonnage cible (en bleu) et I'échantillonnage issu de la sélection (en
rouge).
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Résumé

- Le calcul des CDRs avec le tenseur d’alignement global n’est pas adapté aux
problématiques de sélection de sous-ensembles de petites tailles (i.e. de 'ordre de
10? structures).

- La reproduction des valeurs cibles est une condition nécessaire mais insuffisante
pour conclure sur la qualité de la sélection.

- L'utilisation d"un nombre trop faible de structures ne garantit pas la reproduction
du bon échantillonnage conformationnel de 1’ensemble cible. Nous utiliserons par
la suite sauf mention contraire des ensembles de 200 structures et une fenétre
glissante de 15 résidus.

Quel que soit le nombre de structures présentes dans ces simulations, le tenseur
global d’alignement ne permet ni d’obtenir la meilleure reproduction des données,
ni le meilleur échantillonnage conformationnel (figure [4.15). Cette solution pourtant
couramment utilisée avec un faible nombre de structures (i.e. inférieur a 10000) n’est
absolument pas appropriée pour caractériser les protéines désordonnées. L'utilisation
d’une fenétre glissante de 9 ou 15 acides aminés semble quand a elle prometteuse.
La figure indique qu'un ensemble de l'ordre de 200 structures offre une bonne
reproduction des caractéristiques de 1’ensemble cible.

Choisissant alors une fenétre glissante de 15 résidus, nous effectuons une étude
comparative similaire entre un sous-ensemble de 20 structures et un sous-ensemble de
200 structures. Au vu de la figure bien que la reproduction des CDRs soit dans les
deux cas au dessus de la gamme de bruit de mesures expérimentales, 1’échantillonnage
conformationnel de 1’ensemble de 20 structures n’est absolument pas satisfaisant avec
une marge d’erreur atteignant parfois 30% de la valeur souhaitée.

Application aux données de 1’'Ubiquitine

Nous générons un ensemble pool contenant 12000 structures (se référer a la section
a partir duquel l'algorithme génétique ASTEROIDS sélectionne des sous-ensembles
de 200 structures en utilisant une fenétre glissante de 15 acides aminés. Afin de repro-
duire correctement les données, deux facteurs multiplicatifs furent utilisés : K; = 0.58
pour les couplages Dnp, Depr, Derce et Kz = 0.96 pour les couplages Dynps, Dynpe
Dyvpy, et Dyvpy, . Les résultats de la sélection sont présentés en figure

La reproduction des données est nettement meilleure en utilisant deux facteurs
multiplicatifs. Ce résultat proviendrait de la dynamique des mouvements relatifs des
plans peptidiques qui modifie la gamme du couplages proton-proton entre résidus.
La distance n’est plus fixe, nous avons dans ce cas une distance effective & prendre en
compte. N'incorporant pas cet effet dans notre modele, nous utilisant alors un deuxieme
facteur d’ajustement.

Pour analyser en détail 1’échantillonnage obtenu, nous pouvons comparer en fi-
gure les populations d’angles diedres résultantes de la sélection a celles d'un
ensemble random-coil. Nous constatons une diminution générale des populations p(aR)
au profits des populations étendues p(BS) et p(BP). Une autre fagon d’observer ces

modifications consiste a affiche la densité d’angle (¢,i) par acide aminé dans 'espace
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de Ramachandran. Pour cela, nous récupérons pour chaque acide aminé 1’ensemble des
angles diedres, ces points sont ensuite interpolés et tracés avec un gradient de couleur.
Nous pouvons ainsi visualiser a I'échelle atomique 1’échantillonnage conformationnel
de la protéine (figure [4.19]A). Une derniere représentation graphique qui sera souvent
utilisée ultérieurement consiste a normaliser la densité d’angle (¢,1) résultant de la
sélection avec la densité d’angle (¢,9) d’un ensemble random-coil de maniere a localiser
les modifications induites par la sélection (figure [4.19B). Nous identifions un régime
plus étendu pour les acides aminés Thréonine, Arginine et Acide Glutamique a 1’opposé
des acides aminés hydrophobes qui présentent des modifications conformationnelles
mineures. L'inclusion des molécules d'urée autour de la chaine principale influencerait
I’échantillonnage conformationnel adopté, ce point a été confirmé par Huang et al. [135]
en combinant des données RMN et SAXS.

Pour tester la robustesse du protocole, nous effectuons des validations croisées, c’est
a dire, nous retirons préalablement 10% des données expérimentales sur 1’ensemble des
couplages avant d’effecter de nouvelles sélections pour des sous-ensembles allant de 25
a 400 structures (figure A ). Nous comparons alors la reproduction des données
passives, c’est-a-dire non incluses dans la sélection, avec les données expérimentales.
Deux conclusions importantes sont a souligner : d'une part, tous les couplages sont
correctement reproduits, nous disposons donc d’un nombre suffisant de données pour
caractériser notre systeme. Considérant le nombre de degrés de liberté d’un ensemble
de protéines désordonnées, ce résultat valable pour ce jeux de couplages dipolaires
n’est cependant pas généralisable. Il devra étre vérifié au cas par cas pour 1’ensemble
des simulations futures. D’autre part, la reproduction des données passives dépend for-
tement de la dimension des sous-ensembles, I’évolution du x? en figure B indique
un plateau a partir de la centaine de structures, ce qui confirme nos choix précédents
d’utiliser 200 structures. La validation croisée est aussi un test efficace pour quantifier
le nombre de structures nécessaires lors de description par ensemble sous contraintes.
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CONCLUSION DU CHAPITRE

Ce chapitre présente les fondamentaux de la description par ensemble. Ce projet
qui débuta courant des années 2000 commenca par la mise en place d"'un modele sta-
tistique permet de caractériser 1’état déplié. Utilisant comme modele la description par
ensemble explicite de structure, I'équipe a développé l'algorithme FLEXIBLE-MECCANO
générant des structures PDB sans contrainte structurale, c’est & dire random-coil. A partir
de cette description, il est possible de calculer les parametres RMN et de les moyenner
sur I'ensemble pour reproduire les mesures expérimentales de nombreux systemes
désordonnées. Ainsi apres avoir présenté le fonctionnement de ’algorithme, nous avons
exposé les avantages et qualités de cette approche et nous l'avons illustré sur cinq
protéines désordonnées sur lesquelles nous disposions de différentes mesures RMN :
déplacements chimiques, couplages dipolaires résiduels et relaxation paramagnétique.

La seconde partie de ce projet fut la mise en place d"un protocole a la fois quantitatif
et généralisable a I'ensemble des systemes désordonnées. Il s’agissait d’introduire les
paramétres RMN comme contraintes dans la description. Nous nous sommes heurtés
a un probleme bien plus complexe que prévu. Le systéeme étudié est fortement dégé-
néré, nous avons constaté avec des tests in-silico que la reproduction des données ne
garantissait pas la reproduction de 1’échantillonnage conformationnel. Pour résoudre
ce probleme, nous avons répondu a plusieurs questions essentielles, tel que le nombre
de structures nécessaires dans un sous-ensemble pour décrire 1’état déplié. Pour une
protéine donnée de longueur N, le nombre de structure est fixé par le parametre RMN
servant de cible. Aprés introduction d’une méthode de calcul des couplages dipolaires
combinant 'information locale : la fenétre glissante et 'information a longue portée :
la ligne de base, nous avons choisi pour caractériser 1’'Ubiquitine des sous-ensembles
de 200 structures. Cette taille permet de reproduire correctement les données et les
caractéristiques biophysiques de l'ensemble. Nous avons appliqué le protocole aux
données expérimentales et identifié 1"échantillonnage conformationnel de 1’'Ubiquitine
dénaturée dans 1'urée, ce dernier est plus étendu que celui d’un ensemble random-coil.
Pour statuer sur la qualité de la description, nous avons réalisé des validations croisées
en retirant 10% des données qui ne contredisait pas la reproduction des données. Cela
nous a permis d’évaluer une nouvelle fois dans quelle mesure notre protocole permet
de décrire I'état déplié d"une protéine sans ambiguité.






UNE METHODE POUR QUANTIFIER
PRECISEMENT L'ORDRE LOCAL DES
PROTEINES INTRINSEQUEMENT
DESORDONNEES

CE chapitre présente le travail de thése de 3e année, il se situe dans la continuité
des projets passés cherchant a caractériser 1’espace conformationnel des protéines
intrinséquement désordonnées. Deux publications ont été réalisées par le groupe dans
ce sens durant mes deux premiéres années de theses, l'une présentée au chapitre pré-
cédent (en section montre comment les couplages dipolaires résiduels peuvent
étre utilisés comme contraintes dans une description par ensemble pour caractériser la
flexibilité de la protéine Ubiquitine dénaturée dans l'urée. La seconde réalisée environ
un an plus tard par Jensen et al. [136] combine les déplacements chimiques dans une
description par ensemble sous contraintes pour caractériser la partie C-terminale Ny,
de la nucléoprotéine N du virus Sendai.

La question posée est alors la suivante : pouvons-nous définir un protocole utilisant
le minimum de données RMN permettant de caractériser n‘importe quel échantillon-
nage conformationnel d"une protéine intrinséquement désordonnée quelconque ? Nous
souhaitons évidemment utiliser les déplacements chimiques et/ou les couplages dipo-
laires résiduels les plus courants. La mise en place d"un tel protocole serait d'un intérét
majeur pour la communauté RMN et faciliterait a la fois le travail d’interprétation et
pourrait améliorer la compréhension générale de l'état déplié. La détermination de
structures transitoires de type hélices a ou feuillet B est un sujet déja bien traité dans
la littérature. Il existe plusieurs algorithmes permettant a partir des déplacements chi-
miques de prédire le type et la propension de structures secondaires &, § et PPII dans
les protéines désordonnées [137} [138]. Nous proposons ici une méthode généralisable a
I’ensemble de I'espace Ramachandran, c’est a dire pouvant aussi quantifier précisément
le degré d’échantillonnage de la région Polyproline que nous étudierons tout particulie-
rement.

Nous allons dans un premier temps examiner la signature des parametres RMN pour
trois motifs structurés : hélices a, feuillets B, hélices Polyproline. Nous nous intéresse-
rons particulierement a la relation entre les valeurs des parametres et I’échantillonnage
correspondant. En effet, une des questions sous-jacentes a examiner préalablement
a toute description par ensemble sous contraintes est si nous pouvons a partir des
valeurs discriminer chaque région de l'espace Ramachandran. Nous illustrerons ces
propos sur un exemple tres simple en premier temps, un tripeptide AAA et montrerons
que la réponse concernant la région Polyproline est particulierement ambigiie. Nous
identifierons plusieurs dégénérescences intrinseques aux parametres RMN, ce qui nous

amenera a proposer un protocole performant combinant les déplacements chimiques
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Bee 13cp 3¢’ 15N et 1HN et les couplages dipolaires résiduels Dyp. Cette méthode
sera premierement testée sur un systeme de référence in-silico puis sera appliquée sur
deux protéines désordonnées : la partie C-terminale Ny,;; de la nucléoprotéine N du
virus de la rougeole et sur la protéine K18, région ou la protéine Tau s’apparie aux
microtubules.

Nous caractériserons ainsi les spécificités structurales de ces deux protéines désor-
données. Nous identifierons plusieurs régions transitoirement structurées préalablement
connues et analyserons la distribution de 1’échantillonnage conformationnel correspon-
dant aux régions dites random-coil. Nous montrerons la place importante de la région
Polyproline dans l'échantillonnage des angles diedres des protéines désordonnées :
nous noterons une diminution globale de 1’échantillonnage de la région S au profit
de la région BP sur deux systemes expérimentaux. Concernant la caractérisation struc-
turale de la protéine K18, nous déterminerons la nature des motifs situés de la région
d’appariement de la protéine Tau qui ne sont pas des feuillets f mais des motifs PPII
Notre méthode semble la premiére a souligner et quantifier a 1’échelle atomique une
telle tendance a échantillonner si distinctement la région Polyproline.



5.1

5.1.1

5.1. Matériel et méthodes

MATERIEL ET METHODES

Le calcul des déplacements chimiques
Présentation des logiciels de prédiction

Les déplacements chimiques (présentés en section sont particulierement ambi-
gus a interpréter, ils contiennent a la fois de l'information structurale et dynamique et
disposent d'une sensibilité unique mais restent difficiles a prédire théoriquement. Ce
paradoxe a amené certains groupes a développer des approches empiriques permettant
de prédire la valeur des déplacements chimiques d’une structure donnée. L'enjeu est
important, cela permet de prédire les spectres d'une protéine pour faciliter 1’attribution,
d’améliorer la compréhension globale des déplacements chimiques et ainsi d’envisager
la détermination de structures uniquement a partir de ces derniers [139, [140, [141]. Nous
allons donc brievement présenter quelques-uns de ces logiciels :

- SPARTA : Le programme SPARTA [126] prédit les déplacements chimiques dun
tripeptide donné. La méthode de calcul est une approche statistique mettant en
jeu l'analogie entre les parametres de la structure voulue et ceux d’une base de
données de 200 structures cristallographiques a haute résolution, I’attribution de
chacune de ces protéines étant complete. Les parameétres pris en considération
sont notamment le type d’acide aminé, les angles (¢,1) de la chaine principale et
l'orientation des chaines latérales.

- SPARTA+ : Le programme SPARTA+ est une mise a jour de SPARTA. La structuration
de l'algorithme est profondément modifiée, Shen and Bax [127] utilisent comme
modele de calcul un réseau de neurones artificiels[[| qui améliore concretement la
vitesse de l’algorithme. Néanmoins, le modele physique repose essentiellement
sur les mémes parametres.

- SHIFTX2 : Le programme SHIFTX2 est analogue au programme SPARTA+, il combine
d’une part, une approche statistique et d’autre part une approche perceptive pour
calculer les valeurs des déplacements. Le logiciel prend notamment en compte la
température et le pH [142, [143].

- CAMSHIFT : Le programme CAMSHIFT établit une relation entre ’environnement
conformationnel et la distribution de distances interatomiques. Kohlhoff et al.
[144] modélisent cette relation par une fonction polynomiale, les termes de cette
série traduisant les parametres physiques a considérer : le type d’acide aminég,
d’atome, les distances covalentes.

Initialement congus pour des protéines repliées, ces programmes prédisent la valeur
des déplacements chimiques d’une structure. Il est aisé d’appliquer la prédiction a
la description par ensemble en calculant la valeur des déplacements chimiques pour
chaque structure puis en les moyennant. Une inconnue subsiste, pour chaque logiciel,
les auteurs valident la consistance de leur logiciel en comparant les données prédites
sur des structures connues et attribuéesf] ils peuvent ainsi estimer l'erreur sur la pré-
diction. Dans le cas d'un ensemble de structures, qu’advient l'erreur a l'issue de la
moyenne des déplacements chimiques? A priori, deux cas existent, nous sommes soit
en présence d'une erreur systématique qui restera similaire quel que soit le nombre de
structures, soit en présence d'une erreur aléatoire pouvant tendre vers zéro a l'issue
de la moyenne. La réponse a cette question est évidemment difficile a déterminer mais

1. C’est un algorithme a la fois statistique et perceptif.
2. Les structures choisies ne sont donc pas celles incluses dans la base de données
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5.1.2

5.1.3

nous mentionnons le probleme pour souligner la dépendance de 1’approche vis-a-vis
des logiciels de prédiction.

Dépendance structurale des déplacements chimiques

Nous créons un ensemble de 50000 pentadecapeptide polyalanine, les valeurs de
déplacement chimique de chaque conformation sont calculées avec SpArTA. Nous dis-
posons alors d’une base de donnée de 50000 angles diedres avec les valeurs des dépla-
cements chimiques Bea 1BCh B! 1~ BN et 1HN correspondant. Nous moyennons
ces derniers localement dans 'espace de Ramachandran afin d’assurer la convergence
des valeurs. : tous les déplacements chimiques situés dans un cercle de rayon 1° centré
en position (¢o,Po) sont moyennés.

Le calcul des couplages dipolaires résiduels
Dépendance structurales des couplages dipolaires résiduels

Nous créons un ensemble de 500000 pentadeca-peptide polyalanines avec FLEXIBLE-
MEeccano. Les CDRs sont calculés sur chaque structure avec le logiciel PALES [82]
puis moyennés sur un rayon de 1° dans l'espace de Ramachandran afin d’assurer la
convergence des valeurs.

Mise en évidence de la longueur de persistance des CDRs

Nous créons un ensemble de 500000 pentadeca-peptides polyalanines avec FLEXIBLE-
MEeccano dépourvus de contraintes stériques entre atomes et pour lequel on ne restreint
pas 1’échantillonnage, les angles (¢,1) peuvent donc échantillonner toutes les valeurs
comprises entre [-180 :180][-180 :180]. Les couplages dipolaires résiduels sont calculés
sur chacun des peptides puis apres les avoir tracés dans l'espace Ramachandran en
fonction de la valeur des angles (¢,1) respectifs ils sont moyennés sur une fenétre de 2
degrés par 2 degrés afin d’assurer la convergence des valeurs.

Nous répétons ensuite ce calcul en utilisant cette fois-ci I’échantillonnage conforma-
tionnel de l'acide aminé Alanine et calculons de la méme manieére les CDRs.

Données cibles

Nous considérons une protéine de 60 acides aminés, dont la séquence est arbitraire,
nous avons cependant retiré les résidus Glycines et Prolines car leur échantillonnage
conformationnel est particulier et nécessite une étude séparée. Nous définissons trois
fragments partiellement structurés long chacun de 5 acides aminés, espacés de plus de
15 résidus avec une propension de 50%, ces éléments seront générés de maniére non
coopérative, nous distinguons : un élément échantillonnant la région aR (en position
10-14), un élément échantillonnant la région BS (en position 27-31) et un élément échan-
tillonnant la région BP (en position 45-49).

Nous générons cet ensemble de 100000 structures sur lequel nous calculons les
CDRs suivants Dyy, Dcepe, Derce €t Doy avec un tenseur d’alignement global. Ces
couplages moyennés sur 1’ensemble serviront de données cibles dans les tests in-silico.
Parallelement pour chaque structure, nous ajoutons les chaines latérales avec le logiciel
Scomr puis les protons avec le logiciel REDUCE, nous calculons ensuite avec le logiciel
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SPARTA ou SPARTA+ les valeurs de déplacements chimiques Bee 13CP 13! BN et 1THN
qui sont ensuite moyennées sur 1’ensemble.

5.1.4 Sélection avec Asteroids

Le protocole est largement inspiré de celui utilisé au chapitre[|:

0

6

Nous générons un pool de 20000 conformations random-coil avec FLEXIBLE-
MEcCcANoO.

Pour chaque conformation, nous ajoutons les chaines latérales avec le logiciel
Scomp.

Nous ajoutons ensuite les protons avec le logiciel REDUCE.

Nous calculons les déplacements chimiques avec logiciel le SPARTA (ou avec le
logiciel SpArTA+) et les CDRs avec une fenétre glissante de 15 acides aminés.

Nous sélectionnons avec ASTEROIDS cing sous-ensembles de 200 conformations
reproduisant les données cibles et extrayons alors une base de données de 1000

angles diedres par résidus (5*200).

Nous générons alors un nouvel ensemble contenant 18000 conformations issues
de la nouvelle base de données et 2000 issues du random-coil.

Nous réitérons alors les étapes 4 et 5 jusqu’a convergence du x>.

Lors de la sélection avec ASTEROIDS, l'erreur des déplacements chimiques vaut 2.0
pour °N, 0.04 pour 'HV, 1.0 pour 13C*, 13CF et 13C’ et I’erreur des CDRs vaut 0.8 pour
Dy et Doy, 1.6 pour Deape, 0.4 pour Derew. 20000 itérations sont effectuées et 100
individus utilisés.

Le protocole de sélection reprend en grande partie celui présenté dans l'article de
Jensen et al. [136] sur la partie C-terminale de la nucléoprotéine N du virus Sendai. Un
point essentiel differe, afin de prendre en comptent les effets des résidus voisins, nous
sélectionnons toujours des structures entiéres et non uniquement des résidus unique
pendant plusieurs itérations puis des structures entieres. La sélection de structures
entiéres est computationnellement plus couteuse mais offre une meilleure reproduction
de I’échantillonnage conformationnel.

5.1.5 Ajout d’un bruit gaussien

La difficulté essentielle consiste a caractériser le bruit de chaque observable :

Pour les CDRs, il provient principalement de la mesure, nous choisissons par dé-
faut un bruit gaussien dont la largeur a mi-hauteur vaut 0.5 Hz pour le couplage
Dyp, 'amplitude du bruit est alors adaptée a la gamme des autres couplages
c’est-a-dire 1.0 Hz pour Dcapa, 0.25 Hz pour Derew et 0.5 Hz pour Derpgn.

Pour les déplacements chimiques, 1'erreur provient principalement des prédic-
teurs et non de la mesure expérimentale, nous utilisons 25% de ’erreur estimée
sur la prédiction par les logiciels, cette erreur est spécifique a chaque déplacement
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5.1.6

5.2

5.2.1

chimique : 0.22 ppm pour *C%, 0.24 ppm pour *C#, 0.25 ppm pour *C’, 0.6 ppm
pour °N, 0.12 ppm pour 'HN.

Données expérimentales

Les données de la protéine Nj,; comprennent les déplacements chimiques : 3C*,
Bch, 3¢/ 15N, THN mesurés a 25°C et les CDRs Dyy mesurés dans un cristal liquide
composé de polyéthylene glycol et d’hexan-1-ol [132].

Les données de la protéine K18 comprennent les déplacements chimiques : >C¥,
13¢h, 13¢’, BN, THN mesurés a 5°C [145] et les CDRs Dy mesurés dans un gel poly-
acrylamide étiré [74]. La base de données de SparTa étant essentiellement constituée
de protéines attribuées entre 20° et 30°C, nous avons décalé avec un offset les dépla-
cements chimiques de la construction K18 de maniere a reproduire les déplacements
de la protéine Tau mesurée a 25°C pour éviter toute inconsistance avec les logiciels
de prédictions. Cet ajustement est crucial et n‘implique pas de biais notable dans la
description structurale de la protéine. Pour étayer ces propos nous pouvons nous ré-
férer a la publication de Kjaergaard et al. [146]. Les auteurs ont étudié la dépendance
en température des déplacements chimiques afin d’identifier son origine. En effet lors
de l'augmentation en température, la modification de la valeur des déplacements chi-
miques peut étre due aux changements de "échantillonnage conformationnel ou a une
dépendance intrinseque des déplacements chimiques vis-a-vis de la température. La
réponse est vraisemblablement une combinaison des deux phénomenes.

Les auteurs ont donc cherché a quantifier ces effets en évaluant les changements
structuraux a 'échelle atomique. Pour cela ils mesurent sur la protéine ACTR les dé-
placements chimiques 3C* et 13C’ a 5°C et 45°C. Le référencement des déplacements
chimiques est alors crucial pour quantifier la présence de structures secondaires. Les
auteurs utilisent non pas les bases de référence standards mais mesurent en consé-
quence les déplacements chimiques de la méme protéine a 5°C et 45°C dans 'urée. Au
vu de ces résultats, les changements structuraux liés a ’augmentation de la température
sont mineurs, la différence entre les valeurs des déplacements chimiques serait donc
du a une dépendance intrinséque en température. Ce résultat souligne 1'importance de

référencer les spectres.

La dépendance en température des déplacements chimiques est évidemment diffi-
cile a évaluer mais doit étre prise en compte en référencant les spectres a température
ambiante (20°C-25°C) pour offrir le maximum de précision dans la caractérisation de
I’échantillonnage conformationnel des PIDs. Nous avons donc aligné notre spectre a
5°C sur ceux de Tau a 25°C, les modifications intervenant principalement sur les valeurs
de 13CP, 5N, 1HN.

RESULTATS

Dépendance structurale des déplacements chimiques

Un objectif de la RMN appliquée aux protéines désordonnées est la détermination
d’un ensemble de structures représentant ’échantillonnage conformationnel du systeme
[136} [138]. Bien que les déplacements chimiques soient aisément accessibles expérimen-
talement pour un bon nombre de protéines, une description par ensemble s’appuyant
sur la reproduction de ces valeurs nécessite la prédiction des déplacements chimiques
sur des structures créées in-silico. D’énormes progres ont été réalisés dans ce domaine
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5.2. Résultats

au cours des 10 derniéres années, de nombreux programmes combinant une approche
empirique et s’appuyant sur de larges bases de données ont émergé tels que SPARTA,
SrARTA+, SHIFTX2, CAMSHIFT (se référer a la section [5.1.1).

Afin de répondre a notre problématique, il nous est apparu essentiel de présenter
les prédictions du logiciel SPARTA effectuées sur des structures désordonnées créées par
le logiciel FLExiBLE-MECCANO et d’évaluer le lien entre les valeurs des déplacements
chimiques prédits et I’échantillonnage conformationnel correspondant. La méthode de
calcul des déplacements chimiques Bea 13cp B¢ 1PN 15N ot THY est présentée en

section [5.1.1}
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FIGURE 5.1 — Prédictions des déplacements chimiques du résidu central i en fonction de I’échan-
tillonnage (p,\p) du résidu i. La prédiction est réalisée avec le logiciel SPARTA. De gauche a droite, en
haut : 13C*, 13CB, 13C en bas : TH*, 5N, THN, Pour chaque cadre, nous avons en abscisse la valeur
de ¢, en ordonnée la valeur de 1, le code de couleur est un gradient croissant des couleurs froides aux
couleurs chaudes.

La distinction entre les valeurs des déplacements chimiques est faite par un gradient
de couleur, les valeurs maximales correspondant aux couleurs chaudes, les valeurs mi-
nimales aux couleurs froides. La problématique peut se résumer a la question suivante :
pouvons-nous visuellement discriminer les différentes régions de 1’espace Ramachan-
dran en fonction des valeurs prédites par le logiciel SPARTA. Si la réponse est non, il en
sera de méme pour toute approche cherchant a reproduire les déplacements chimiques
expérimentaux telle que la description par ensemble sous contraintes utilisant le x>
comme fonction pour guider la sélection. Nous commengons en figure [5.1| par étudier
la valeur des déplacements chimiques du résidu central i en fonction des angles (¢,1)
de ce méme résidu :

- Le déplacement chimique '>C% est bien différencié avec ces maximales dans la
région aR et ces minimales dans la région 5S. Nous notons une continuité entre la
région P et la région aR supérieure.

- Le déplacement chimique '>CP est le miroir du déplacement chimique *C* avec
ces minimales dans la région aR, ces maximales dans la région BS. Nous obser-
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FIGURE 5.2 — Prédiction des déplacements chimiques du résidu voisin i+1 en fonction de I’échan-
tillonnage (p,¢) du résidu i. La prédiction est réalisée avec le logiciel SPARTA. De gauche a droite, en
haut : 13C*, 13CB, 13C’, en bas : THY, 5N, 1THN. Pour chaque cadre, nous avons en abscisse la valeur
de ¢, en ordonnée la valeur de 1, le code de couleur est un gradient croissant des couleurs froides aux
couleurs chaudes.

vons a nouveau une continuité entre la région BP et la région aR supérieure.

- Le déplacement chimique 'H* a la méme distribution de valeurs dans l'espace
Ramachandran que les 3CP.

- La distribution des déplacements chimiques '3C’ est similaire a celle de 3C*, ce-
pendant la région aL n’est pas dégénérée avec la région méme région de 1'espace
Ramachandran.

- Les azotes '°N et protons 'HN ne permettent pas trés bien de différencier les
régions de l'espace Ramachandran .

La figure|s.2|est la transposée du cas précédent avec une faible sensibilité des dépla-
cements chimiques voisins (i+1) 13C#%, 13CF, 13C’ et 1 H* et une forte sensibilité des 1°N et
LHN vis-a-vis des angles (¢,4) du résidu i. Nous distinguons une différence d’environ 1
ppm pour le proton !HN et de 3 ppm pour I'azote I°N entre les régions aR supérieure
et BP ou BS.

Les déplacements chimiques cibles des simulations in-silico

L'analyse effectuée met en relief le lien entre la valeur des déplacements chimiques
a I’échantillonnage conformationnel d'un tripeptide AAA. Une étude approfondie né-
cessiterait I’analyse de toutes les combinaisons d’acides aminés au sein d'un tripeptide.
Cette solution bien que réalisable d'un point de vu calculatoire n’en reste pas moins
peu pragmatique. Une description par ensemble semble alors un outil de choix pour
étudier la complexité d’une chaine polypeptidique comme une protéine.
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5.2. Résultats

Afin de tester les capacités de notre approche a détecter un échantillonnage confor-
mationnel spécifique, nous créons un systeme de référence appelé cible avec logiciel
FLEXIBLE-MECCANO et calculons les parametres RMN comme mentionné précédemment.
La séquence en question, longue de 60 résidus, posséde trois motifs transitoirement
structurés et non coopératifs : une hélice «, un feuillet B et une hélice PPII.
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FIGURE 5.3 — Différence entre les déplacements chimiques secondaires cibles et ceux du random-
coil. Nous soustrayons les valeurs random-coil aux valeurs cibles afin d’identifier la signature des dépla-
cements chimiques dans les régions transitoirement structurées. De haut en bas, nous avons A3ce 13/,
13CB, 15N et 'HN. A gauche, les prédictions sont calculées avec le logiciel SPARTA, et & droite avec le
logiciel SPARTA+.

La figure [5.3|montre la différence entre les valeurs issues de I'ensemble cible et celles
issues d’un ensemble random-coil pour les déplacements chimiques suivant 3C*, 13C#,
13¢’, I°N et 'HVN. Nous retrouvons les résultats présentés précédemment c’est -a-dire
une forte sensibilité des carbones pour les éléments de type hélice ou feuillet et une
sensibilité quasi nulle pour les éléments échantillonnant la région Polyproline. Nous
constatons malgré tout une sensibilité des protons et azotes pour cette derniére région.
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5.2.3

Résumé

N

Concernant la région PPII, nous observons a partir des déplacements chimiques
carbones deux dégénérescences lourdes de conséquences : d'une part nous pouvons
difficilement différencier un motif PPII d"un motif random-coil, d’autre part, il existe
une continuité des valeurs entre la région PP et la région aR supérieure. Toute
méthode utilisant ces prédictions ne pourra pas caractériser correctement 1’échan-
tillonnage conformationnel de protéines échantillonnant la région PPII. L'ajout des
5N et 'HN permet probablement de pallier ce probléme mais nécessite de plus
amples investigations.

Il apparait essentiel au vu des progres réalisés dans la prédiction des déplacements
chimiques de considérer 1'ensemble des prédicteurs : SPARTA, SPARTA+, SHIFTXE[.. La
figure a été réalisée en utilisant le logiciel de prédiction SPARTA+. Nous observons
toujours une forte sensibilité des déplacements chimiques '3C*, 13CP, 13C’ pour I'hélice
« et le feuillet B mais la sensibilité devient peu notable pour le motif PPIL. Seuls les dé-
placements chimiques °N et ' H sont distinctement marqués par cet échantillonnage.

Nous notons de subtiles différences entre SPARTA et SparRTA+. Concernant I’hélice
«, la différence entre valeurs cibles et random-coil donne pour le logiciel SPArRTA+ des
valeurs inférieures au logiciel SPARTA, nous avons respectivement 0.5 ppm, 0.2 ppm,
0.2 ppm de moins pour les déplacements chimiques '>C#, 13CF, 13C’. 11 est en de méme
pour l'élément de type feuillet. Ces différences peuvent jouer un role non négligeable
lors de la caractérisation des structures secondaires en influencant la propension des
hélices obtenues. Les sélections selon des déplacements chimiques *C* a 1.5 ppm ou
1 ppm donneront des sous-ensembles avec une population d’angles diedres différentes
dans la région aR. Une maniere de valider le résultat est d’utilisé les couplages dipo-
laires résiduels qui sont aussi sensibles a la propension des hélices. Cela permettrait de
déterminer le logiciel le plus en accord avec les données expérimentales. D’autre part,
nous constatons aussi un offset pour les valeurs du '3CP ainsi que des variations dans
la prédiction des protons 'HN.

Sélection d’ensembles avec Asteroids

Afin de tester les capacités de I'algorithme a reproduire les données et I’échantillon-
nage conformationnel, nous réalisons plusieurs tests in-silico en incluant un nombre
variable de données, nous définissons donc les simulations suivantes :

- Simulation 1 : la sélection inclut les déplacements chimiques 13ce 13cp 13/

- Simulation 2 : la sélection inclut les déplacements chimiques 1Bca 13¢p 13Cr BN,
1HN

Pour chaque itération du protocole définit en section nous regardons d’un
part la reproduction des données incluses dans la sélection (en figure [5.4), des don-
nées exclues de la sélection et nous analysons la convergence du x? et l'évolution
des ensembles pool (données non montrées). Nous utiliserons deux représentations
graphiques différentes pour vérifier la reproduction de I"échantillonnage conformation-
nel : la premiére montre quantitativement la reproduction des populations d’angles

3. Le programme ShiftX ne sera pas utilisé car la gamme des déplacements chimiques >N et ' HN n’est
absolument pas en accord avec les données expérimentales.
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diedres des 4 régions de 1’espace Ramachandran (B8S, BP, aR, aL) pour chaque acide
aminé (figure [5.5), la seconde montre "géographiquement" dans 1'espace de Ramachan-
dran les modifications de distribution d’angles (¢,) induites par la sélection (figure5.6).
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FIGURE 5.4 — Reproduction des déplacements chimiques cibles des simulations 1 et 2. (a) : La
simulation 1 affiche une parfaite reproduction des déplacements chimiques 3C%, 13CP, 13C" inclus dans la
sélection. (b) Idem pour la simulation 2 avec Bea 13ck 1B ot 5N, THN . Nous avons la cible en rouge,
les données issues de la sélection avec ASTEROIDS en bleu et le random-coil en noir.

Présentée en figure la reproduction des données incluses dans la sélection avec
ASTEROIDS est excellente pour les deux simulations. 5 itérations furent effectuées pour
assurer la convergence et la bonne reproduction des données. Par ailleurs, nous sou-
haitons quantifier la reproduction de I’échantillonnage conformationnel, pour cela nous
comparons pour chaque résidu les populations d’angles diedres par régions de I'espace
Ramachandran présentées en figure Les régions structurées en hélice u et feuillet
B sont quantitativement échantillonnées (figure [5.5), I'erreur est inférieure a 5% sur
I'ensemble des motifs. Cependant, la région structurée en hélice PPII est inégalement
détectée : l'utilisation des déplacements chimiques proton !HN et azote >N semble un
pré-requis pour caractériser quantitativement la région PPII. Encore une fois, méme sur
des données in-silico une trés bonne reproduction des données cibles ne permet pas
de valider I’ensemble obtenu, I'observation des parametres biophysiques est nécessaire
pour statuer sur la qualité du protocole.

Nous obtenons un résultat quantitatif pour les fragments comprenant une hélice «
et un feuillet B. La valeur moyenne du sous-ensemble sélectionné devant correspondre
aux données cibles, elle ne permet pas d’ambigiiité dans le choix des structures a 'algo-
rithme pour ces deux motifs. En effet, elle doit correspondre aux valeurs des régions aR
ou BS qui sont des extrémums comparé a la gamme des valeurs de chaque déplacement
chimique (se référer a la figure . A Topposé, les valeurs correspondantes a la région

4. La limite séparant la région BS de la région BP était auparavant ¢=-90°, nous utiliserons maintenant
¢=-100".
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FIGURE 5.5 — Reproduction de l'échantillonnage conformationnel cible des simulations 1 et 2.
Les populations des régions de 'espace Ramachandran, (a) : simulation 1. (b) : simulation 2. Les cadres
correspondent aux régions BS (en haut), BP (au milieu), aR (en bas) avec en rouge I'échantillonnage cible,
en bleu I'échantillonnage issu de la sélection avec ASTEROIDS, en noir I'échantillonnage random-coil.

BP sont médianes, il existe alors un nombre de combinaisons de structures bien plus
important pour obtenir la valeur moyenne voulue. L'utilisation d’'un nombre restreint
de contraintes ne permet donc pas d’identifier correctement la distribution des angles
diedres de cette région.

Une fagon alternative de valider la reproduction de I’échantillonnage conforma-
tionnel consiste a comparer dans I’espace de Ramachandran la distribution des angles
diedres pour différents ensembles. Nous allons détailler comment ont été tracés les
cadres de la ligne du haut de la figure

Nous extrayons les angles diedres correspondant a chaque motifs structurés des
structures de 'ensemble cible et de 1’ensemble random-coil. Nous disposons alors de
deux bases de données d’angles (¢,1). La solution la plus simple consiste a tracer
ces points sur un graphique 2D avec ¢ en abscisse et i en ordonné. Pour traduire la
distribution local d’angle diédres, nous utilisons une fonction d’interpolation et passons
d’une distribution discrete a une distribution continue. Un gradient de couleur permet
alors de distinguer les différences de distribution d’angles diedres. Souhaitant discrimi-
ner au mieux les modifications de 1’échantillonnage conformationnel, nous normalisons
la distribution de 1’ensemble cible avec celle de 1’ensemble random-coil. Nous obtenons
alors les graphiques suivants (figure [5.6) :

- Cadre haut ler a gauche : Le motif n’a pas de modification structurale, 'ensemble
cible et ’ensemble random-coil possede la méme distribution d’angle (¢, (en vert).

- Cadre haut 2e a gauche : Le motif aR échantillonne spécifiquement la région
(-60°, -30°), ’ensemble cible n’a donc pas la méme distribution d’angle (¢,1) que
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FIGURE 5.6 — Reproduction de I'échantillonnage conformationnel cible des simulations 1 et 2. De

gauche a droite, nous distinguons la région non structurée, la région en hélice w, la région en feuillet B,

la végion en hélice PPII. (en haut) : échantillonnage cible. (au milieu) : échantillonnage apres sélection des

{ilonl\;?ées Bea BB 13C, (en bas) : échantillonnage apres sélection des données Bea 13cp 13¢! 15N,
HY.

I'ensemble random-coil dans cette région. Par conséquent, la distribution d’angles
diedres augmente dans la région (-60°, -30°) (en rouge) et diminue ailleurs (en
bleu).

- Cadre haut 2e a droite : Le motif BS échantillonne spécifiquement la région (-
150°, 150°), I’ensemble cible n’a donc pas la méme distribution d’angle (¢,1) que
I'ensemble random-coil dans cette région. Par conséquent, la distribution d’angles
diedres augmente dans la région (-150°, 150°) (en rouge) et diminue ailleurs (en
bleu).

- Cadre haut ler a droite : Le motif BP échantillonne spécifiquement la région
(-75°, 150°), I'ensemble cible n’a donc pas la méme distribution d’angle (¢,1) que
I'ensemble random-coil dans cette région. Par conséquent, la distribution d’angles
diedres augmente dans la région (-75°, 150°) (en rouge) et diminue ailleurs (en
bleu).

Comparons maintenant les deux lignes suivantes, nous constatons comme attendu
que les angles diedres de la région random-coil ne sont pas modifiés, les angles diedres
du motif aR ont bien une propension plus importante dans cette région pour les deux
simulations, il en est de méme pour le feuillet B qui est correctement échantillonné. Pour
le motif PPII, nous constatons une réponse différente suivant la simulation considérée,
la simulation 1 indique deux augmentations de 1’échantillonnage, une dans la région
désirée, la région BP mais aussi une autre dans la région aR supérieure. La région aR
inférieure correspondant a une hélice standard. Par ailleurs, la simulation 2 donne le
résultat attendu. Ces tests in-silico correspondent aux prévisions effectuées en étudiant
le lien entre les valeurs des déplacements chimiques et la distribution des angles diedres
d’un tripeptide AAA. Ils nous permettent de généraliser la portée de ces observations
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et nous incitent a prendre en compte les valeurs des déplacements chimiques azote LN
et proton 'HN pour lever la dégénérescence et caractériser correctement les PIDs.

Nous devons cependant apporter un bémol a cette conclusion, en effet les déplace-
ments chimiques °N et 'HY sont particulierement sensibles aux variations de pH et
de température, de plus, en dépit des progres importants réalisés ces derniéres années,
la prédiction de ces déplacements chimiques est soumise a de larges incertitudes, la
plupart des logiciels affichent une erreur supérieure a 1.5 ppm pour l'azote et 0.5 ppm
pour le proton. Dans ces conditions, il serait judicieux de ne pas les incorporer, pour
cela nous allons répéter cette étude sur les CDRs.

La dépendance structurale des couplages dipolaires résiduels

Les couplages dipolaires appliqués aux PIDs ont fait 'objet de nombreuses études
[78, 15, 147, [148} 87]. Nous allons dans cette section poursuivre notre travail de compré-
hension des couplages dipolaires résiduels et étudier la relation intrinseque reliant leurs
valeurs a 1’échantillonnage conformationnel. Nous commengons par un cas simple, un
pentadecapeptpide constitué d”Alanine.
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FIGURE 5.7 — Prédiction des couplages Dyp et Dcape des résidus i-1, i, i+1, en fonction de
I’échantillonnage conformationnel du résidu central i. Les couplages sont moyennés dans une sphere
d’un degré pour assurer la convergence des valeurs.

La figure@présente les valeurs des couplages Dy et Dcepe du résidu i en fonction
des angles diedres du résidu central i. Comme attendu, les CDRs Dyp sont positifs
dans la région aR et négatifs dans la région étendue. Les valeurs sont similaires dans
les régions BS et BP. De maniere similaire, les CDRs Dcup« permettent de distinguer la
région étendue de la région hélicoidale R mais ne permettent pas une distinction entre
la région BS et la région BP. Un second point important est la sensibilité des couplages
voisins (i+1 et i-1) a I’échantillonnage du résidu central i, le cas du couplage Dcepe du
résidu i-1 est particulierement frappant.
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5.2. Résultats

Mise en évidence de la longueur de persistance des CDRs

L'intérét d’étudier la longueur de persistance des CDRs a été introduit en calculant
des fenétres glissantes de plusieurs tailles au chapitre [4} nous avons constaté qu'une
fenétre glissante de 3 résidus n’était pas suffisante pour retranscrire toute I'information
des CDRs, i.e. la valeur du couplage du résidu i est sensible a 1’échantillonnage confor-
mationnel de voisins plus éloigné que le voisin direct. Pour déterminer cette longueur
en résidu, nous créons un nouvel ensemble de structures n’ayant pas de contraintes sté-
riques et dont les angles (¢,1) peuvent échantillonner toutes les valeurs comprises entre
[-180 :180] [-180 :180] et calculons les CDRs. Les valeurs des couplages des 7 précédents
et 7 suivants résidus du résidu central i, sont extraits en fonction de 1’échantillonnage
de ce dernier et présentés en figure [5.8A. Le résidu central est le numéro 8.

DHN DC H DC C' DC‘N DC'HN
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)]

~
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B
.
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!
=
B
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—_
N

F1GURE 5.8 — Valeurs des couplages Dy, Dcapge, Deica pour les vésidus i-7 a i+7, en fonction de
I'échantillonnage conformationnel du résidu central i. Les couplages sont moyennés pour assurer la
convergence des valeurs. En A) Pas de restriction dans I'échantillonnage des résidus, en B) représentation
schématique d'un plan peptidique, en C) Echantillonnage spécifique aux alanines pour tous les résidus
excepté le résidu central.

Au vu des profits obtenus, seuls le résidu central et ces voisins directs possedent une
dépendance vis-a-vis de l’échantillonnage du résidu central. Les différences entre les
voisins i-1 (résidu 7) et i+1 (résidu 9) s’expliquent par les couplages considérés et leurs
positions dans le plan peptidique par rapport aux angles diedres du résidu central.
Ainsi, le couplage résiduel Dyy du résidu central est particulierement sensible aux
variations de I’angle diedre ¢ du résidu central i, le couplage résiduel Dyy du résident
i-1 est cependant trop loin pour subir I'influence de 1’échantillonnage du résidu central
i tandis que le couplage résiduel Dypy du résidu i+1 est particulierement sensible aux
variations de l'angle diedre 1. Ces observations s’appliquent de maniere analogue aux
autres couplages. Pour autant, on observe un net désaccord avec la figure notam-
ment les valeurs du couplage Dcape présentent une distribution forte surprenante : il
semblerait que ce couplage soit indépendant de I’échantillonnage du résidu central i.
Nous réitérons alors ce calcul en considérant cette fois-ci I’échantillonnage d’une ala-
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nine pour chaque résidu, excepté le résidu central, le résultat est présenté en figure .

Longueur de persistance des CDRs

La distribution angulaire de la chaine principale influence la valeur des CDRs et
ceci méme a longue distance. Nous pouvons affirmer en premiere approximation
que l’échantillonnage des voisins de ler et 2nd ordre contribuent majoritairement
aux valeurs des CDRs. La longueur de persistance de 1'information dipolaire varie
suivant le couplage concerné.

Ce calcul met en évidence la relation complexe qui lie la valeur des couplages dipo-
laires résiduels a 1’échantillonnage conformationnel des PIDS et nous incite a recourir a
une description par ensemble afin de traiter la problématique posée.

5.2.6 Les CDRs cibles des simulations in-silico

Dy (Hz)

Deo o (Hz)

0.5 T T

Deo e (Hz)
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s -
T T

10 20 30 40 50 60

Sequence
FIGURE 5.9 — Comparaison des CDRs cibles avec ceux du random-coil. Les valeurs de I'ensemble
cible sont en rouges et celles issues de I’ensemble random-coil en noir. Nous avons de haut en bas les CDRs
suivant, : DNg, Dcape, Derca et Degn.

Calculant les CDRs sur notre ensemble cible, nous comparons en figure [5.9|le résul-
tat obtenu aux CDRs d’un ensemble random-coil, I'identification des motifs structurés
est immédiate. Il est cependant difficile de différencier un élément échantillonnant la
région BS d'un élément échantillonnant la région BP en utilisant les couplages DnH,
Dcape, Derce, seul le couplage D v semble en mesure de discriminer ces deux régions.
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FIGURE 5.10 — Reproduction des 4 CDRs et de I'échantillonnage cible A gauche, nous avons les
CDRs suivant de haut en bas : DNy, Dcapa, Doice et Doy A droite, les populations d’angles diedres
correspondant aux trois régions p(BS),p(BP),p(aR). Les données cibles sont en rouge, les données issues
de la sélection avec ASTEROIDS en bleu et le random-coil en noir.
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FIGURE 5.11 — Reproduction de l'échantillonnage conformationnel cible aprés sélections selon
les CDRs suivants : Dng, Dcepe, Dercx et Deign. Les cadres sont tracés comme précédemment, ils
comparent la distribution des angles (¢,¢) dans l'espace Ramachandran de I'ensemble cible (en haut) et
de 'ensemble a l'issu de la sélection (en bas). L'abscisse correspond a ¢, I'ordonnée correspond a . Dans
chaque cas, la distribution d’angles diédres est normalisée par rapport a celle équivalente d’un ensemble
random-coil.
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5.2.7

5.2.8

5.2.9

Sélection d’ensembles avec Asteroids

Nous réalisons donc des tests-in silico afin de généraliser les observations mention-
nées. Nous appliquons le protocole présenté en section avec comme cible les 4
CDRs suivant : Dypg, Dcapge, Derce et Dogn. La reproduction des données en figure
est tres bonne, cependant nous notons évidemment une dégénérescence entre la
région BS et la région BP mais aussi une dégénérescence entre la région aR inférieure
et la région aR supérieure (se référer a la figure sur le cadre du motif aR en bas, la
tache rouge est nettement plus étendue que la cible). Nous notons aussi une diminution
de l'échantillonnage de la région aR en faveur des autres régions. Cette information se
visualise sur la figure sur cadre du bas. L’échantillonnage de la région Polyproline
se révele nettement plus étendu que voulu, nous constatons sur le cadre du motif SP
une augmentation de 1’échantillonnage dans toute la région étendue.

Conclusion partielle

Les travaux présentés mettant en relation la distribution des angles diedres des
structures et les valeurs des parametres RMN ont permis de mettre en évidence la
présence d'une dégénérescence intrinseque au sein des déplacements chimiques et des
CDRs. L'utilisation d"une description par ensemble couplée a une sélection avec ASTE-
ROIDS confirme clairement ces résultats. Nous avons une bonne reproduction des valeurs
cibles mais ne s’accompagnant pas forcément d’une reproduction de 1’échantillonnage
cible au vu des dégénérescences exposées : les déplacements chimiques possedent une
dégénérescence entre la région BP et la région aR supérieure qui peut cependant étre
levée par lutilisation des déplacements chimiques >N et ' HN. Les CDRs posseédent une
dégénérescence a la fois au sein de la région étendue et au sein de la région hélicoidale.

D’autres points plus proches des contraintes expérimentales méritent d’étre soule-
vés. Concernant les CDRs, les expériences les plus couramment effectuées aboutissent
a la mesure des couplages suivants : Dnp, Dcepe, Derex et Dogn. L'incorporation de
ces données reste tout de méme délicate notamment pour les couplages Dcice dont
la gamme de mesure est trés faible. Concernant les déplacements chimiques, 'erreur
expérimentale est négligible. Malgré tout, la dépendance en température ou en pH et
les potentiels erreurs de référencement des spectres doivent étre attentivement pris en
compte avant toute sélection. De plus, l'incertitude des logiciels de prédictions est un
point critique intervenant dans toute procédure de calcul impliquant des déplacements
chimiques. Une question essentielle subsiste : ’erreur de prédiction est-elle moyennée
vers zéro ou au contraire amplifiée du fait du nombre de structures présentes au sein
d’un ensemble. Il convient alors de proposer une méthode combinant a la fois les CDRs
et les déplacements chimiques permettant la reproduction des caractéristiques biophy-
siques de 1’ensemble et prenant en compte l'influence potentielle des contraintes expé-
rimentales exposées sur 1’échantillonnage conformationnel obtenu.

Combinaison des déplacements chimiques et couplages dipolaires résiduels

Il apparait essentiel de comprendre dans quelle mesure, la combinaison des déplace-
ments chimiques et des couplages dipolaires résiduels permet ou non de caractériser le
paysage énergétique des protéines désordonnées. Il s’agit donc dans un premier temps
de déterminer quelle combinaison de données permet de retrouver le bon échantillon-
nage conformationnel puis dans un deuxieme temps de déterminer le nombre minimal
de jeux de données pouvant reproduire ce résultat.

Nous présenterons en parallele les tests in-silico effectués avec les deux prédicteurs
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suivants : SPARTA et SpARTA+. De nouveau, différentes simulations sont envisagées,
nous nous contenterons de présenter les suivantes :

- Simulation 1 : la sélection inclut les déplacements chimiques 3C*, 13CF, 13C

- Simulation 2 : la sélection inclut les déplacements chimiques 1B 13ch 1BC! 15N,
1HN

- Simulation 3 : la sélection inclut les couplages dipolaires Dnp, Dcepe, Derce et
DC’HN

- Simulation 4 : la sélection inclut 3C%, 13CF, 13C’ + Dyp, Dcwpe, Derex et Decrign
- Simulation 5 : la sélection inclut 3C%, 13CP, 13C’ + Dypy, Dergn
- Simulation 6 : la sélection inclut 13C%, 3C, 13C" + Dyy

- Simulation 7 : la sélection inclut 13C%, 13CF,13C’, 15N, 1HN + Dyy, Deepe, Derex et

D c’ HN
Predicteur : SPARTA SPARTA+ \
Motif : BS «R PP |BS  aR PP

pool random-coil | 0.45 0.45 0.40 0.45 0.45 0.40
Simulation 1 0.0645 0.0707 0.3520 | 0.0874 0.0795 0.2056
Simulation 2 0.0624 0.0783 0.0804 | 0.037 0.0775 0.1877
Simulation 3 0.1196  0.1139 0.2718 | 0.1196 0.1139 0;2718
Simulation 4 0.0707  0.0546 0.0621 | 0.0688 0.0888 a.355
Simulation 5 0.05410 0.0582 0.0786 | 0.0754 0.0729 0.0885
Simulation 6 0.0624 0.0783 0.0804 | 0.642 0.778  0.1604
Simulation 7 0.0587  0.0386 0.0629 | nc nc nc

TABLE 5.1 — Ecart quadratique moyen traduisant la reproduction de I'échantillonnage cible des sélections
en fonction des parametres RMN utilisés. A gauche : le calcul des déplacements chimiques est effectué
avec SPARTA, d droite avec SPARTA +. Seul I'échantillonnage des régions transitoirement structurées est
analysé.

La table récapitule les simulations effectuées et 1’écart quadratique moyen
(EQM)F] entre I’échantillonnage cible et Iéchantillonnage obtenu apres sélection pour
chaque région comprenant une structure secondaire.

La figure montre la reproduction de 1’échantillonnage conformationnel de la
sélection simulation 4 et 6. Les déplacements chimiques Bea BB, 1B3C! combinés a
un ou quatre couplages dipolaires permettent de caractériser correctement in-silico la
protéine. Il semblerait donc que les déplacements chimiques °N et 'HY, difficiles a
prédire, ne soient pas nécessaires.

Pour les résultats obtenus avec le logiciel SPARTA+, la reproduction de la région hé-
licoidale et du feuillet est similaire mais nous échantillonnons moins quantitativement
la région P, et ceci, quel que soit le protocole utilisé (5.1). L'EQM vaut 0.15 dans la ma-
jorité des cas. La reproduction des données reste excellente pour toutes les simulations
effectuées.

5. Il sera parfois noté RMSD pour root-mean-square deviation.
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FIGURE 5.12 — Reproduction de l'échantillonnage conformationnel cible en combinant CDRs et
déplacements chimiques. A gauche, les cadres correspondent au région de I'espace Ramachandran avec
de haut en bas : BS, BP, aR. En rouge : échantillonnage cible, en bleu : échantillonnage issu de la sélection
avec ASTEROIDS, en noir : échantillonnage issu d'un ensemble random-coil. A droite, nous affichons la
méme information dans 'espace de Ramachandran uniquement sur les motifs structurés, nous avons en
haut I'échantillonnage cible, en bas les échantillonnages issus de la sélection. L'abscisse correspond a ¢,
I'ordonnée correspond a . Nous utilisons un gradient de couleur traduisant la densité des angles (¢, ).

Predicteur : SPARTA SPARTA+ |
Motif : aR BS BgP R BS BP
pool random-coil | 0.45 0.45 0.40 | 0.45 0.45  0.40
Simulation 1 A | 0.115 0.132 0.405 | 0.20 0.188 0.34
Simulation2 A | 0.180 0.172 0.270 | 0.135 0.183 0.31
Simulation 4 A | 0.096 0.130 0.147 | 0.149 0.129 0.21
Simulation 6 A | 0.126 0.128 0.187 | 0.148 0.142 0.237

TABLE 5.2 — Ecart quadratique moyen de l'échantillonnage conformationnel des sélections réa-
lisées en présence de bruit gaussien. A gauche : le calcul des déplacements chimiques est effectué avec
SPARTA, a droite avec SPARTA +. Seul I'échantillonnage des régions transitoirement structurées est ana-
lysé.

Ajout d’un bruit gaussien

Nous voulons évaluer la capacité de l'algorithme a reproduire l’échantillonnage
conformationnel en tenant compte de contraintes ou incertitudes diverses. Nous in-
troduisons alors un bruit gaussien sur les données cibles et répétons les sélections
précédentes. Nous pouvons ainsi estimer la robustesse des protocoles avant de les
appliquer aux données expérimentales.

La table ?? récapitule 'EQM entre ’échantillonnage cible et I’échantillonnage obtenu
apres sélection. Le bruit gaussien étant plus élevé pour les valeurs des déplacements
chimiques N et 'HN, nous avons un EQM élevé pour la simulation 2 utilisant les 5
déplacements chimiques. L'ajout des couplages dipolaires résiduels améliore ce résultat
en compensant les variations de ces déplacements chimiques et permet d’améliorer la
reproduction de l'échantillonnage. Pour le motif Polyproline, en ajoutant les 4 CDRs
I'EQM passe de 0.4052 a 0.1473. De maniere générale, si nous considérons 1’ensemble
de la séquence (résultat non montré), I'utilisation des couplages dipolaires résiduels
combinés aux déplacements chimiques diminue les fluctuations liées au bruit gaussien.
Considérant les potentielles erreurs dues a la prédiction des déplacements chimiques,
il est donc recommandé d’inclure le couplage dipolaire Dyy dans notre protocole pour
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obtenir une précision inférieure a 10% en présence de bruit. Par conséquent, consi-
dérant I'ensemble des simulations réalisées in-silico, le jeu de données minimal pour
caractériser 1’échantillonnage conformationnel des protéines désordonnées nécessite
les déplacements chimiques C*, 13CB, 13C’ et les CDRs Dyp. Nous allons maintenant
appliquer cette hypothese sur des données expérimentales.

APPLICATIONS AUX DONNEES EXPERIMENTALES

Nous allons maintenant appliquer le protocole a deux jeux de données expérimen-
taux, I'un étant la construction de Tau : K18, l'autre la région C-terminale Ny,;; de la
nucléoprotéine N de la rougeole. L'utilisation de données expérimentales rend la valida-
tion du protocole et 'interprétation des résultats plus compliquée. Nous tacherons dans
un premier temps de vérifier le bon fonctionnement du protocole puis nous cherchons
a identifier le meilleur logiciel de prédiction, c’est-a-dire celui prédisant les données
RMN le plus en adéquation avec les données expérimentales. Par ailleurs, de nom-
breuses validations croisées seront réalisées pour tester la consistance de 1’approche.
Nous mettrons en évidence les questions clés a résoudre pour obtenir sans ambigiiité
une description par ensemble des protéines intrinsequement désordonnées.

K18

La protéine K18 est une construction de la protéine Tau, elle correspond au domaine
d’appariement de la protéine avec les microtubules. Elle comprend 130 acides aminés
allant du numéro 243 a 372, la numérotation étant celle de 'isoforme le plus long.

Nous effectuons alors les deux simulations suivantes avec les logiciels SPARTA ou
SPARTA+ :

- simulation 1 : la sélection inclut 13C®, 13CB, 3¢’ 15N, 1N

- simulation 2 : la sélection inclut 13C%, 13CP, 13¢’, °'N, 1HN + Dyy

Nous commencons par inclure toutes les données pour évaluer leur reproduction.
Au vu des résultats affichés en figure[5.13} la reproduction est trées bonne. Nous pouvons

ainsi analyser 1’échantillonnage conformationnel obtenu avec la présence de fragments
échantillonnant la région PPII et de boucles définissant les répétitions R1, R2, R3, R4.

Echantillonnage conformationnel de K18

L’échantillonnage conformationnel obtenu est atypique, nous observons une dimi-
nution globale de la région BS au profit de la région BP ou aR. Les régions ayant
été identifiées préalablement par les études précédentes comme étant des feuillets
B échantillonne majoritairement la région BP. Cette méthode semble la premiere
pouvant différencier distinctement I’échantillonnage conformationnel des protéines
désordonnées au sein de de la région étendue.

Nous effectuons alors la simulation 1, validation croisée des couplages dipolaires
résiduels Dyy. Apres détermination d'un facteur multiplicatif adapté, la reproduction
des CDRs Dyy en haut de la figure est trés bonne avec notamment la visualisation
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FIGURE 5.13 — Déplacements déplacements chimiques et échantillonnage conformationnel issu de
la simulation 2. Nous avons de haut en bas 3C*, 13C’, 13CB, 1 HN 15N et 4 droite les CDRs Dypy. Les
données expérimentales sont en rouge, les données issues de la sélection en bleu. Les populations corres-
pondent aux 4 régions de I'espace Ramachandran préalablement définies. Ces populations sont moyennées
sur 3 résidus afin de gommer les spécificités de chaque acide aminé et ainsi mieux observer les différences
par rapport aux populations du random-coil tracées en noir.

des couplages positifs au niveau des boucles et des couplages plus négatifs au niveau
des régions étendues Polyproline.

D’autre part, I'échantillonnage issu des logiciels SPARTA et SPARTA+ est similaire
quelle que soit la simulation effectuée. Nous présentons 1'échantillonnage obtenu pour
le protocole numéro 2 en figure[5.14] Nous avons aussi effectué ce calcul pour la simula-
tion 1 et obtenu une réponse similaire. La reproduction des données a chaque itération
est cependant meilleure avec le logiciel SPARTA. Le cas de la simulation 2 est affiché en

figure a droite.

Ntuil

La partie C-terminale N,; de la nucléoprotéine N du virus de la Rougeole est
intrinsequement désordonnée, elle a été préalablement étudiée par Jensen et al. [132]
en combinant RMN, SAXS et microscopie électronique. Les auteurs caractérisent le do-
maine Ny, isolé et sa transition conformationnelle lors de la liaison avec son partenaire
physiologique.

La comparaison des données sans sélection en figure montre que la protéine
est essentiellement random-coil a I'exception faite de la région [485-500] échantillonnant
des hélices transitoires. Nous effectuons plusieurs simulations comprenant les données
suivantes, dans chaque nous comparons les résultats obtenus avec SPARTA et SPARTA+ :

- simulation 1 : la sélection inclut 13C*, 13CA, 13C’
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FIGURE 5.14 — Validation croisée des CDRs Dy, et différences entre Sparta et Sparta+. A gauche
en haut : validation croisée des CDRs Dy en bleu, données expérimentales en rouge. Population corres-
pondant a la simulation 2 effectuées parallelement soit avec SPARTA (en vert), soit avec SPARTA+ (en bleu)
. A droite : %, correspondant a la simulation 2 pour chaque itération du protocole.

- simulation 2 : la sélection inclut 13C#, 13C#, 3¢, 15N, 1 HN

- simulation 3 : la sélection inclut 3C%, 3CF, 13C’, N, 'HN + Dyg
- simulation 4 : la sélection inclut 3C%, 3CF, 13C’, N + Dyg

- simulation 5 : la sélection inclut 1Bee 13¢cp 3¢’ 1N 4 Dyy

La reproduction des données présentées en figure|[5.15/a gauche est trés bonne. Nous
notons une diminution globale de la région BS au profit de la région BP. Le cadre p(«R)
permet de visualiser la présence de plusieurs hélices de longueurs différentes, nous
retrouvons au moins deux des hélices préalablement identifiées présentées en figure[4.7}

Nous souhaitons de nouveau déterminer la robustesse des simulations, nous effec-
tuons quatre validations croisées indépendantes présentées en figure Les données
des simulations 1, 2, 4, 5 non incluses dans la sélection sont bien reproduites. Un point
délicat est la prise en compte des phénomenes de coopérativité, les déplacements chi-
miques ne sont pas adaptés a ce probléme pourtant les profils obtenus des couplages
Dy se calquent sur les données expérimentales (cadres du haut a droite de la|[5.16).

La validation croisée des déplacements chimiques azote et proton est bonne, nous
notons un léger décalage pour l'azote vers les bas, indiquant qu’il est difficile de re-
trouver l'information contenu dans ces derniers dans d’autres paramétres mais nous
sommes bien en mesure de reproduire les données passives quelque soit la simulation
effectuée. D’autre part, 'échantillonnage obtenu avec SPARTA+ est similaire a celui de
SPARTA, cette comparaison est effectuée pour toutes les simulations , nous affichons le
cas de la simulation 3 en figure a gauche.
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FIGURE 5.15 — Déplacements déplacements chimiques et échantillonnage conformationnel issu de
la simulation 3. Nous avons de haut en bas 3C%, 13C’, 13CB, 1 HN 15N et 4 droite les CDRs Dypy. Les
données expérimentales sont en rouge, les données issues de la sélection en bleu. Les populations corres-
pondent aux 4 régions de I'espace Ramachandran préalablement définies. Ces populations sont moyennées
sur 3 résidus.
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FIGURE 5.16 — Validation croisée des CDRs Dy, et différences entre Sparta et Sparta+. A gauche :
Population respectivement du logiciel SPARTA (en vert) et SPARTA+ (en bleu) a l'issu des simulations 3
effectuées parallelement. A droite : validation croisée des CDRs Dy, et des déplacements >N et' HN en
bleu, les données expérimentales sont en rouge. Les validations croisées sont indépendantes.
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CONCLUSION DU CHAPITRE

Nous avons dans ce chapitre mis en place un protocole robuste permettant de
caractériser quantitativement I’échantillonnage conformationnel des protéines intrinse-
quement désordonnées. Nous avons tout d’abord étudié la signature des parametres
RMN en fonction des conformations adoptées. Les spécificités bien connues concernant
les hélices « ou les feuillets  se sont révélées peu transposables dans le cas de la région
Polyproline. Les valeurs des déplacements chimiques ou des couplages dipolaires ne
permettent pas seule de différencier toutes les régions de 1’espace Ramachandran, il est
essentiel de les combiner pour caractériser quantitativement le paysage énergétique de
ces protéines. De plus, n"utilisant que les déplacements chimiques carbones, les valeurs
des motifs Polyproline se confondent aux valeurs des motifs random-coil. Apres vérifica-
tion de ces résultats lors de sélections avec ASTEROIDS, nous avons identifié un protocole
minimal utilisant les déplacements chimiques *C%, 13CP et 13C’ et les couplages dipo-
laires résiduels Dyy permettant de reproduire les trois motifs structurés. La robustesse
de I’'approche a alors été testé par ’ajout de bruit gaussien lors des simulations in-silico.

L'utilisation de ce protocole sur des données expérimentales se révéla fort intéressant
a la fois d’'un point méthodologique et biologique. La réponse obtenue fut différente
suivant la protéine concernée, ne pouvant statuer pour I'ensemble des données, le pro-
tocole applicable aux données expérimentales le plus str inclut aussi les déplacements
chimiques 'HY et!>N afin de faciliter I'identification des régimes étendus. Nous avons
pu effectuer de nombreuses validations croisées concluantes, et d’autre part identifier
plusieurs spécificités conformationnelles des protéines intrinséquement désordonnées.
La poids de la région BS issu de 'analyse des données expérimentales est moins im-
portant que celui présent dans la base de donnée d’angles (¢,i). Cette diminution
se fait au profit de la région Polyproline, I'étape suivante est une généralisation de
cette étude a d’un plus grand nombre de protéines désordonnées, les objectifs sont la
caractérisation des structures transitoires mais aussi de 1'état random-coil. Il serait ainsi
possible de présenter par acide aminé la propension a échantillonner telle région de
I'espace Ramachandran.






CARACTERISATION DES INTERACTIONS
A LONGUE PORTEE DES PROTEINES
INTRINSEQUEMENT DESORDONNEES

L’ordre présent au sein des protéines intrinsequement désordonnées ne se limite pas a
des motifs structurés tels que les hélices ou les feuillets, la présence d’interaction a
longue portée est aussi une de leur caractéristique essentielle. Ces interactions seraient
potentiellement impliquées dans l'agrégation de plusieurs protéines [149, [150]. Une
méthode de choix pour étudier ce phénomene est la relaxation paramagnétique [0} [91]],
elle met un jeu un électron non apparié qui modifie la relaxation du systeme de spins.
Cette interaction, dépendante de la distance électron-spin, fournit de l'information
longue distance (jusqu’a 25A) pouvant étre implémentée dans une description par
ensemble afin d’affiner la caractérisation des PIDs.

Nous commencerons par évaluer la capacité de 1’algorithme AsTEROIDS a reproduire
la présence d’ordre a longue portée en réalisant une série de tests in-silico. Dans un
second temps, nous analyserons l'influence réciproque de 1'ordre local et l'ordre a
longue portée et nous insisterons sur l'importance de combiner les parametres RMN
pour obtenir une description correcte de I'état déplié. Dans un troisiéme temps, nous
prédirons in-silico I'influence d’interaction a longue portée sur le profit des CDRs et
nous affinerons alors la paramétrisation de la ligne de base effectuée précédemment afin
de prendre en compte ces prédictions. Nous conclurons en appliquant 1’ensemble de
ces résultats sur un systéme expérimental, la protéine a-Synucléine qui est sous forme
fibrillaire un des marqueurs de la maladie de Parkinson.






6.1

6.1.1

6.1.2

6.1.3

6.1. Matériel et méthodes

MATERIEL ET METHODES

Données expérimentales

Les données de relaxation de la protéine a-Synucléine ont été mesurées par Berton-
cini et al. [157] sur quatre mutants pour lesquels les alanines suivantes ont été substi-
tuées par des cystéines : A18C, A76C, A90C, A140C.

Modélisation de la dynamique de la chaine latérale dans Flexible-Meccano

Utilisant la description, moléculaire par ensemble de FLExiBLE-MEccaNO, la re-
laxation paramagnétique est calculée d’apres le formalisme de la section précédente.
Sauf mention contraire, le temps de corrélation global de la protéine est fixé a 5 ns,
comme proposé dans la littérature [116, 151]. Le temps de réorientation de la chaine
latérale MTSL est fixé a 500 ps. Pour information, le changement de cette valeur par
un facteur multiplicatif de 2 n'implique pas de différence notable. Nous calculons alors
explicitement et aléatoirement la position de la chaine latérale MSTL a partir de la base
de données de rotameres. 600 conformations sont échantillonnées pour traduire son
degré de flexibilité. Les conformations résultant sur un encombrement stérique avec la
chaine principale du squelette ne sont pas prises en compte. Nous différencierons par
la suite plusieurs degrés de flexibilité de la chaine latérale MTSL :

- Le modele dynamique utilise le formalisme de la section précédente appliqué
a 'ensemble des conformations de la chaine latérale MTSL, a 1’exception des
conformations incluant un encombrement stérique.

- Le modele statique suppose 'existence d’un unique électron apparié. La valeur du
parameétre d’ordre Sy_.> valant 1, la fonction de densité spectrale s’exprime donc :

6 TR
w)=r — 6.1
A P 6.)
ol ry—. est la distance du vecteur électron-spin et 7z le temps de corrélation
global de la protéine. La position de l'électron apparié est calculée en moyen-
nant 'ensemble des positions des 600 conformations calculées, a I’exception des
conformations incluant un encombrement stérique.

- Le modéle dynamique variable traduit une flexibilité moins importante de la
chaine latérale MTSL. Pour chaque structure et chaque tag paramagnétique, nous
choisissons aléatoirement une conformation MTSL M sur laquelle nous définis-
sons une sphere de rayon R. Nous définissons R,y comme la distance entre
I'électron non apparié de la conformation M et I'électron non apparié des 599
autres conformations le plus distant. Utilisant le formalisme de la section précé-
dente, nous utilisons uniquement les conformations situées dans une sphére de
rayon Ryuax/10, 2R;4x /10 et ainsi graduellement pour représenter la flexibilité de
la chaine latérale.

Sélection d’ensembles avec Asteroids

La fonction guidant la sélection est issue de 1'équation [4.1] appliquée a la relaxation
paramagnétique et s’écrit :

2 IPIITII cale Ipam exp ?
— _ | 6.2
X ; [ Liia :|i,m { Liia ]i,m (62)
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6.1.4

6.1.5

ot Ipgr, est I'intensité liée a la résonance dans le cas ou la chaine latérale est para-
magnétique (le nitroxide est oxydé) et I;;, dans le cas diamagnétique (le nitroxide est
réduit). L'estimation de ce rapport est présentée en section ??. Nous considérons un
poids identique pour tous les atomes et acides aminés en jeux.

Nous créons dans chaque cas un ensemble de 10000 structures avec FLEXIBLE-
MEccaNO sans contact spécifique, le nombre de structures utilisées dans la sélection
dépend de la simulation considérée. 4000 itérations sont effectuées avec 100 individus.

Définition d’un contact

Un contact est une contrainte de distance maximale entre deux régions de la protéine
imposée lors de la simulation d’'un ensemble avec FLEXIBLE-MECCANO. A titre d’exemple,
considérant une protéine de 100 acides aminés, I'ensemble associé possede un contact
entre la région C-terminale et la région N-terminale lorsque chacune de ces structures
a un atome 3C% des résidus 1 a 10 distants de moins de 15A d'un des atomes 3C* des
résidus 90 a 100. Sauf mention contraire, la distance maximale considérée sera 15A et un
espacement de 20 acides aminés entre les deux régions définissant le contact est requis
afin d’éviter toute sur-interprétation liée a la proximité des résidus dans la séquence.
Nous serons amenés a considérer des contacts transitoires de propension n% lorsque
au moins n% de structures de 1’ensemble respectent la contrainte imposée. Lors de
sélection de sous-ensembles par ASTEROIDS nous pouvons aussi observer des contacts
en comparant la distribution des distances moyennes entre résidus obtenue avec celle
d’un ensemble random-coil.

La carte de contact

La distance moyenne entre les résidus i et j d'un ensemble est représentée par la
métrique suivante :

(dij)
0
(d5)

ot (djj) est la distance moyenne de I'ensemble considéré et (d) est la distance
moyenne de I'ensemble de référence. Par ensemble de référence, nous sous-entendons

un ensemble sans contact spécifique comprenant au minimum 10000 structures. Les
distances d;; sont calculées entre I'atome 13C% du résidu i et le atome 3C* du résidu ;.

Ajj = log (6.3)

Nous utilisons un graphique en trois dimensions avec la séquence en abscisse et
ordonnée et les valeurs de la métrique selon 1’axe z. Un gradient de couleur correspon-
dant a l'axe z représente la valeur de la métrique A;; entre deux résidus de la séquence.
Sauf mention contraire, les couleurs tendant vers le rouge traduisent une compression
de I’ensemble, les couleurs tendant vers le blanc traduisent une extension de 1’ensemble
tandis que la couleur bleue traduit I'absence de modification des distances moyennes
de I’ensemble.

La métrique offre une vision rapide et localisée des interactions a longue portée au
sein des protéines désordonnées mais le gradient de couleur ne serait étre interprété
spatialement de maniere absolue. Notamment, la métrique favorise l'importance des
contacts a proximité de la diagonale par rapport aux contacts situés au loin.



6.1.6

6.1.7

6.1.8

6.1. Matériel et méthodes

Données simulées associées a la section PRE

Considérant une protéine de 100 acides aminés dont la séquence est arbitraire, nous
générons 10000 structures issues de FLEXIBLE-MECCANO en calculant les valeurs de
relaxation paramagnétique selon le formalisme de la section |6.1] en utilisant le modéle
dynamique. Les données simulées sont obtenues en présence de 4 tags paramagnétiques
espacés régulierement sur la séquence en position : 20, 40, 60, 80. Nous définissons alors
deux ensembles, I'un possédant un contact avec une propension de 100% entre les
régions 11 — 20 et 61 — 70 et 1'autre possédant un contact avec une propension de 100%
entre les régions 41 — 50 et 81 — 90.

Un troisieme ensemble est simulé a partir d'une autre séquence arbitraire de 200
acides aminés ou est imposé un contact entre les régions 11 — 20 et 61 — 70 ou entre les
régions 141 — 150 et 181 — 190. Les cystéines sont cette fois-ci situées en position 22, 44,
68, 88, 110, 132, 154 et 176.

Dans chaque cas, 600 conformations de chaines latérales sont échantillonnées, le
temps de corrélation global vaut 5 ns et le temps de corrélation interne vaut 500 ps. Ce
point est valable pour toutes les simulations de ce chapitre.

Données simulées associées a la section Information local et ...

Trois ensembles de 100000 structures sont générés avec le logiciel FLEXIBLE-MECCANO
a partir d’une séquence polyvaline de 100 acides aminés. Le premier est random-coil, le
second possede un contact entre la région N-terminale [1 : 20] et le centre de la protéine
[40 : 60] présent 100% du temps, le troisieme n’inclut pas de contact spécifique mais
4 hélices « situées en position : 10 — 20, 30 — 40, 50 — 60, 70 — 80 avec une propension
de 75%. Nous analyserons pour chacun la carte de contact, le rayon de giration et la
distribution des angles diedres.

Les CDRs sont calculés avec un tenseur d’alignement global. Le calcul des PRE est
issu du modéle dynamique dont le formalisme est décrit en section 600 confor-
mations de la chaine latérale MTSL sont échantillonnées par chacune des 9 cystéines
réparties uniformément sur la séquence en position : 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90.

Données simulées associées a la section CDRs et PRE

Les CDRs sont calculées soit avec le tenseur d’alignement global, soit avec une
fenétre glissante de 15 acides aminés et une ligne de base appropriée. La ligne de base
dépend principalement de la longueur de la chaine peptidique et de la présence de
contacts spécifique entre deux régions éloignées de la chaine peptidique.

Afin de déterminer les effets liés a la présence d’ordre a longue portée sur les CDRs
de protéines désordonnées, neuf ensembles sont générés avec FLEXIBLE-MECCANO a par-
tir d"une protéine de 100 acides aminés dont la séquence est arbitraire. Chaque ensemble
contient 100000 structures, les couplages dipolaires Dy et Dcape sont calculés pour
chaque structure et moyennés sur I'ensemble. Nous calculons les CDRs avec le tenseur
global d’alignement. Un seul des ensembles ne possede pas de contact spécifique, pour
les autres ensembles, les contacts sont introduits a différentes positions de la séquence
et sur des régions plus ou moins grandes. Cette opération est ensuite répétée pour une
séquence polyvaline afin de paramétrer la ligne de base.
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Deux ensembles cibles de la protéine a-Synucléine de 100000 structures sont géné-
rées pour tester le protocole combinant CDRs et PRE, 1'un contient un contact entre les
régions 11 — 20 et 61 — 70 et I'autre entre les régions 41 — 50 et 81 — 90. Les CDRs sont
calculés avec le tenseur d’alignement global et les PREs correspondant aux cystéines
A18C, A76C, A90C, A140C sont calculés avec une chaine latérale dynamique.

6.1.9 Paramétrisation de la ligne de base

La paramétrisation de la ligne de base reprend celle précédemment effectuée pour
une protéine dépliée. En présence de contact, nous modulant le profit de la ligne de
base en ajoutant une gaussienne centrée sur la position médiane entre les deux régions
définissant le contact. Deux autres petites gaussiennes sont rajoutées pour reproduire
au mieux la ligne de base. Les parameétres clés sont la longueur de la séquence et les
positions médianes 1, et 1o des deux régions définissant le contact, la paramétrisation
s’exprime alors :

B(i,L,ny,ny) = {2 b cosh (a(m - m0)> - c}

(m—no)2

X [1 —Ge > +4+H (6.4)
-~ (nz—111+S/2))2 _ (771—1/12—5/2))2
X [(D—i—S)e 27 +(D—-S)e 27 ”

ol my, a, b et ¢ sont fonction L de la longueur de la chaine :

_L+1
2

a=033-022|1— 00I5L
- . (6.5)

mo

b=11610°L*

c=9.80—6.14 |1 — ¢ 0021L

ou ng, D, 0, S, G et H sont fonctions de deux médianes n; et n, des deux régions
définissant le contact :

" _ hnp+n
07 7
D:‘nl—nz\
. -3 N2
c=0.109D +4.61073D (6.6)
S:Tlo_mO
H=38710"°D

G=1-66610"°D

ou d = 9.0.
Cette expression dépend de la longueur de la protéine L et de la position des deux
contacts n; et ny. Le couplage du résidu i entre les spins I and S s’exprime alors :

Dis(i) = [B(i, L, m1,n2) | Dig™ (6.7)
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6.2.1

6.2. Résultats
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FIGURE 6.1 — Reproduction de la ligne de base sans contact pour différentes longueurs de chaine.
Les CDRs Dy (en noir) sont calculés avec un tenseur d’alignement global sur 500000 structures, la
paramétrisation issue des équations [6.4) et [6.6 est affichée en rouge. Les séquences utilisées sont des poly-
valines de 20 a 300 résidus.

RESULTATS

Validation de I'approche Flexible-Meccano Asteroids avec des données de re-
laxation simulées

En considérant un contact

Pour tester la capacité de I'algorithme génétique ASTEROIDs a détecter des interac-
tions a longue portée, nous réalisons deux tests in-silico sur les cibles précédemment
présentées incluant des contacts spécifiques. Nous analyserons la reproduction des don-
nées mais aussi les caractéristiques biophysiques de 1'ensemble telle que la distribution
des distances moyennes a 'aide des cartes de contacts.

En premier lieu, quelle que soit la cystéine concernée, nous observons a son voisi-
nage, une modulation du profil de relaxation en raison de la proximité entre I'électron
non apparié et les protons amides environnants. Comparant les données random-coil et
les données cibles, I’ajout d'un contact, en raison d’une proximité accrue entre les deux
régions le définissant, modifie les profils de relaxation de 'ensemble qui se caractérisent
par une nette diminution de l'intensité dans ces régions. Cette diminution est d’autant
plus marquée si la cystéine est localisée sur une des régions définissant le contact.
Ainsi, les tags paramagnétiques se comportent comme une sonde a longue distance per-
mettant de détecter les contacts au sein des protéines intrinséquement désordonnées.
Présentée en figure la reproduction des données apres sélection par ASTEROIDS
d’un sous-ensemble de 80 structures est excellente, et ceci, quelle que soit la cystéine
considérée.

Nous comparons ensuite les propriétés biophysiques de 1’ensemble : la figure
montre la reproduction des distances moyennes de I'ensemble et la figure |6.4| montre la
reproduction de la distribution des rayons de giration. Les cartes de contacts sont tres
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FIGURE 6.2 — Profils 1/1 issus de tests in-silico sur des cibles incluant des contacts spécifiques. Le
premier ensemble cible possede un contact entre les acides aminés 41-50 et 81-90 (a), le second ensemble
entre les acides aminés 11-20 et 61-70 (b). En bleu : données de I'ensemble cible, en rouge : données
issues des sous-ensembles sélectionnés avec ASTEROIDS, en noir : ensemble random-coil ¢’est-a-dire sans
contact spécifique. Chaque cadre correspond a la position de la chaine latérale MTSL : acide aminé 20 (haut
gauche), acide aminé 40 (haut droite), acide aminé 60 (bas gauche), acide aminé 80 (bas droit).
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FIGURE 6.3 — Comparaison des cartes de contacts cibles et issues des sélections avec Asteroids.
En a) contact 11-20 et 61-70, en b) contact 41-50 et 81-90. Au-dessus de la diagonale, ensembles sélec-
tionnés avec ASTEROIDS, au-dessous de la diagonale, ensembles cibles. L'échelle selon z correspondant aux
données au dessus de la diagonale a été multipliée par 0.5 pour faciliter I'identification du contact.

similaires, le contact des ensembles sélectionnés est néanmoins moins bien défini.
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FIGURE 6.4 — Distribution du rayon de giration (Rg) pour I'ensemble cible et simulé associée au
contact 11-20 et 61-70. En a) distribution de Rq apres sélection par ASTEROIDS d'un ensemble de 80
structures (blew) ou 160 structures (en rouge). En b) distribution de Rg pour un ensemble cible de 2000
structures incluant le contact 11-20 et 61-70, ie toutes les structures respectent la contrainte de distance
imposée.

Nous obtenons un rayon de giration moyenne de 21.3 A avec un ensemble de
80 structures, pour 22.6 A pour l’ensemble cible. La sélection d’un ensemble de 160
structures augmente la valeur du rayon de giration moyen a 21.7 A. Le profil de la
distribution du rayon de giration de l’ensemble est relativement bien reproduit. La
distribution des distances de nos ensembles est légérement sous-estimée mais la qualité
globale de I'approche FLEXIBLE-MECCANO ASTEROIDS reste néanmoins tres correcte.

En considérant deux contacts

Nous appliquons le méme protocole aux jeux de données de la protéine de 200
acides aminés pour détecter plusieurs contacts au sein d’'une méme protéine. Le repro-
duction des données reste excellente et la figure [6.5| présente la reproduction de la carte
de contact de I'ensemble sélectionné par rapport a celle de 1’ensemble cible. Bien que
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FIGURE 6.5 — Cartes de contact issues de données simulées incluant deux contacts entre les acides
aminés 11-20 et 61-70 ou 41-50 et 81-90. Au dessus de la diagonale, ensemble sélectionné avec ASTE-
ROIDS, au-dessous de la diagonale, ensemble cible. L'échelle selon z correspondant aux données au dessus
de la diagonale a été multipliée par 0.5 pour faciliter 'identification du contact.

les contacts soient légerement plus diffus, la qualité de ’approche reste excellente.

Applications aux données expérimentales de a-Synucléine
Validation du modeéle de chaine latérale par validation croisée

Nous appliquons la procédure aux données expérimentales de la protéine «-
Synucléine. Afin de déterminer le nombre de structures nécessaires pour reproduire
correctement les données et les caractéristiques de I’ensemble, nous retirons de la sélec-
tion les données de la chaine latérale MTSL situées en position 76. Seules les données
associées aux 3 cystéines paramagnétiques situées en positions 18, 90 et 140 sont donc
incluses dans le calcul du x? défini en équation Nous effectuons des sélections avec
des ensembles allant de 25 a 500 structures et en envisageant deux modeles physiques
de chaine latérale MTSL : le modele statique ou le modele dynamique.

La figure[6.6l montre la reproduction des données passives du mutant en position 76,
c’est-a-dire non prise en compte lors de la sélection, pour les deux modeles de flexibilité
de la chaine latérale envisagés apres sélection d'un ensemble de 200 structures par As-
TEROIDS. Nous constatons une différence notable avec une bien meilleure reproduction
des données si la flexibilité de la chaine latérale est prise en compte I'EQM statique vaut
0.24 £0.02 et 'EQM dynamique vaut 0.17 £ 0.01.
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FIGURE 6.6 — Reproduction des données passives 1[Iy en utilisant une chaine latérale MTSL
statique ou dynamique. Données expérimentales (en rouge). A gauche : données issues de la sélection
d’un ensemble de 200 structures avec ASTEROIDS (en bleu). A droite : deux schémas représentatifs de la
flexibilité de la chaine latérale accompagnent les graphiques.

La dynamique de la chaine latérale

L'utilisation d"une chaine latérale MTSL dynamique se traduit par un meilleur accord
avec les données expérimentales. Les échelles de temps définissant 'interconversion
des structures et la dynamique de la chaine latérale sont supposées statistiquement
indépendantes.

Détermination du nombre de structure par validation croisée

L'évolution du rayon de giration, du x? actif et passif permet de déterminer la taille
de I'ensemble (figure[6.7). Ces parametres évoluent rapidement et se stabilisent sur une
plage aux alentours de 100 a 200 structures. Nous choisissons un ensemble de 200 struc-
tures, valeur a la fois appropriée avec la reproduction des données PRE et en accord
avec la description réalisée au chapitre 4|

Carte de contacts résultante

Le modele de la chaine latérale et le nombre de structures ayant été déterminés,
nous appliquons la sélection aux 4 cystéines pour caractériser au mieux la protéine
a-Synucléine. La figure montre la reproduction des données apres sélection et la
carte de contacts associée. En accord avec les études précédentes [150], nous
constatons un contact entre la région N-terminale et la région C-terminale. Ce contact
pourrait protéger la partie NAC hydrophobique d’une exposition au solvant et inhiberait
ainsi l'agrégation et la formation de fibrille.
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FIGURE 6.7 — Rayon de giration moyen et x> actif et passif en fonction du nombre de structures.
Evolution du rayon de giration moyen R (a), de la reproduction passive (b) et active (c) des données PRE
apres sélection par ASTEROIDS en fonction du nombre de structures dans I'ensemble.

Information locale et information a longue distance
Philosophie générale

La compréhension des parametres RMN est fondamentale pour caractériser cor-
rectement les protéines désordonnées par description par ensemble. Jusqu'ici, pour
déterminer des ensembles représentatifs de 1'état déplié, nous avons utilisé séparément
les PREs et les CDRs dans une approche utilisant conjointement FLEXIBLE-MECCANO et
AsTEROIDS. Une approche combinant les couplages dipolaires résiduels et la relaxation
paramagnétique semble un point essentiel a mettre en place pour acquérir une meilleure
compréhension de 'état déplié. Avant cette étape, nous cherchons a identifier les im-
plications de changements biophysiques sur les parametres RMN et les corrélations
potentielles entre l'information locale et a longue portée. En effet, nous distinguons
deux types d’informations :

Une distinction essentielle

- L'information locale, c’est-a-dire 1’échantillonnage conformationnel des résidus.

- L'information a longue portée, la présence de contact a moyenne ou longue portée
au sein de la protéine.

La relaxation paramagnétique est fonction de la distance électron-spin et est donc
particulierement sensible a I'information a moyenne et longue portée. Elle permet de dé-
terminer un ensemble de contraintes de distance entre la position effective de 'électron
non apparié et I’ensemble des protons amides de la protéine. Les couplages dipolaires
résiduels sont extrémement sensibles a 1’échantillonnage local des résidus. Par ailleurs,
nous avons présenté en section ?? le formalisme de la ligne de base traduisant les effets
a longue portée au sein de la protéine. La compréhension du role de ces parametres en
fonction des caractéristiques biophysiques est primordiale pour réaliser toute descrip-
tion par ensemble. Nous allons introduire des biais dans la description random-coil afin
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FIGURE 6.8 — Reproduction des données expérimentales 1/Iy avec Asteroids et carte de contacts
associée. (1-d) données expérimentales en rouge et données issues de la sélection avec ASTEROIDS en bleu
pour les positions de cystéines suivantes : (a) A18C, (b) A76C, (c) A90C and (d) A140C. La carte de
contact (e) indique un contact entre la région C-terminale et N-terminale.
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d’étudier l'influence, soit d’un contact, soit des structures transitoires hélicoidales, sur
les parametres RMN de 1’ensemble.

Présence d’un contact

Nous commengons par étudier 1'influence d'un contact completement présent au
sein d'un ensemble. Les graphiques présentés sont volontairement denses en informa-
tion, ’objet de ce paragraphe étant d’insister sur les corrélations existantes ou non entre
les paramétres RMN ou caractéristiques étudiées.
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FIGURE 6.9 - Influence de la présence d'un contact entre la partie C-terminale et la région centrale
d’un ensemble polyvaline. Nous comparons un ensemble random-coil (en noir) avec I'ensemble incluant
le contact (en rouge). A gauche : sont présentés les parametres RMN avec les CDRs Dy et Dcapga (en
haut) et 6 profils de relaxation paramagnétique des cystéines 10, 20, 30, 50, 70, 90 (en bas). A droite : les
parametres biophysiques correspondants sont les populations d’angles diédres (en haut), la distribution du

rayon de giration (en haut a droite) et la carte de contact de I'ensemble normalisé avec le random-coil (en
bas).

11, 30C
° -
11, 50C

3
%

20

03
Hhh w\” 20 40 60 80 100

Sequence

11, 70C
1l 90C

La figure montre clairement la modification des profils des parametres RMN,
nous observons d'une part pour les CDRs Dypy et D« un amoindrissement de la ligne
de base entre les deux contacts. Concernant les caractéristiques biophysiques : nous
avons évidemment une diminution des distances moyennes de 1’ensemble et de la distri-
bution de rayon de giration mais surtout la figure a droite ne montre aucun changement
notable concernant la distribution des angles (¢,i) dans 1'espace de Ramachandran.
Ainsi, l'ajout d'un contact n’implique pas de biais dans 1’espace conformationnel en
favorisant une orientation privilégiée.
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Non corrélation de I'information a longue portée sur 1'information locale

La présence de contacts a longue portée n’influence pas 1’échantillonnage confor-
mationnel des protéines. En théorie, il existe évidemment une modification de
I’échantillonnage pour chaque structure mais l'espace conformationnel accessible
étant si vaste qu’il n’est pas possible de détecter cette modification en moyenne sur
I'ensemble.

Les profils de la relaxation paramagnétique de 1’ensemble random-coil sont ca-
ractéristiques d’une protéine dépliée. Nous observons une diminution de l'intensité
uniquement autour de la cystéine, cette diminution d’intensité traduit la proximité
entre 1'électron de la chaine latérale MTSL et le spin nucléaire du proton des différents
résidus. Dans le cas d'un contact, en raison d’une proximité accrue entre les deux
régions le définissant, les profils de relaxation de I’ensemble (en rouge) se caractérisent
par une diminution de l'intensité dans ces régions (figure [6.9). Ainsi, les profils de
relaxation situés dans la partie N terminale de la protéine sont nettement plus faibles, et
ceci, méme loin de la région environnante des cystéines. La carte de contact permet de
visualiser clairement le contact, c’est-a-dire la contraction de 1’ensemble entre la région
N-terminale et le domaine central de la protéine.

L’absence de corrélation entre la présence de contact et I’échantillonnage conforma-
tionnel augmente la dégénérescence des solutions lors de sélection de sous-ensembles.
Considérant une protéine possédant un contact, cherchant a reproduire uniquement
la valeur du couplage dipolaire résiduel Dyp, ASTEROIDS risque d’introduire un biais
dans I"échantillonnage local pour reproduire au mieux les données bien qu’en réalité la
modulation soit due a la présence d’interaction a longue portée, I'ensemble résultant
de la sélection n’aura donc pas les mémes caractéristiques. Pour une telle approche, il
semble donc essentiel de combiner les Dy avec des parametres RMN supplémentaires
tels que les PREs pour lever la dégénérescence. La combinaison de plusieurs jeux de
CDRs peut aussi venir a bout de ce probleme mais l'interprétation du résultat est plus
délicate dans ce cas, la combinaison de plusieurs parametres RMN permet de bien
différencier I'information.

Présence d’une structure secondaire

Nous souhaitons maintenant analyser la présence d’ordre résiduel symbolisé par 4
hélices coopératives tres présentes : trois de propension de 75% et une de 33% de la
séquence échantillonnent spécifiquement la région aR.

Présentées en figure nous observons une forte modification du profil des CDRs
en raison la présence d’ordre résiduel au niveau des hélices, les Dyg sont positifs et
les Dceape oscillent. La distribution des angles diedres en forme de créneaux montre
clairement une augmentation locale de 1’échantillonnage de la région aR.

Utilisant comme référence un ensemble random-coil, les profils de la relaxation pa-
ramagnétique sont légerement modifiés, principalement aux alentours des cystéines.
Nous observons des variations traduisant une contraction des distances de 1’ensemble
au niveau des hélices et une légere extension dans les autres régions. Nous ne notons
pas de modifications des distances moyennes a longue portée, cette information est
corroborée par la carte de contact et le distribution du rayon de giration. La présence
de structures secondaires ne peut impliquer de contacts a longue portée mais peut
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FIGURE 6.10 — Influence de la présence de 4 hélices transitoires de propension 75% sur un ensemble
polyvaline. Nous comparons un ensemble random-coil (en noir) avec 'ensemble incluant les hélices (en
rouge) situées en position 12 — 20, 45 — 53, 72 — 82, 90 — 94. A droite, sont présentées les parametres
RMN avec les CDRs Dy et Deape (en haut) et 6 profils 1/1y des cystéines 10, 20, 30, 50, 70, 90 (plus
bas). A gauche, les parametres biophysiques correspondants sont les populations d’angles diedres (en haut),
la distribution du rayon de giration (en haut a droite) et la carte de contact de I'ensemble normalisé avec
le random-coil (en bas).

modifier localement les distances moyennes de I'ensemble, une hélice « impliquera une
légere contraction de I'ensemble tandis qu'une hélice PPII une légere extension.

Influence de I’échantillonnage locale : cas expérimental

Comme exposée, la présence d'un échantillonnage spécifique peut influencer le
profil des PRE. Les différences dépendront du nombre de motifs, de leur longueur et
de leur propension. Pour pouvoir visualiser ces changements, ils doivent avoir lieu a
proximité de la cystéine, autrement la moyenne en %6 ne permet pas de modification
notable des distances de l'ensemble. A titre d’exemple, la cystéine 50 de l'exemple
précédent affiche un profil plus bas en raison de 'hélice située en 45-53, ce qui n’est pas

le cas pour la cystéine 30.

Pour illustrer cet effet sur des données expérimentales, nous utilisons des résultats
du chapitre [5 réalisés sur la protéine K18. Pour information, K18 ne possede pas de
contact spécifique et peut étre considérée comme une protéine completement dépliée.
Nous déterminons de "échantillonnage conformationnel en combinant les déplacements
Bee 13CB 13¢! BN 1HN et les couplages dipolaires résiduels Dyy dans une sélection
avec ASTEROIDS et constatons 1’obtention de conformations plus étendues (notamment
dans la région 250-265). Nous calculons alors le profil de relaxation correspondant
en utilisant les temps de corrélation précédents et une chaine latérale dynamique,
le profil de relaxation d'un ensemble random-coil et comparons ces jeux de données
aux données expérimentales afin de corréler ces informations. L'ensemble comprenant
I’échantillonnage conformationnel issu de la sélection reproduit mieux les données PRE.
Notamment, le profil des PRE de la cystéine 280C est nettement plus en accord autour
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FIGURE 6.11 — Influence de l'échantillonnage local sur les profils 1/1y de la protéine K18. Les
données expérimentales correspondantes aux 4 cystéines en position A260C, 291C, 322C et A354C sont
en rouge. La simulation random-coil est en bleu, la simulation en cyan utilise une base de données d’angles
(¢,¢) issue d'une sélection avec ASTEROIDS.

des résidus environnant la cystéine.

La détermination de I"échantillonnage conformationnel de la protéine permet d’amé-
liorer la reproduction des données de relaxation paramagnétique, I’assomption contraire
n’étant cependant pas valide. Pour la cystéine numéro 322C, nous observons une dimi-
nution du profit d'intensité autour du résidu 270 non pris en compte par 1’échantillon-
nage local. Il existe possiblement un repliement tres localisé entre la région 265 — 275 et
la région 310 — 320. Pour ce cas, seule 1'utilisation des PRE lors de sélection permettra
de reproduire ces données d’ou1 la nécessité de combiner I'ensemble des données RMN
pour obtenir une description précise et quantitative des protéines désordonnées.

L'introduction d’ordre a longue portée modifie les CDRs des protéines désor-
données

FLEXIBLE-MECCANO permet non seulement d’analyser et d’interpréter les données
expérimentales mais aussi de prédire I'influence des caractéristiques biophysiques sur
les parametres RMN. Nous allons donc dans cette partie étudier 1'influence des contacts
sur les profils des couplages dipolaires résiduels et en particulier de la ligne de base.
Cette approche nécessite évidemment une confrontation avec des données expérimen-
tales mais offre dans un premier temps un moyen rapide d’étudier les interactions
existant au sein des PIDs.

La figure montre les effets liés a la présence d’ordre a longue portée sur le
profil des CDRs pour une séquence arbitraire de 100 acides aminés. Nous constatons
un déplacement de la courbe entre les deux régions définissant le contact. Ce décalage
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FIGURE 6.12 — Profil de CDRs Dy et Dceapge simulés en présence de contacts a longue portée
pour une séquence arbitraire de 100 résidus. a) Profil des CDRs calculés sur 100000 structures en
I'absence de contacts spécifiques. (b-g) Profils des CDRs calculés sur 100000 structures en présence de
contacts définis par les régionsietj: (b)) i=1-20,j=41—-60;(c)i=1-20,j=61—-80;(d)i=
1-20,7=81—-100;()i=21—-40,j=61—-80;(f) i=21—-40,j=81—-100;(g)i=41—-60,] =
81 — 100. Le trait rouge situé sur chaque cadre indique la position des régions définissant le contact.

dépend de la position du contact : plus les régions définissant le contact sont proches,
plus ce décalage est important, et réciproquement. Comme précédemment expliqué,
I’échantillonnage conformationnel de la protéine ne semble pas modifié par la présence
de contacts.

Nous réitérons le calcul avec une séquence polyvaline afin de supprimer I'échan-
tillonnage local et d’afficher les lignes de bases correspondantes (figure [6.12). Pour
I'ensemble random-coil, nous retrouvons la ligne de base connue défini par un cosinus
hyperbolique, les autres courbes incluant un contact sont modulées, nous observons un
amoindrissement de la ligne de base entre les deux régions définissant le contact. L'ajout
de fonctions gaussiennes a la fonction cosinus permet en premiére approximation de
reproduire correctement les modulations de la ligne de base (se référer a la section [6.1.9]

et a I'équation [6.4).

Pour valider 1'utilisation de la fenétre glissante en présence de contact, nous calcu-
lons parallelement les valeurs des couplages dipolaires Dyy et Dcape pour un ensemble
possédant un contact entre la région 41 — 60 et la région 81 — 100, nous utilisons d"une
part le tenseur d’alignement global sur un ensemble de 100000 structures de maniére a
faire converger les CDRs, et d’autre part une fenétre glissante de 15 résidus sur un en-
semble de 200 structures combinée a la ligne de base paramétrée. La figure présente
les courbes associées aux deux méthodes de calcul et leur parfaite superposition valide
la méthode.
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FIGURE 6.13 — Profil de CDRs Dy et Dcape simulés en présence de contacts a longue portée
pour une séquence polyvaline de 100 résidus. Les données simulées calculées sur 100000 structures
sont en noir, la paramétrisation associée en rouge issue de I'équation (a) Profil des CDRs en I'absence
de contacts spécifiques. (b-g) Profils des CDRs en présence de contacts définis par les régionsietj: (b)i=
1-20,j=41-60;(c)i=1-20,j=61—-80,(d)i=1-20,7=81—-100;(e)i=21—-40,j=61—80;
(i=21—-40,j=81—-100; (g)i=41—60,j=81—100. Le trait rouge situé sur chaque cadre indique
la position des régions définissant le contact.
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FIGURE 6.14 — Utilisation combinée de la ligne de base et de la fenétre glissante pour calculer les
CDRs en présence d'interaction a longue portée. (a) Calcul analytique de la ligne de base possédant un
contact entre les positions 50 et 90. (b) CDRs calculés sur 200 structures en utilisant la fenétre glissante.
(c) Multiplication de la ligne de base (a) par les CDRs locaux de (b) (en rouge), le tout comparé aux profils
des CDRs calculés sur un ensemble de 100000 structures en utilisant le tenseur d’alignement global et
incluant des contacts spécifiques entre les régions 41 — 60 et 81 — 100 (en noir).
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La fenétre glissante fonctionne en présence de contact

La présence d’ordre résiduel a longue portée ne modifie pas I’échantillonnage confor-
mationnel. Combinant le calcul des CDRs avec la fenétre glissante et la paramétrisa-
tion de la ligne de base, nous pouvons reproduire avec 200 structures le profil des
CDRs calculés en utilisant un tenseur d’alignement global, et ceci, méme en présence
d’ordre a longue portée.

6.2.5 Utilisation combinée de jeux de données simulées PRE et CDRs

Nous allons dans cette partie combiner les données PRE et CDRs, nous choisissons
cependant de ne pas sélectionner conjointement ces parametres avec ASTEROIDS. La
sélection de sous-ensembles étant particulierement délicate et pouvant mener a des so-
lutions incorrectes, nous préférons introduire plusieurs étapes permettant une analyse
de chaque résultat obtenu. Le protocole utilisé sera le suivant :

1 Nous sélectionnons avec ASTEROIDS un sous-ensemble reproduisant les données
PRE.

2 Nous localisons la position du contact en analysant la distribution des distances
moyennes 2C*-13C* du sous-ensemble.

3 Nous calculons la ligne de base correspondante avec le formalisme préalablement
introduit a 1’équation [6.4]

4 Nous combinons cette ligne de base avec les CDRs calculés avec la fenétre glis-
sante sur un ensemble random-coil pour une validation croisée de ces derniers.
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FIGURE 6.15 — Utilisation de données simulées en combinant les CDRs et les PREs. Les PREs
sont utilisés pour déterminer les contacts a longue portée (figure [6.3). (a) CDRs calculés avec la fenétre
glissante (en noir), ligne de base paramétrée avec un contact entre les régions 11-20 et 61-70 (en bleu)
ou un contact entre les régions 41-50 et 81-90 (en rouge). Comparaison des CDRs calculés avec les deux
approches : un tenseur d’alignement global (en noir) et la fenétre glissante multipliée par la ligne de base
pour le contact 45-85 (en rouge, en b) et pour le contact 15-65 (en bleu, en c).

Nous effectuons tout d’abord deux tests in-silico sur deux ensembles de référence,
I"'un possédant un contact entre les régions 11 — 20 et 61 — 70 et I'autre entre les régions
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41-50 et 81-90 (figure . La figure montre la validation croisée des CDRs, la reproduc-
tion des couplages Dyp est tres bonne. L'utilisation des PRE pour localiser le contact
combiné aux calculs des CDRs avec la ligne de base paramétrée et la fenétre glissante
apparait comme une méthode robuste pour caractériser les PIDs.

Utilisation combinée de jeux de données expérimentaux PRE et CDRs de la
protéine a-Synucléine

Le protocole précédent est appliqué aux données expérimentales de la protéine
a-Synucléine. La position du contact est issue de la carte de contact déterminée avec
AsterOIDS (figure [6.8). Nous utilisons ensuite 200 structures pour estimer les valeurs
des CDRs en utilisant la fenétre glissante qui sont multipliées par la ligne de base
prenant en compte la position du contact.
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FIGURE 6.16 — Analyse combinée des CDRs et de la PRE en utilisant Asteroids. Comparaison des
CDRs Dnp expérimentaux avec ceux obtenus en utilisant conjointement la fenétre glissante et la ligne de
base paramétrée en tenant compte du contact déterminé des PREs. (a) CDRs Dy expérimental (en bleu)
et issu d'un ensemble random-coil de FLEXIBLE-MECCANO (en rouge). (b) CDRs calculé avec la fenétre
glissante (en rouge) et ligne de base paramétrée en tenant compte du contact déterminé des PREs (en noir).
(c) Combinaison des deux courbes du cadre (b) (en rouge) comparé aux CDRs expérimentales Dy (en
bleu).

La combinaison de la fenétre glissante et de la ligne de base offre une meilleure
reproduction des couplages dipolaires résiduels Dyy avec un RMSD égal a 0.52 com-
paré aux cas random-coil de FLEXIBLE-MEccaNoO pour lequel le RMSD vaut 0.72. Les
extrémités de la protéine sont nettement mieux reproduites (figure [6.16).

Ce résultat est fondamental & de nombreux niveaux : d’une part, il valide 1’existence
de contact a longue portée au sein des PIDs, ces contacts a longue portée peuvent
étre détectés avec les PREs et les CDRs, d’autre part, les prédictions effectuées avec
FLEXIBLE-MECCANO concernant la modulation de la ligne de base sont correctes. Il
est alors possible d’analyser conjointement ces données dans un protocole utilisant
FLEXIBLE-MECCANO et ASTEROIDS afin d’identifier les caractéristiques de la protéine.
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CONCLUSION DU CHAPITRE

La relaxation paramagnétique permet de caractériser la présence d’ordre a longue
portée au sein des protéines intrinsequement désordonnées. Nous avons appliqué la
description par ensemble sous contraintes en sélectionnant avec 1’algorithme génétique
ASTEROIDS un ensemble reproduisant les données de relaxation paramagnétique. Nous
avions préalablement testé le protocole sur des données simulées en présence de contact
et vérifié la reproduction des données et des caractéristiques physiques de I’ensemble :
la distribution des distances moyennes et la distribution du rayon de giration. Nous
avons ainsi détecté la présence d’un contact entre la région N-terminale et la région
C-terminale sur les données PRE expérimentales de a-Synucléine. Parallelement, nous
avons étudié I'influence des interactions a longue portée sur les couplages dipolaires ré-
siduels c’est-a-dire sur la ligne de base. Nous avons intégré la présence de contact dans
la formalisme présenté aux chapitres [ combinant la fenétre glissante et la ligne de base
pour calculer les couplages dipolaires simulés et reproduire les données expérimentales
Dyp. Cette approche est la premiére combinant les CDRs et les PREs pour caractériser
les propriétés des protéines désordonnées, elles exploitent la sensibilité des parametres
RMN a l'information locale et I'information a longue distance.

Les perspectives de ce chapitre sont nombreuses, il faut d'une part combiner de
nouveaux parametres RMN avec la relaxation paramagnétique, 1'incorporation des
déplacements chimiques et des couplages dipolaires résiduels étant la prochaine étape.
La sélection de structures en combinant directement les CDRs et les PREs nécessite le
calcul d"une ligne de base pour chaque structure qui sera alors moyennée sur 1’ensemble
et multiplié par la valeur des couplages dipolaires résiduels calculés avec la fenétre glis-
sante (et aussi moyennés sur 'ensemble) pour reproduire les données expérimentales.



UNE DESCRIPTION STRUCTURALE DE LA
PROTEINE TAU

LA protéine Tau est une des plus longues protéines intrinsequement désordonnées
étudiées par RMN a ce jour. L'étude de cette protéine est tout aussi importante
d’un point de vue méthodologique que d'un point de vue biologique. Cette protéine
présente dans les neurones est notamment connue dans sa forme pathogene comme un
des marqueurs clés de la maladie d”Alzheimer. Ce chapitre est divisé en 3 parties dans
lesquelles nous caractériserons plusieurs formes de la protéine Tau.

La premiere partie commencera par une présentation des mécanismes aboutissant a
la mort neuronale dans le cadre de la maladie d’Alzheimer afin de mettre en perspective
le role de cette protéine. Nous présenterons ensuite les travaux passés pour obtenir une
description moléculaire de la protéine dans son état physiologique.

Dans une seconde partie, utilisant la relaxation paramagnétique, nous identifierons
un contact a longue portée présent a la fois dans la forme native et dans une forme
pseudophosphorylée. Nous insisterons sur la méthode et les validations croisées effec-
tuées pour s’assurer de la robustesse de la description.

Dans un dernier temps, nous appliquerons le protocole du chapitre [5| pour carac-
tériser I"échantillonnage conformationnel de la protéine Tau native, nous effectuerons
alors une série de validations croisées pour estimer la précision de notre approche. L'ap-
proche présentée montrera en particulier comment il est possible d’utiliser la sensibilité
et I'interconnectivité des parametres RMN sur un systéme complexe comme la protéine
Tau.






7.1. Contexte

7.1  CONTEXTE

7.1.1 Enjeux et motivations

Introduction extrait du rapport "World Alzheimer Report 2011" :

- La démence est un syndrome [...] qui affecte la mémoire, le raisonnement, le com-
portement et la capacité d’effectuer les activités de la vie quotidienne. La maladie
d’Alzheimer représente la forme de démence la plus répandue. Les autres formes
comprennent la démence vasculaire, la démence a corps de Lewy et la démence
frontotemporale.

- La démence affecte surtout les personnes agées, bien qu’elle puisse apparaitre
avant 65 ans, apres cet age, la probabilité de développer une démence double tous
les cinq ans environ.

- Dans le Rapport mondial Alzheimer de 2009, Alzheimer’s Disease International
estimait qu’en 2010, 35.6 millions de personnes vivaient avec une démence dans
le monde, et ce chiffre passera a 65.7 millions en 2030 et 115.4 millions en 2050.

- La démence a des conséquences au niveau émotionnel, financier et social pour les
personnes atteintes, leurs familles et leurs amis. Une bonne compréhension des
cotits sociaux de la démence, de leur impact sur les familles, le systéme de santé,
la société et les gouvernements pourrait contribuer a résoudre ce probleme.

7.1.2 La maladie d’Alzheimer

"La maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative incurable du tissu
cérébral qui entraine la perte progressive et irréversible des fonctions mentales et no-
tamment de la mémoire." Elle fut initialement décrite par le médecin allemand Alois
Alzheimer (1864-1915). Les causes exactes de la maladie d’Alzheimer restent encore mal
connues.

Les deux types de 1ésions

Le cerveau du patient est victime d'un double processus de dégénérescence et
d’inflammation, caractérisé par deux types de lésions locales :

- Les plaques amyloides

- Les enchevétrements neurofibrillaires

Ces lésions locales se diffusent dans le cerveau et entrainent une perte progressive
des facultés cognitives. A I'heure actuelle, le diagnostic de la maladie repose sur une
évaluation détaillée des facultés cognitives du patient. Cependant, seule 1’autopsie avec
la mise en évidence des différentes lésions au sein du cerveau permet de diagnostiquer
avec certitude la maladie d’Alzheimer. Ce diagnostic repose sur un examen anatomo-
pathologique du cerveau en étudiant la topologie et la progression des lésions considé-
rées. En effet, des études post-mortem ont montré une corrélation entre la propagation
des lésions au sein du cerveau et la perte progressive des facultés cognitives. Ces études
ont permis a la communauté médicale de proposer un modele résumant la maladie en
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FIGURE 7.1 — Propagation des lésions dans le cerveau. Les Iésions se propagent des régions inférieures
vers les régions dites primaires, qui recoivent les informations sensorielles ou motrices. La figure extraite

de [152]]

10 stades présentés en figure[7.1} Historiquement, la communauté scientifique s’est prin-
cipalement focalisée sur 1’étude des plaques amyloides comme marqueurs de la maladie
d’Alzheimer. Courant des années 1990, au vu des travaux effectués dans ce domaine, la
communauté médicale a révisé ces critéres en incluant aussi la dégénérescence neurofi-
brillaire dans le diagnostic de la maladie. Le modele actuel de la maladie suggere une
forte corrélation entre les deux processus menant a la formation des deux agrégats :
plaques amyloides et enchevétrements neurofibrillaires.

Les plaques amyloides

Les plaques amyloides sont dues a 'agrégation de la protéine B-amyloides a 1'exté-
rieur des cellules neuronales. Ces plaques ont été identifiées comme des marqueurs de
la maladie d’Alzheimer. Les études concernant 1’agrégation en fibrilles de la protéine
B-amyoides sont d’actualité en RMN, nous indiquons a titre d’indicatif quelques publi-
cations récentes [59} 60] mais nous ne développerons pas ce sujet plus amplement, nous
nous focaliserons sur la protéine Tau et les enchevétrements neurofibrillaires.

Les enchevétrements neurofibrillaires

La dégénérescence neurofibrillaire est marquée par la présence d’enchevétrements
tibrillaires. Le composant majeur de ces derniers est la protéine Tau. Cette protéine est
abondamment présente dans les neurones et tres soluble, elle participe notamment a
la stabilisation des microtubules[] On n’ignore encore les mécanismes déclenchant la
pathogénicité de la protéine mais il a été mis en évidence les caractéristiques suivantes :
la protéine Tau devient hyperphosphorylée et agrégée sous forme d’enchevétrements
fibrillaires insolubles. La contribution de cette protéine sous sa forme pathogene a la
mort des cellules neuronales est suffisamment significative pour souligner la nécessité
de comprendre en détail le role de cette protéine dans sa forme physiologique et par la
suite déterminer les mécanismes pouvant mener a 1’agrégation [[16].

Les mécanismes aboutissant a 1a mort neuronale

La protéine Tau dans son état physiologique participe a la stabilisation des micro-
tubules au sein des neurones en agissant sur la polymérisation ou la dépolymérisation
de ces derniers. La protéine interagit avec la tubuline et favorise la polymérisation de

1. Les microtubules sont des fibres constitutives du cytosquelette de la cellule
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la tubuline en microtubule. Ce mécanisme est régulé par phosphorylation. Notons que
la phosphorylation de Tau agit sur la régulation de 1’assemblage des microtubules mais
aussi sur la croissance des neurites et le transport au sein des axones.

Dans son état physiologique, dans un neurone, il existe un juste équilibre entre
les mécanismes de phosphorylation et de déphosphorylation de la protéine Tau. Bien
qu’étant encore inconnus, un facteur, ou de multiples facteurs, peuvent rompre cet
équilibre et favoriser I’hyperphosphorylation de la protéine. Cela se traduit par la perte
de ses fonctions biologiques. De maniére générale, plus la protéine Tau est phospho-
rylée, moins elle agit avec le microtubule. Un excés de phosphorylation peut méme
déstabiliser le microtubule. Les protéines Tau hyperphosphylées s’agregent progressi-
vement sous forme de filaments pathologenes qui deviennent eux-mémes ce que 1'on
appelle des enchevétrements fibrillaires, ces derniers contribuent a la mort des neurones

(23, 24} 29].

La chronologie exacte des ces événements reste hypothétique, cependant des cher-
cheurs ont pu simultanément observer 1'accumulation progressive de protéines Tau
sous forme de filaments pathogenes et d’autre part I’hyperphophorylation de ces pro-
téines. L'étude des mécanismes de phosphorylation est particulierement délicate car
la protéine Tau contient de nombreux sites de phosphorylation. On compte ainsi 85
résidus potentiellement phosphorylisables (45 serines, 35 thréonines et 5 tyrosines).
Tout I'enjeu consiste alors a identifier le role de chaque site et les kinases associées afin
de comprendre le mécanisme global.

Vers une approche thérapeutique

Les perspectives thérapeutiques se sont récemment focalisées sur la régulation de
la phosphorylation de la protéine Tau. L’hypothese triviale étant qu’en régulant, i.e.
diminuant, la phosphorylation de la protéine il serait possible de ralentir la propagation
de maladie. Cette piste est cependant discutable, une inhibition complete de la phos-
phorylation pourrait aussi avoir des conséquences néfastes sur le fonctionnement du
neurone.

Le premier point consiste a identifier les sites de phosphorylation actifs et les kinases
associées. Ces derniéres peuvent étre divisées en deux groupes :

- Les kinases qui phosphorylent les motifs Ser-Pro et Thr-Pro. Cela comprend la
Glycogen Synthase Kinase-3-Beta (GSK3B), la Cyclin-dependent Kinase 5 (CDK5) et
des kinases activées par un stress tel que la c-Jun N-terminal kinase (JNK) et les
kinases de la famille p38 mitogen-activated kinase.

- Les sites Sérines et Thréonines non suivis d"une Proline. Cela inclus les protéines
kinases A (PKA) et C (PKC), et les kinases calcium calmodulin-dependent kinase II
(CaM kinases II) [153].

De nombreux sites ont pu étre identifiés (figure mais il faut supposer l'existence
de sites de phosphorylation supplémentaires dans les conditions physiologiques du
cerveau humain par rapport a ceux présents lors d’étude post-mortem car la protéine
Tau extraite d’une biopsie de tissu devient rapidement déphosphorylée aprés excision.
Les sites de phosphorylation de Tau dans le cerveau semblent avoir un cycle rapide de
processus de phosphorylation et déphosphorylation.

Différentes stratégies thérapeutiques sont envisagées : les plus nombreuses
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FIGURE 7.2 — Les sites potentiels de phosphorylation de la protéine Tau. Il existe 80 sites potentiels
de phosphorylation (Ser ou Thr) sur la protéine Tau. Certains sont des sites dits "normaux” de phospho-
rylation reconnus par des anticorps anti-tau dépendant de la phosphorylation. La phosphorylation réqule
les interactions avec les microtubules. Notamment, les sites reconnus par I'anticorps 12€8 sont cruciaux
dans la liaison de Tau aux microtubules. Les sites dits "pathologiques” sont ceux de la phosphorylation
anormale des protéines Tau qui caractérisent les tauopathies. Trois ont été identifiés et reconnus par les
anticorps AT100, PHF-27/TG3 et AP422/988. La numérotation des acides aminés reconnus est celle de
Uisoforme la plus longue (441 acides aminés). Figure extraite de [T57].

consistent a inhiber indépendamment des kinases spécifiques afin de bloquer le pro-
cessus de cascade qui implique la phosphorylation. L’hypothese sous-jacente étant
I'existence d’une hiérarchie des différentes kinases, certaines kinases pourraient avoir
un role primordial dans ce processus. Il a ainsi été mis en évidence le role prépondérant
de CDK1 qui agit sur CDK5 qui agit a son tour sur la kinase GSK3B. Ces modéles n’ont
cependant pas la possibilité d’étre validés in vivo. Une stratégie alternative a I'inhibition
spécifique d’une kinase serait de cibler une multitude de kinases afin de faire diminuer
le niveau de phosphorylation.

7.1.7 Séquence de la protéine Tau

Du point de vue de la séquence, Tau se divise en 4 domaines :
- La domaine N-terminal (résidus 1 a 150) possede 0, 1, ou 2 exons (0N, 1N, 2N).

- Le domaine riche en Proline (résidus 150 a 240) et positivement chargé contrdlant
indirectement 'association de Tau aux microtubules via des processus de phos-
phorylation.

- Le domaine d’appariement de Tau aux microtubules (résidus 240 a 370) formés
de 3 ou 4 régions (3R, 4R) de 13 ou 14 acides aminés possédant des séquences
trés similaires. Ces régions sont par ailleurs séparées par un motif caractéristique
Pro-Gly-Gly-Gly.

- Le domaine C-terminal (résidus 370 a 440) contenant des régions acides et ba-
siques qui controle indirectement 'appariement de Tau aux microtubules via des
processus de phosphorylation

Dans le systéme nerveux humain, Tau est présente sous six isoformes qui different
par l'inclusion d’exons prés de I’extrémité N-terminale et la présence de trois ou quatre
régions identiques correspondant aux zones d’interaction avec le microtubule dans la
moitié de l'extrémité C-terminale de Tau. Ces isoformes sont communément appelés
3RON, 3R1N, 3R2N, 4RON, 4R1N et 4R2N la nomenclature correspondant aux nombres



7.1. Contexte

de régions présentes. Il convient de noter que Tau contient cinq acides aminés (Glycine,
Lysine, Proline, Serine et Thréonine) représentant la moitié de sa séquence.

7.1.8 Un résumé des mécanismes connus
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FIGURE 7.3 — Schéma récapitulatif des mécanismes associés a Tau. La dynamique des microtubules
(équilibre tubuline-microtubules) est assurée par I'échange entre les formes de Tau peu ou non phosphory-
lées et les formes phosphorylées. Figure extraite de [T54].

Dans un neurone, la dynamique des microtubules (équilibre tubuline-microtubules)
est assurée par 1’échange entre les formes de Tau peu ou non phosphorylées et les formes
phosphorylées. Les protéines Tau présentent donc une immunoréactivité différente pour
les anticorps décrits sur la figure précédente selon son degré de phosphorylation. Dans
un neurone en dégénérescence neurofibrillaire, il y a hyperphosphorylation et ou phos-
phorylation anormale des six isoformes de protéine Tau et augmentation de 1'immu-
noréactivité des protéines tau pour certains anticorps et/ou apparition de nouveaux
épitopes (reconnus par exemple par les anticorps AT100) (figure [7.3).
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7.2

7.2.1

7.2.2

DESCRIPTION MOLECULAIRE DE LA PROTEINE TAU

Attribution de la protéine

La protéine Tau est une des plus longues protéines désordonnées étudiées a ce jour.
Une étude dite structurale ne peut donc étre réalisée par diffraction aux rayons X, il est
nécessaire de recourir a la RMN ou au SAXS afin d’obtenir une description a l’échelle
atomique de cette protéine.

Les difficultés rencontrées sont nombreuses, le premier enjeu est l'attribution d"une
protéine de 441 acides aminés dont cinq acides aminés représentent environ la moitié
de la séquence complete. Cette attribution a été progressivement réalisée en étudiant
des troncatures de la protéine Tau : K18 (allant du résidu 243 au résidu 370) et K32
(allant du résidu 201 au résidu 395). Ces troncatures, comprises au niveau du domaine
d’interaction de la protéine Tau avec les microtubules, ont été attribuées sans ambi-
guité a l'exception pres des motifs 270PGGG273, 301PGGG3O4, 332PGGG33’5, 364 pGG G367
délimitant respectivement les répétions R1, R2, R3, R4. D’autres stratégies, comme 1"uti-
lisation de séquence hétéronucléaire a cinq ou sept dimensions [155], ont été appliquées
sur deux isoformes de Tau : hTau23 (352 acides aminés), hTau24 (383 acides aminés) et
ont permis d’attribuer l'isoforme le plus long hTau40 avec un ratio de 93% de résidus
attribués dans des conditions expérimentales de 25°C et de pH 6.0.

Information provenant des déplacements chimiques secondaires

L'analyse des déplacements chimiques secondaires confirme la nature désordonnée
de la protéine Tau. On distingue cependant quelques régions transitoirement structu-
rées :

- Nous identifions deux régions échantillonnant la région hélicoidale : le motif
YMLEDEAAGHVT'? situé entre 'exone 2 et la région riche en Proline P2 et le
motif 8 LADEVSASLA situé dans I'extrémité C-terminale. L'analyse quanti-
tative des déplacements chimiques secondaires 13C*%, 13C’ suggere respectivement
une propension de 18% et 25% de population hélicoidale (Les déplacements chi-
miques secondaires de Tau complet seront affichés en figure[7.14]).

- Nous notons la présence de motifs PPII dans la région des répétitions. Ces motifs
sont dans la littérature identifiés comme des feuillets B cependant 1’étude de
I’échantillonnage local de la construction K18 au chapitre [5] invalide ce résul-
tat : nous avons montré qu’ils échantillonnaient la région PPII. Nous pouvons
identifier trois régions situées respectivement dans les répétitions R2, R3, R4 :
le motif 2°VQIINK?, le motif 3®VQIVYK?'! et le motif ***QVEVKSEKLD3*.
L'analyse quantitative des déplacements chimiques *C* indique des populations
respectives de 22%, 25% et 19% pour les résidus *°VQIINK?, 3%y Qrvyk31,
336QVEVKSEKLD345 [145]. Nous pouvons noter que ces régions R1, R2, R3, R4
sont séparées par des motifs PGGG présentés plus haut qui délimitent I’extension
des motifs PPIL

Concernant ces derniers motifs, 1’analyse quantitative des déplacements chimiques
13C" ou I'analyse conjointe des déplacements chimique 3C* et '3C’ confirme les valeurs
précédemment énoncées, et ceci, pour deux températures de mesures différentes (a 5
ou 25°C). Comme le montre la figure ces déplacements secondaires sont faibles i.e.
proches des valeurs random-coil mais reproduits quelle que soit la construction de Tau
étudiée.
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FIGURE 7.4 — CDRs Dypg et déplacements chimiques 3C* et 1°N de K18, K32 et htaud0. Nous
tracons htaud0 en gris, K32 en bleu, K18 en vert avec en haut les CDRs Dyy suivi des déplacements
chimiques secondaires 3C* et 1> N en bas. Un facteur multiplicatif est utilisé pour ajuster les CDRs.

Information provenant des couplages dipolaires résiduels

Dans un deuxiéme temps, nous nous intéressons aux CDRs Dyy mesurés sur les
troncatures suivantes : K18, K32 et sur l'isoforme de Tau le plus long hTau40. Les
valeurs majoritairement négatives traduisent la flexibilité du squelette d'une protéine
désordonnée. La valeur des couplages est plus négative dans les régions ayant une plus
forte propension pour les motifs PPII (figure [7.4).

Nous pouvons noter par ailleurs la présence de 4 motifs homologues 2*>LK?*,
2851,6285 31516316 3461 K347 possédant des couplages positifs. Cette inversion de signe
des CDRs dans les protéines désordonnées est caractéristique de conformations échan-
tillonnant des boucles ou la région hélicoidale. La figure compare les CDRs Dyy
des constructions K18, K32 et htau40. Comme précédemment mentionnés pour les
déplacements chimiques, les mesures sont similaires exception faite des effets liés aux
lignes de base.

Afin d’étudier plus en détail 1’échantillonnage conformationnel du domaine d’ap-
pariement de Tau aux microtubules en s’appuyant sur la signature des CDRs, deux
approches ont été retenues : la premieére approche repose sur une description par
ensemble de la protéine. Apres création d’un ensemble de structure avec le logiciel
FLEXIBLE-MECCANO, nous calculons pour chaque structure les valeurs des CDRs qui
sont ensuite moyennées sur 1’ensemble. Les valeurs simulées sont alors ajustées aux
valeurs expérimentales a I'aide d'un facteur multiplicatif. Les différences entre les deux
jeux de données traduisent les différences structurales non prises en compte par le
modeéle random-coil. La figure montre que ces différences sont localisées dans les
régions identifiées auparavant : au niveau des boucles et des motifs PPII.

Réalisée en 2007, une étude approfondie du lien entre 1’échantillonnage conforma-
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tionnel et la valeur des couplages résiduels dipolaires au niveau des boucles met en
évidence I'impossibilité d’extraire I’échantillonnage conformationnel local de la protéine
en se basant uniquement sur le couplage Dypy. La dynamique moléculaire accélérée a
donc été utilisée pour déterminer 1’échantillonnage conformationnel reproduisant les
données expérimentales [74]. Une comparaison entre 1’échantillonnage obtenu et celui
issu de la description par ensemble montre de fortes similitudes dans leur distribution
a quelques exceptions pres. L'utilisation de cet échantillonnage comme base de données
dans FLEXIBLE-MECCANO reproduit correctement les données expérimentales. Cela tra-
duit non seulement le bon caractere conformationnel mais aussi la bonne propension
des conformations transitoirement structurées créées dans 1’ensemble. Cette étude pré-
liminaire combinant description par ensemble et dynamique moléculaire confirme les
hypothéses structurales faites sur la protéine Tau.

Information provenant de la relaxation paramagnétique

Une étude est menée en 2009 pour caractériser le repliement et I'agrégation po-
tentielle de la protéine Tau a partir de la relaxation paramagnétique. La protéine Tau
posséde deux cystéines (C291 et C322) qui permettent 1’attachement d"un radical MTSL.
Pour attacher des chaines latérales MTSL supplémentaires et obtenir de plus amples
informations, cinq mutations d’Alanine en Cystéine furent réalisées. Les positions rete-
nues étaient : A15C, A72C au niveau de 'extrémité N-terminale, A239C dans la région
riche en Proline, et A384C et A416C au niveau de l'extrémité C-terminale. Les auteurs
noterent une diminution des profils d’intensités indiquant la présence d’un contact a
longue-portée entre la région N-terminale et la région centrale de la protéine Tau dans
son état natif.

Une premiere description par ensemble comprenant des données PRE fut ensuite
réalisée en utilisant le programme X-PLOR. 2288 contraintes de distances furent uti-
lisées dans une description comprenant 10 et 30 structures par ensemble [156]. Les
caractéristiques biophysiques des ensembles comme le rayon de giration (65 A) étaient
dans la gamme proposée par des données issues de diffraction par rayon X aux petits
angles ??. Cette étude préliminaire offre une source d’information substantielle sur les
interactions a longue portée de la protéine Tau mais doit cependant étre approfondie
par une validation des protocoles utilisés lors de la description par ensemble.

Durant cette partie nous nous focaliserons sur la méthode et les validations effec-
tuées permettant de garantir la fiabilité de la description par ensemble. Le modéle doit
répondre aux points suivants : le nombre de structures a utiliser, la validité du modéle
physique, la stabilité de l'algorithme, la prise en compte de l'erreur expérimentale et
I'influence de 1’échantillonnage conformationnel sur la détermination d’un ensemble
issu de contraintes a moyenne et longue distance.

MATERIEL ET METHODES

Modélisation de la dynamique de la chaine latérale dans Flexible-Meccano

La dynamique de la chaine latérale MTSL a été calculée en échantillonnant 600
conformations pour chaque cystéine. La flexibilité de la chaine latérale est calculée en
utilisant une sphére de rayon variable comme présentée en section La largeur de
raie du proton utilisé pour le calcul de I'intensité vaut 4 Hz (équation [2.14).
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7.4. Résultats

Sélection d’ensembles avec Asteroids

Le processus de sélection est identique a celui utilisé pour la protéine a-Synucléine.
4000 itérations sont effectuées avec 50 individus. 30000 structures sont créées pour gé-
nérer le pool. Concernant le calcul du x3zg, le poids est identique pour chacune des
cystéines.

Données expérimentales

Les données expérimentales ont été mesurées par Stefan Bibow. Les données com-
prennent onze jeux de données provenant de la mutation d’alanine en cystéine : A15C,
A72C, A125C, A178C, A239C, V256C, 322C, S352C, A384C, et S416C ainsi que le double
jeu comprenant les deux cystéines natives de Tau : 291C et 322C.

Deux formes de la protéine Tau sont étudiées : la forme native nommée Wt , la forme
pseudo-phosphorylée nommée Emut, réalisée en mutant les acides aminés suivants en
acide glutamique : S199E, S202E, T205E, T212E, S214E, S396E, S404E. Les épitopes
mutées correspondent aux épitopes spécifiques de la forme hyperphosphorylée de la
protéine déterminée par immunoréactivité.

Nous disposons aussi pour la forme native des déplacements chimiques '3C¥, 13C#,
B¢’ 15N et 1HN, des CDRs Dyp. Les CDRs sont mesurés a 5°C. Les déplacements
chimiques sont mesurés a 5°C et 25°C, en concordance avec les bases de données de
SPARTA, nous référengons nos spectres sur ceux mesurés a 25°C.

Données simulées

Différents jeux de données simulées seront utilisés dans ce chapitre. Le premier
concerne 'ajout d’un bruit gaussien aux données issues de la sélection. Il est réalisé
a partir de la marge d’erreur des données expérimentales qui est alors la largeur a
mi-hauteur du bruit gaussien.

La derniere partie combinant 'ensemble des parametres RMN nécessite la réalisa-
tion de plusieurs simulations incluant soit la base de données random-coil soit la base
de données d’angles diedres issue de sélections selon les déplacements chimiques avec
le logiciel AsTEROIDS. Pour chacune, les couplages dipolaires résiduels sont calculés
en utilisant le tenseur d’alignement global sur des ensembles de 150000 structures
afin d’assurer la convergence. Lors des validations croisées de ces derniers, un facteur
d’ajustement est optimisé de maniere a reproduire au mieux les données expérimen-
tales. Par ailleurs, les PRE sont calculés d’apres le formalisme du Chapitre [f] avec un
temps de corrélation global de 5 ns et un temps de corrélation interne de 500 ps.

RESULTATS

Nous allons appliquer le protocole de sélection aux données PRE de la forme na-
tive et pseudo-phosphorylée de la protéine Tau. Avant cela nous devons répondre a
plusieurs points : le premier concerne l'influence de la dynamique de la chaine la-
térale MTSL sur les profils d’intensité, le second le nombre de structures nécessaires
pour caractériser correctement la protéine Tau en utilisant des données de relaxation
paramagnétique. Nous testerons la reproduction des données par validation croisée
puis la reproduction de 1’échantillonnage conformationnel et afin I'influence du bruit
expérimentale, qui sera simulé par un bruit gaussien, sur la présence de contacts a
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longue portée. A 'issu de ces tests, nous appliquerons notre approche aux deux formes
de la protéine Tau.

La deuxieme partie de cette section concerne la caractérisation de ’échantillonnage
conformationnel de la protéine Tau selon les déplacements chimiques. Nous serons
alors en mesure d’analyser les structurations transitoires de la protéine et regarderons
I’'amélioration de la reproduction des autres parameétres RMN mesurés : les couplages
dipolaires Dy et la relaxation paramagnétique.

7.4.1 Influence de la dynamique de la chaine latérale
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FIGURE 7.5 — Influence de la flexibilité de la chaine latérale MTSL sur les profils 1/1y. Nous avons
cing degrés de flexibilité allant d'une chaine latérale faiblement dynamique Ry,qx/10 (en jaune) a une
chaine latérale dynamique 10Ryax/10 (en gris). Les données expérimentales sont tracées en rouges. Les
cadres correspondent aux cystéines : A15C, A72C, A125C. Ryayx est la distance maximale électron-spin

présenté en section

Afin d’étudier la dynamique de la chaine latérale et son impact sur la reproduction
des données, nous restreignons progressivement le rayon de la sphére dans laquelle la
chaine latérale peut échantillonner ses conformations et calculons les rapports d’inten-
sité correspondants. Les profils d’intensité expérimentaux et simulés sont affichés en
figure Concernant les données expérimentales, nous constatons quelques disparités
entre les différentes cystéines : le profil d'intensité de la cystéine A72C est tres étroit,
celui de A125C est tres étendu et asymétrique. Cela est probablement du a un échan-
tillonnage local spécifique. Au vu des données simulées, la dynamique de la chaine
latérale, n’influence les profils d’intensité qu’a proximité de la cystéine, au-dela 30
résidus nous n’observons pas de changement. Par conséquent, la caractérisation d’un
contact a longue porté comme celui présent dans la région 150-225 n’est pas influencée
par la dynamique de la chaine latérale MTSL.

Bien que l'influence de 1’échantillonnage local ne soit pas négligeable, ce dernier ne
peut modifier la reproduction des profils de PRE qu’aux alentours de la cystéine. Par



7.4. Résultats

conséquent le choix le plus adapté aux données et en accord avec le chapitre |§| est le
modele avec le plus de dynamique[]

7.4.2 Détermination du nombre de structures par validation croisée

Afin de déterminer le nombre de structures nécessaires, nous réalisons une série
de sélections d’ensembles comprenant de 25 a 500 structures. Un des jeux de données
correspondant a un tag paramagnétique est exclu de la sélection, c’est-a-dire, nous in-
cluons dix jeux de données sur onze lors de la sélection, le jeu de données non incluse,
ou passive, est utilisé comme validation croisée.
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FIGURE 7.6 — Reproduction des données actives et passives : X, et validations croisées des cys-
téines 322C et A384C. 9 sélections indépendantes sont réalisées pour chaque taille. A gauche sont af-
fichés, I'évolution du x>, 7 moyen (en haut), du Xfmssi £ moyen(en bas) et des écarts type respectifs en

fonction du nombre de structures inclues dans la sélection. A droite sont affichées les validations croisées
correspondantes pour un ensemble de 200 structures sélectionnées avec ASTEROIDS (en bleu). Les données
expérimentales sont en rouge.

La figure montre 1'évolution du x? actif et passif en fonction du nombre de
structures. Apres une variation rapide pour les ensembles de petite taille, les valeurs
se stabilisent a partir de 150 structures a la fois pour le x? actif et le x> passif. Nous
choisissons dutiliser un ensemble de 200 structures en accord avec les résultats des cha-
pitres précédents et pour garder un nombre de parameétres restreints pour caractériser
I’ensemble.

Les validations croisées d'un sous-ensemble de 200 structures de la cystéine 322C
et A384C sont aussi affichées en figure La reproduction des données est tres satis-
faisante : les profils correspondent a ceux mesurés autour de la chaine latérale, pour la
région N-terminale nous détectons bien la présence d"un contact pour la cystéine 322C.
Pour la cystéine A384C la modulation du profil dans la région N-terminale ne semble

2. Dans la troisiéme partie du chapitre, nous justifierons ce choix : apreés prise en compte de 1’échan-
tillonnage local de la protéine Tau, la meilleure reproduction des profils I/Iy nécessitera aussi une chaine
latérale hautement flexible.
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pas détectable. Ce désaccord s’explique par la nature plus éloignée du contact observé
avec la cystéine A384C qui ne peut étre completement reproduit a partir des contraintes
des autres cystéines. Nous devons souligner que nous caractérisons une protéine de
441 acides aminés avec 11 cystéines espacées régulierement sur la séquence. Ce jeu de
données est conséquent et a nécessité un lourd travail d’expression de protéines et de
spectroscopie RMN, cependant des calculs in-silico ont montré la nécessité d’inclure
un nombre de cystéines encore plus important pour pouvoir caractériser précisément
I'ensemble des contacts a tres longue portée (supérieurs a 300 résidus) transitoirement
présents au sein d’une protéine de cette taille.
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FIGURE 7.7 — Validation croisée de la cystéine 322C en fonction du nombre de structures incluses
dans la sélection. Les sélections sont réalisées avec ASTEROIDS, huit répétitions sont effectuées et tracées
en couleur. Les données expérimentales sont en gris. La reproduction de contacts a longue portée nécessite
au moins 100 structures.

La figure montre l’évolution de la reproduction des données de la validation
croisée du mutant 322C en fonction du nombre de structures. dans chaque cas huit
répétitions sont effectuées de maniere a caractériser la convergence de 1’approche. Les
ensembles contenant trop peu de structures, de 10 a 100, ne reproduisent ni la présence
de contact a longue portée : nous n’observons pas de diminution de l'intensité dans la
région C-terminale, ni le profil d’intensité caractéristique environnant la cystéine : la
reproduction de l'intensité du voisinage de la cystéine est tres variable d"une sélection
a l'autre. Nous pouvons en conclure que 'utilisation d’un nombre trop faible de struc-
tures ne permet pas de moyenner correctement les données et aboutit a une mauvaise
description de la protéine. Un ensemble contenant 200 structures permet de reproduire
les données actives et passives.
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La validation croisée

La principale difficulté lors d"une telle description consiste a éviter ce qu’on appelle
le sur-ajustement (overfitting) ou le sous-ajustement (underfitting). Pour cela 'utili-
sation de validation croisée permet de visualiser rapidement 1’adéquation avec le
modeéle choisi.

Dans notre cas, la similarité entre la reproduction de données incluses dans la
sélection et de données issue de validation croisée montre que notre description ne
contredit pas les données mesurées. Ces simulations permettent en particulier de
déterminer le nombre de structures nécessaires dans 1’ensemble.
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FIGURE 7.8 — Cartes de contacts issus de sélections avec Asteroids incluant ou non la cystéine
322C. Chaque carte de contacts comprend huit répétitions qui sont normalisées avec un ensemble random-
coil. La carte de contact a gauche provient de sélection avec toutes les cystéines, la carte de contacts a droite
ne contient pas la cystéine 322C.

La reproduction des données n’est cependant pas suffisante pour valider une des-
cription par ensemble, la forte dégénérescence des données nécessite la comparaison
des parametres biophysiques. La figure [7.8| présente les cartes de contact des ensembles
sélectionnés, soit en incluant I’ensemble des données, soit en excluant le jeu de données
correspondant a la cystéine 322C. Le fait d’enlever environ 10% des données n’influence
pas la reproduction des distances moyennes de I'ensemble. La similitude entre les deux
cartes est flagrante et la présence d’ordre a longue portée entre la région N-terminale et
le centre de la protéine ne peut pas étre remise en cause.

Pour évaluer le niveau de bruit lors de la validation croisée, nous comparons en
figure la différence entre 1'utilisation du jeu de données 322C en tant que donnée
active ou en tant que donnée passive, et ceci, pour huit sélections différentes de maniere
a vérifier de nouveau si le nombre de structures est suffisant et si la réponse fournie par
ASTEROIDS est stable. Nous notons une tres bonne reproduction des données dans les
deux cas. Nous allons maintenant pouvoir appliquer notre protocole a 1’ensemble des
données expérimentales pour caractériser notre systeme.
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FIGURE 7.9 — Reproduction des données associées a la cystéine 322C dans le cas actif ou passif.
Si inclus dans la sélection, nous obtenons les courbes en haut, si les données sont passives, c’est-a-dire en
validation croisée, les données sont (en bas). Les couleurs vives correspondent a huit répétitions indépen-
dantes issues des sélections avec ASTEROIDS, les données expérimentales sont en gris.

Application aux données complétes de la forme native et pseudo-
phosphorylée

Le protocole est appliqué aux jeux de données complets de la forme native et
pseudo-phosphorylée en sélectionnant 200 structures pour chaque jeu de données. Les
figures[7.10| et montrent respectivement la reproduction des données des onze tags
paramagnethues de la forme native et de la forme pseudo-phosphorylée. La reproduc-
tion des profils /Iy est excellente dans les deux cas.
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FIGURE 7.10 — Profils 1/1y des 11 cystéines de la forme native a l'issu de la sélection avec As-
teroids. Les données expérimentales (en rouge), et les données issues de la sélection (en bleu) pour les
cystéines suivantes : A15C, A72C A125C, A178C, A239C, A256C, 291C-322C, 322C, A384C, A416C.
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FIGURE 7.11 — Profils 1/1j des 11 cystéines de la forme pseudo-phosphorylée a lissu de la sélec-
tion avec Asteroids. Les données expérimentales (en rouge), et les données issues de la sélection (en bleu)
pour les cystéines suivantes : A15C, A72C A125C, A178C, A239C, A256C, 291C-322C, 322C, A384C,
A416C.
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La figure montre les cartes de contacts de la forme native et de la forme pseudo-
phosphorylée résultante de la sélection des ensembles avec ASTEROIDS [157].
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FIGURE 7.12 — Carte de contacts de la forme native et pseudo-phosphorylée de Tau. Les cartes de
contacts sont chacune calculées a partir de huit sélections indépendantes réalisées avec ASTEROIDS puis
normalisées par rapport a l'ensemble random-coil correspondant.

Native vs phosphorylée

La forme native posseéde un contact a longue portée entre la région N-terminale
[1 : 80] et la région centrale de la protéine [160 : 240]. Nous notons une légere
extension de I'ensemble dans la région 225 — 350 ainsi qu'une légere contraction de
I'ensemble dans la partie N-terminale. La forme pseudo-phosphorylée possede ces
mémes caractéristiques mais le contact a longue portée est nettement moins marqué.

La pseudo-phosphorylation modifie la distribution de charge de la protéine Tau et
diminue l'ordre résiduel a longue portée existant dans la structure native. La région
centrale de Tau est globalement positivement chargée, a 1'opposition de la partie C-
terminale et la partie contenant les 120 premiers résidus du N-terminale qui présentent
un exces de charge négative. L'introduction de 5 acides glutamiques dans la région
199 — 214 change completement la distribution de charge de la région riche en proline
nommée P2. L'altération des propriétés électrostatiques est due a une diminution de
lI'interaction coulombienne entre le région P2 et 1'extrémité N-terminale positivement
chargée.

Sensibilité aux imprécisions expérimentales

La présence de bruit gaussien n’influence pas les caractéristiques majeures obte-
nues : de légeres modulations des distances moyennes entre résidus sont observées
mais la figure montre la méme caractérisation des formes natives Wt et pseudo-
phosphorylée Em en présence ou non de données cibles bruitées.

Avant propos

Nous allons par la suite appliquer I'ensemble des méthodes présentées afin de
caractériser le plus précisément possible la protéine Tau. Nous souhaitons combiner
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FIGURE 7.13 — Carte de contact apres perturbation des données cibles avec un bruit gaussien.
Nous avons en haut la forme native (a)(b) et en bas la forme pseudo-phosphorylée (c)(d). Les cartes de
contact sont issues de sélections réalisées avec ASTEROIDS soit avec les données cibles standard (a gauche),
soit des données cibles perturbées avec un bruit gaussien de largeur 0.016 (a droite).

dans notre approche le maximum de parametres RMN disponibles. La solution la
plus simple consiste vraisemblablement a reproduire conjointement 1’ensemble de ces
données lors de la sélection d'un ensemble de structures. Dans un premier temps, nous
n’envisagerons pas cette solution, nous souhaitons proposer une méthode alternative a
ce qui est généralement suggéré : nous allons étudier 'interconnectivité des données.
Nous chercherons a chaque étape a souligner la rigueur de l'approche en insistant
notamment sur I'importance de la validation croisée.

Philosophie de I’approche

N

Nous avons pu a plusieurs reprises souligner le point suivant : la reproduction
des données ne garantit pas forcément la validité de 'approche. En particulier lors
des sélections, la forte dégénérescence du systéme ne peut pas toujours étre levée en
raison du nombre de données expérimentales disponibles. Ainsi, au lieu de chercher a
déterminer le meilleur ensemble reproduisant les données apres sélection, nous allons
déterminer une par une les caractéristiques de I'ensemble puis regarder leur influence
sur la reproduction des autres données expérimentales. Nous utiliserons a chaque fois
comme référence un ensemble random-coil.
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L'approche suggérée

L’'approche que nous suggérons consiste plutot a réaliser un minimum d’hypotheses
sur 'ensemble qui permettent de reproduire 1’ensemble des données. Une fois
ce point acquis, il est alors possible et convénient de sélectionner un ensemble
reproduisant tous les parametres RMN disponibles afin d’approcher au mieux les
caractéristiques de la protéine étudiée.

Nous commencerons par déterminer 1’échantillonnage conformationnel de la pro-
téine Tau native, pour cela nous sélections un sous-ensemble a partir des données Bca,
13k, 137, 15N et 'HN selon le protocole présenté au chapitre |5} Pour déterminer la vé-
racité de cette solution, deux validations sont réalisées : la validation croisée des CDRs
Dyp et la validation croisée des PREs. Les CDRs étant sensibles a 1’échantillonnage
local de la protéine, nous devons étre en mesure de reproduire les couplages dipolaires
Dnp. Le second cas est plus subtil, I'échantillonnage local modifiant ponctuellement le
profil de la relaxation paramagnétique, nous attendons a proximité de la cystéine une
amélioration de la reproduction des données.

Détermination de 1’échantillonnage conformationnel de Tau

La détermination de 1’échantillonnage conformationnel de la protéine Tau reprend
les protocoles présentés précédemment pour la protéine Ny,;;, K18. Cing itérations sont
effectuées, pour chacune 5*200 structures sont sélectionnées puis utilisées pour recréer
une nouvelle base de données d’angle diedres et générer 18000 structures pour une
nouvelle sélection.

La reproduction des déplacements chimiques en figure est tres bonne, nous
montrons I"échantillonnage conformationnel correspondant en figure Pour plus de
lisibilité, la population est moyennée sur résidus i, i — 1 et i 4 1, et ceci, pour chaque
cadre. Nous lissons donc légerement les spécificités de la séquence pour visualiser plus
clairement les modifications conformationnelles. Nous sommes en mesure d’identifier
les caractéristiques de Tau mentionnées dans les précédentes publications [145) [74) [156] :

en gris : La région d’appariement de la protéine aux microtubules se distingue
par la présence d'une suite de résidus échantillonnant en moyenne jusqu’a 50%
la région BP. Nous citons notamment les résidus 25NVKSKI?0, 275VQI INK280,
306y QIVYK3! et 3¢ QVEVKSEKLD3.

en vert : Les boucles entre ces motifs sont présentes en position 2531 K254 2851 G285

3157,6316 et 36 K347 et échantillonnent jusqu’a 50% la région aR.

en bleu: Nous notons la présence de deux hélices transitoires de propen-
sion de 60% et et 70% situés respectivement dans la partie N-terminale en
position "LEDEAAGHVT'® et dans lextrémité C-terminale en position
* ADEVSASLAXXX*0,

en rose : Le domaine riche en Proline échantillonne fortement la région BP entre les
résidus '>TPPAPKTPPSSGEPPKS™! et ** PSLPTPPTREPKKVAVVRTPPKSP*®.
Cette augmentation de la population dans la région BP est tres significative pour
les Prolines et les résidus précédents les Prolines.
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7.4.8

en jaune : Nous observons ainsi un role plus prépondérant de la région BP pour
certains motifs de la partie N-terminale de la protéine Tau

Les logiciels SPARTA et SPARTA+ ont été utilisés en paralléle et apportent des conclu-
sions similaires de maniére analogue aux protéines Ny,; et K18 (se référer a la section

F32let 531).

Validation croisée des données PRE

N

Nous cherchons dans ce paragraphe a analyser l'influence de l’échantillonnage
conformationnel sur les profils de relaxation paramagnétique. N’incorporant aucune
information a longue distance lors de la validation croisée, nous ne pouvons pas re-
produire les profils I/l éloignés des cystéines. Nous pouvons par ailleurs étudier
I'incorporation de la distribution d’angles (¢,§) extraite de la sélection avec les déplace-
ments chimiques sur les profils de relaxation a proximité de la chaine latérale MTSL.

Exposés en figure les profils de relaxation sont mieux reproduits en prenant
en compte I"échantillonnage spécifique de la protéine Tau. Cette amélioration est néan-
moins relative a la région considérée :

- Le profil des cystéines A15C et A416C présentes aux extrémités de la chaine prin-
cipale est faiblement modifié étant donnée la flexibilité inhérente a ces régions.

- Nous notons une nette amélioration de la reproduction des cystéines suivantes :
A72C, A178C, A239C, A256C, A291C-A322C et A322C. La région riche en Proline
et la région des répétitions étant majoritairement échantillonnées dans la région
BP, nous sommes un présence d'un ensemble localement plus étendu, cette nou-
velle distribution de distances est favorable a la reproduction des profils des PRE.
Nous soulignons en particulier le cas des cystéines A239C, A256C, A322C qui
apparaissent clairement en accord avec ces considérations.

- Le dernier point concerne la cystéine A125C qui n’est pas influencée par la pré-
sence de 1'hélice en position 113-120 et les 3 cystéines A352C, A384C et A416C
légerement moins en accord par rapport a l'ensemble random-coil. La présence
de I'hélice en position 428-439 ne modifie pas nettement les profils qui sont plus
sensibles aux résidus précédents échantillonnant la région P : (368-380) (390-398)
(402-406). Pour ce cas, 'ensemble semble trop étendu, il semblerait qu’il existe bel
et bien un contact entre 1’'extrémité C-terminale et 1'hélice transitoire.

Concernant le dernier cas évoqué, une autre piste a étudier concerne la flexibilité
de la chaine latérale, une hypothese plausible consiste a diminuer la dynamique de la
chaine latérale MTSL de maniere a reproduire au mieux les données expérimentales.
La réponse pourrait ainsi inclure les deux précédentes hypothéses : la présence d'un
contact entre I'hélice et 1'extrémité C-terminale de la protéine aurait tendance a di-
minuer la flexibilité spatiale de la chaine latérale MTSL et aboutirait & une meilleure
reproduction des PRE aux alentours de la cystéine.
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7-4.9

7.4.10

Validation croisée des PREs

La connaissance de la distribution des angles diédres de notre ensemble permet
d’améliorer le profil des PRE simulés a proximité des cystéines situées dans le
domaine central de la protéine (A178C, A239C, A256C, 291C-322C et 322C). Cette
validation croisée confirme une nouvelle fois la qualité du protocole déterminant
I’échantillonnage conformationnel.

Etude de la flexibilité de la chaine latérale

La validation croisée des parameétres RMN est trés importante, elle permet d'une
part de s’assurer du bon déroulement de la sélection mais aussi d’identifier d’hypo-
théses a étudier. Ainsi, en échantillonnant plus souvent la région BP, la protéine Tau est
localement plus étendue. Ces mesures semblent en tres bon accord avec le profil des
PREs. Nous souhaitons maintenant incorporer ce résultat pour étudier la flexibilité de
la chaine latérale.

Le modele de dynamique de la chaine latérale a été présenté au chapitre [f] et
appliqué a la protéine a-Synucléine et a la protéine Tau au début du chapitre. Cette
simulation utilisait un ensemble random-coil avec une chaine latérale hautement dyna-
mique. Nous cherchons maintenant a évaluer si partant d"un échantillonnage spécifique
nous pouvons améliorer la reproduction des données en utilisant une chaine latérale
plus statique.

La figure montre la reproduction des données PRE en validation croisée, 1'uti-
lisation d’un échantillonnage local plus étendu améliore toujours la reproduction des
données. L'utilisation d'une chaine latérale légerement plus statique pourrait étre envi-
sagée pour les cystéines suivantes A352C, A384C, A416C, ou le profil de l'intensité est
légerement supérieur aux données prédites. Pour les autres cystéines, le cas hautement
dynamique reste préférable pour reproduite au mieux les données PRE. Notons que
le repliement partiel de la protéine peut influencer 'espace disponible de la chaine
latérale MTSL entre la partie C-terminale de la protéine et la région riche en Proline.
Il faudra ultérieurement prolonger cette étude en effectuant des validations croisées
afin de confirmer les hypothéses suggérées, nous pourrions ainsi effectuer ce calcul
pour plusieurs tailles d’ensemble et pour différentes cystéines passives dans la sélection
et tester si l'incorporation de l’échantillonnage conformationnel permet une meilleur
reproduction des données non incluses dans la sélection.

Comparaison des CDRs simulées et expérimentaux

Les CDRs sont a la fois sensibles a 1'information locale et & longue distance, nous
effectuons donc une validation croisée des couplages Dy mesurés sur la protéine Tau
entiére ainsi que sur la troncature K32.

Comparant les données simulées d'un ensemble random-coil avec les données ex-
périmentales de la protéine Tau, un des premiers points a souligner est la différence
d’amplitude entre les couplages expérimentaux de la région C-terminale et N-terminale.
La moyenne des couplages dipolaires résiduels vaut -1.3 Hz entre entre le résidu 1 et 150
et vaut -6.2 Hz entre les résidus 151 et 390. Les couplages dipolaires simulés adoptent
cependant une ligne de base uniforme, 1’échantillonnage conformationnel random-coil
ne fait pas apparaitre de telle différence, des lors ayant choisi un facteur d’ajustement
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FIGURE 7.17 — Validation croisée des profils 1/1y de la protéine Tau. Les données expérimentales sont
tracées en rouge. Nous comparons les profils issus d'un ensemble random-coil (en noir), avec les profils
issus d'un ensemble dont I'échantillonnage conformationnel provient de la sélection des déplacements
chimiques pour une chaine latérale plus (en gris) ou moins (en jaune) flexible.
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protéine K32 en utilisant un ensemble random-coil. Les données expérimentales sont affichées en
rouge, les données simulées en bleu.
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en accord avec la partie N-terminale, la partie C-terminale est moins bien reproduite. La
mesure des couplages Dypy est plus complete sur la troncature K32, nous les utilisons
comme repére en figure en bas. A l'exception des structures transitoires connues,
la reproduction des CDRs est enthousiasmante mais nécessite quelques améliorations
notamment au niveau des boucles ou des feuillets.

Les différences existantes dans la partie C-Terminale sont probablement dues a la
présence du contact pouvant induire une modulation de la ligne de base qui n’a pas jus-
qu’ici était pris en compte. Nous choisissons alors de calculer avec FLEXIBLE-MECCANO
de nouveaux ensembles en incorporant la position du contact déterminé en section 7.4.3}
Il est difficile de déterminer au résidu pres les limites des régions définissant le contact,
nous testons plusieurs interactions a longue portée en faisant varier la position des
domaines et la distance définissant le contact. Nous présenterons deux contacts définis
a1 5A par les régions suivantes [1 :75][150 :225] pour le premier et [1 :75][125 :200] pour
le second.

Exposée en figure la validation croisée des couplages dipolaires résiduels Dyy
comprenant les contacts préalablement définis reproduisent mieux les données expéri-
mentales, nous passons pour les données simulées d'un valeur moyenne de couplage
de -6.24 Hz a une valeur de -2.99 Hz. La modulation induite par la présence dune
interaction a longue portée entre la région riche en Proline et I'extrémité N-terminale
permet une reproduction du profil expérimental. La derniere étape consiste maintenant
a inclure 'ensemble des informations dans la description.

CONCLUSION DU CHAPITRE

Pour résumer, la protéine Tau a 1’état natif se définit par deux caractéristiques :

- la présence d’un contact a longue portée entre la région riche en Proline et 1'extré-
mité N-terminale

- des structurations locales transitoires avec un poids statistique plus important
dans la région BP pour 1’ensemble de la séquence, la présence de boucles dans le
domaine d’appariement et la présence de deux hélices transitoires.

Incorporant ’échantillonnage issu de la sélection des déplacements chimiques et un
contact spécifique entre la région N-terminale et la région centrale de la protéine nous
effectuons une nouvelle simulation avec FLEXIBLE-MECCANO en générant un ensemble
de 150000 structures et calculons les paramétres RMN associés.

Nous sommes en mesure de reproduire de fagon précise I'ensemble des données
expérimentales : la figure montre la reproduction des couplages Dypy de la partie
N-terminale et de cinq profils I/Iy. Les profils des données couplages dipolaires et de la
relaxation paramagnétique s’améliorent quantitativement dans les régions mentionnées
précédemment. Une parfaite reproduction des données PRE nécessiterait la présence de
plusieurs contacts transitoires au sein de 1’ensemble ou la sélection d’un ensemble de
structures en accord avec les données. Nous nous limitons a ce stade a une description
comportant un seul contact entre deux domaines qui, en premiére approximation,
reflete correctement les caractéristiques de la protéine Tau. Nous affichons deux carac-
téristiques biophysiques de ’ensemble : la carte de contact reflétant la distribution des
distances moyennes et la distribution des rayons de gyration (figure [7.20).
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FIGURE 7.19 — Comparaison des CDRs simulés et expérimentaux en incorporant ou non un
contact a longue portée entre deux domaines de la protéine Tau. Les données expérimentales sont
affichées en rouge, les données simulées en noir. Trois régimes sont présentés (de haut en bas) : le cas
random-coil, un contact entre les régions [1 :75][150 :225] et un contact entre les régions [1 :75][125 :200].
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A

FIGURE 7.20 — Reproduction des données apres incorporation de I’échantillonnage local et du
contact. Les couplages Dy de la partie C-terminale ainsi que les profils 1/1y des cystéines A15C,A72C,
A178C, A239C, A256C sont affichés, les données expérimentales sont en gris, les données de I'ensemble
random-coil sont en noir, les données issues de I’ensemble avec un contact et une base de données d’angles
diedres spécifiques sont en rouge. La distribution du rayon de giration et la carte de contact associé aux
ux ensembles sont aussi tracées.
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Ainsi, malgré l'existence de dégénérescence, nous sommes en mesure de proposer
un modele simple, et ceci, sans combiner directement les parametres RMN au sein
d’une sélection, Nous pouvons des lors envisager ce cas, en ajoutant par exemple un
pool préalablement construit avec les hypotheéses. La sélection d"un sous-ensemble nous
permettra alors d’affiner I’étude et de localiser de nouvelles caractéristiques.

Dans cette derniére étude, nous avons pu combiner I’ensemble de nos connaissances
concernant la description par ensemble pour caractériser une protéine désordonnée
de 441 résidus. Nous sommes maintenant en mesure d’analyser précisément a la fois
I'information locale et I'information a longue portée dans une description par ensemble.
Les protéines désordonnées présentent de nombreux degrés de liberté, la description par
ensemble sous contrainte est une méthode appropriée pour caractériser ces protéines.
Le seul pré-requis est la combinaison de plusieurs parametres RMN : les déplacements
chimiques sont tres sensibles a ’échantillonnage local mais ne refletent pas les interac-
tions a longue portée a 'opposé de la relaxation paramagnétique. Ainsi, la combinaison
de ces parametres permet d’identifier ’ensemble des caractéristiques physiques de ces
protéines. Un troisiéme parametre RMN est fondamental pour analyser et valider les
solutions recueillies : les CDRs. En effet, I'interaction dipole-dipodle directe est sensible a
la fois a I'information locale et a I'information a longue portée et fait ainsi d’elle un outil
puissant pour évaluer la consistance de 'approche, elle permet de vérifier simplement
si le modele proposé est en accord avec les données expérimentales. Nous disposons
maintenant de méthode robuste et sensible pour évaluer les propriétés physiques de ces
protéines hautement flexibles.



DEVELOPPEMENT DE L' APPLICATION
JavA FLEXIBLE-MECCANO

L’algorithme FLEXIBLE-MECCANO est un modele statistique utilisant une description
par ensemble de structures explicites pour décrire I'état deplié. Il a été développé
par le groupe Flexibilité et Dynamique des Protéines a I'Institut de Biologie Structurale,
la section présente 1'algorithme et ses applications. Dans 1’objectif d"une distribu-
tion du logiciel a la communauté RMN, nous avons incorporé le calcul des parametres
RMN puis intégré le programme dans une application Java basée sur Netbeans Platform.

‘a0 FlexibleMeccano 201203012225
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FIGURE 8.1 — Capture d’écran de I'application Flexible-Meccano. Simulations de la protéine -
Synucléine avec (en rouge) ou sans (en vert) contact entre la région N-terminale et C-terminale.

Ce projet de développement logiciel s’est déroulé de décembre 2010 a septembre
2012 en collaboration avec le Groupe Informatique Pour les Scientifiques du sud-est
(GIPSE) du Commissariat a I'Energie Atomique (CEA) de Grenoble représenté par
Celine CHARAVAY et Stéphane SEGUARD. L'objectif est de fournir une application
Java évolutive, distribuable sur Internet intégrant 1’application C FLEXIBLE-MECCANO et
proposant une interface graphique conviviale pour analyser les données des simulations
en comparaison avec les données expérimentales de 1'utilisateur.






8.1

8.1.1

8.1. Le projet

LE PROJET

Le besoin

L’algorithme FLEXIBLE-MECCANO a été développé pour générer un ensemble de
structures en échange traduisant la flexibilité des protéines désordonnées. Dans 1’objec-
tif d’une distribution du logiciel sur internet, nous avons ajouté le calcul des parametres
RMN suivants : les couplages dipolaires résiduels Dnn, Dcepe, Deica, Dergn, Dern,
la relaxation paramagnétique du proton, le couplage scalaire ®J. Des scripts SHELL
sont fournis pour calculer les déplacements chimiques avec le logiciel SPARTA et les
profils d’intensité SAXS avec le logiciel CrysoL. Les parametres RMN sont calculés pour
chaque structure générée et moyennés sur 1’ensemble. Le programme fournit aussi les
caractéristiques de I'ensemble comme le rayon de giration moyen, la carte des distances
moyennes entre résidus et I'information concernant 1’échantillonnage conformationnel
par acide aminé. Ce programme C est intégré dans une application Java proposant une
interface de travail divisée en trois axes :

- Le lancement de simulations en parallele.
- La mise en mémoire des données simulées et des jeux de données expérimentaux.

- La visualisation de résultats et en particulier la mise en place d"une interface gra-
phique permettant de naviguer rapidement entre les différents jeux de données

8.1.2 Les étapes du projet

8.1.3

Les étapes de ce projet comprennent :

La faisabilité : spécification des besoins.

L’élaboration : mise en place de 'architecture technique et fonctionnelle.

La fabrication : le développement, deux étudiants en Master ont grandement
contribué au travail de développement du produit : Fréderic BAUER de mars 2011
a aout 2011 et Madalina GHITA de mai 2012 a aout 2012.

La transition : mise en service. Une premiére version de FLEXIBLE-MECCANO a été
distribuée en mai 2012, une seconde version comportant le mode de visualisation
complet sera distribuée dés octobre 2012.

L'architecture logicielle

L’architecture logicielle, elle est organisée en 5 modules fonctionnels indépendants,
nous distinguons :

- Le module core comporte toutes les fonctionnalités communes aux autres mo-
dules.

- Le module simulation regroupe toutes les fonctionnalités correspondant au lan-
cement d'une simulation.
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- Le module dataSet permet la lecture de tous les de sorties de l’application C
FLEXIBLE-MECCANO, ces fichiers sont les parametres RMN ou les caractéristiques
des ensembles calculés.

- Le module visualisation correspond aux graphique et outils permettant de visua-
liser et comparer les parametres RMN.

- Le module gipse est le module fonctionnel et technique commun a toutes les
applications réalisées par 1'équipe GIPSE.

LE FONCTIONNEMENT DE L’APPLICATION FLEXIBLE-MECCANO

Nous allons par la suite brievement présenter le fonctionnement de 1’application.
Nous insisterons sur le structure de 'algorithme en C de FLEx1BLE-MECCANO, la commu-
nication entre ce dernier et ’application Java. L'interface a été développée de maniére a
intégrer facilement par la suite tout nouveau code développé au sein du groupe. L'ajout
de nouvelle fonctionnalité ne nécessitant pas de modification de ’application Java.

La communication entre l'interface Java et le code se fait par l'intermédiaire de
quatre fichiers texte :

info.txt : les instructions concernant les chemins des fichiers d’entrées et de sorties
et les calculs a effectuer (figure [8.2).

- sequence.txt : la séquence de la protéine et la présence de structures secondaires

locales (figure [8.3).

contacts.txt : les contacts présents au sein de la protéine.

phipsi.txt : la base de données d’angles (¢,1) de FLEXIBLE-MECCANO.

-
“ Number of Amino Acids 100 v
1 /home/ibslrmn/ozenns/flexiblemeccanc/simulations/simulation 130212 113531/Tnput/sequence. £xt

ile
no
/home/ibslrmn/ozenns/flexiblemsccanc/simulations/simulation 130212 113531/Input/contacts.txt

200
/home/ibslrmn/ozenne/flexiblem=sccano/simulations/simula tion 130212 113531
no

ves Spécification générale

yes

/home/ibslrmn/ozenne/flexiblemeccano/database/databass options/phi psi.txt

+" Number of Cysteines ¢ \
! cysteine Positions 10 20 40 50 I
: Dynamic ves Lo . . :
| Proson ves Spécification des paramétres ;
| Proton Fraguency 800 - . " 1
| Intensity ves derelaxation paramagnétique 1
| Intrinsie Linewidth Proton £.00 /l
\

/ Global_Tensor yes v

N_HN yes

a0 Spécification des couplages dipolaires
résiduels a calculer

ca Ha

FIGURE 8.2 — Fichier d’entrée des spécifications de la simulation. Ce fichier indique les chemins
de I'ensemble des fichiers d’entrées et de sorties de la simulation ainsi que les calculs effectués lors de la
simulation.
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(a): Format CSV

L

e 2 & 5 5

o 5 =

5 5 e e @ % S
@l 9T go0 & 0.00a0.00 §0.00 20.00
g 2 9 EFE @0 0.00 0.00 £0.00 0.00
£ 3 BD L0 0.00 0.00 0.00 0.00
o4 oK 2o 0.00 0.00 0.00 0.00
@ 5 &I Fo 0.00 0.00 0.00 0.00
E6 F s =0 0.00 0.00 0.00 0.00
Zz 7 R 99 0.00 0.00 0.00 0.00
8 A ©0 0.00 0.00 0.00 0.00
9 v 20 0.00 0.00 0.00 0.00
10 G 20 0.00 0.00 0.00 0.00
11 P 0 0.00 0.00 0.00 0.00
12 R 0 0.00 0.00 0.00 0.00
13 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00
14 A 0 0.00 0.00 0.00 0.00
15 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00
16 Vv 0 0.00 0.00 0.00 0.00

(b) : Format FASTA

|>DisProt| DPO0303| uniprot| PO2Z185| sp| MYG PHYCA|gi| 118595805 #1-153 #1-
153 #144-149 $#82-101 £100-118 $#86-94 #4£3-49 £36-42
VLSEGERCLVLHVWAKVEADVAGHGODILIRLFKSHPETLEKFDRFRHLKTEAEMKASED
LKKHGVTVL TALGAI LKKKGHHEAELKPLAQSHATKHKI PIKYLEFI SEATI IHVLHSRHP
GDFGADAQGAMNKALELFREDIAAKYKELGYDG

FIGURE 8.3 — Fichier d’entrée de la séquence au format CSV et au format FASTA. (a) : La format
CSV contient toute l'information pour modifier I'échantillonnage local de la protéine. (b) Format classique
d’un fichier FASTA, celui présenté est I'apo-myoglobine.

Pour chaque simulation, 1'utilisateur charge la séquence de la protéine en format
FASTA ou CSV. 1l peut ajouter un contact, i.e. une contrainte de distance, entre deux
régions de la protéine, il peut par ailleurs modifier 1"échantillonnage conformationnel
de chaque acide aminé. A titre exemple, il est possible d’échantillonner transitoirement
en région de I'espace Ramachandran spécifié par la position des angles diedres pour gé-
nérer une hélice «, un feuillet 5, une hélice « 319, une hélice PPII ou tout autre région de
I'espace Ramachandran inclut dans la base de donnée standard de FLExiBLE-MECCANO
(une hélice & et un contact transitoire sont imposés en figure [8.4). Ensuite, il spécifie le
nom de la simulation, le chemin du répertoire des fichiers de sortie, l'impression ou non
des structures en format PDB, les parametres RMN a calculer et les spécificités de ces
derniers. Des parametres par défaut adaptables sont fournis. L'utilisateur en répétant
cette opération qui prend 10 a 30 secondes peut alors lancer plusieurs simulations en

parallele (figure 8.5).
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FIGURE 8.4 — Spécifications des caractéristiques de la protéine. Chargement de la séquence, ajout
des structures secondaires et des contacts transitoires. Une hélice coopérative sera échantillonnée 50% du
temps entre les résidus 12 et 18. D’autre part, un contact de 15A sera imposé entre la région 5-15 et la
région 25-30, un curseur vert apparait pour chaque résidu concerné.
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8.2.2

8.2. Le fonctionnement de l’application FLEXIBLE-MECCANO

Simulations window | Output
SITHNeT | Date Progress Status Outputs Actions.
| name. | |
1 K18 g";”z'f Ot 0 Caliubation cf RDC%WQ' b | (g Generated files | | B8 Logs | | kel New Dasaser || € Delete |
Calculation of PRE avg. o
2 Alphasynuclein Mon; +Oet:201 L Generated files | | B Logs | | kel New Dataset || ¢ Delete
09:38 ™ { |
Mon, 1 Oct 2012 Calculation of conformers =
3 Ubiquitine 09-38 o0 | (g Generated files | | B Logs kel New DataSet || 3€ Delete |
Mon, 1 Oct 2012 Calculation of RDC avg. ‘_
y s
5 ACTR 09:43 10% f Cenerated files | | B8 Logs @® stop

FIGURE 8.5 — Lancement de 4 simulations avec Flexible-Meccano. Une barre d’écoulement indique
l'avancement de la simulation. Une fois terminée, la simulation apparait en vert, les données peuvent étre
sauvegardées ou supprimées. 1l est possible d'interrompre une simulation qui s’affichera alors en rouge.

Le module dataSet

Le nombre de données générées lors des simulations pouvant étre conséquent nous
proposons des outils pour sauvegarder et comparer les jeux de données entre eux et ceci
en limitant le nombre d’opérations a faire pour l'utilisateur. La mise en mémoire des
données se fait par l'intermédiaire de le module dataSet, 1'utilisateur peut sauvegarder
des données expérimentales ou des données provenant de simulations (figure [8.6).

Ce module gere la lecture de tous les fichiers texte contenant les valeurs des pa-
rametres RMN de chaque protéine. Ces valeurs sont soit issues d'une simulation soit
issues d'une expérience. Les valeurs simulées sont stockées dans plusieurs fichiers (un
pour chaque parametre RMN) avec pour chaque acide aminé la valeur moyenne du
parametre calculé sur ’ensemble des conformations. Pour les données expérimentales,
ces données doivent étre également stockées dans des fichiers par l'utilisateur. Les for-
mats étant similaires a ceci prét que les données expérimentales possedent une colonne
réservée a l'estimation de l'erreur expérimentale. Deux classes Java (entités) ont été
utilisées pour implémenter les concepts :

- dataSet : le jeu de données regroupe toutes les valeurs d'un ou de plusieurs pa-
rametres RMN. Ces valeurs sont issues soit d'une méme simulation, soit issues
d’une méme expérience.

- set of points : 'ensemble de points représente les valeurs d’'un parametre RMN. Un
dataSet est composé d'un ou de plusieurs ensembles de points. Pour un simulation
donnée, nous pouvons calculer plusieurs paramétres RMN.

Le module de visualisation

L'interface propose ensuite la création de visualisation d"un ensemble des graphiques
spécifiques aux observables mesurées ou simulées. Ainsi, l'utilisateur sélectionne les
jeux de données a comparer puis les parametres RMN ou biophysiques, si existants,
qu'il souhaite comparer (figure [8.7).

Il est possible de comparer de données simulées-simulées, simulées-expérimentales,
expérimentales-expérimentales, 1"utilisateur choisit le nombre de jeux de données qu’il
souhaite comparer, si ce nombre est égal a deux, le x* sera calculé pour chaque para-
metre et récapitulé dans un tableau.

Il est possible de modifier le facteur d’ajustement des couplages dipolaires résiduels,
d’afficher le 7(2 par résidu, d’afficher un curseur commun a toutes les fenétres, de
déplacer et redimensionner les fenétres, de changer les couleurs des jeux de données, de
modifier I'affichage des points en impulsions, de tracer ou non l'erreur expérimentale
(figure [8.8). L'interface propose I'impression des graphiques obtenus en format PDF ou
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FlexibleMeccano 201203012225
New [ N
!a:_) Simulstion & Nem Dataset Visaalisation

) Choose a color New DataSet
: [ Swatches | HSE | RCB |
@ | Swatches = HSB  RGB Create a DataSet
DataSet 1
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£
s Recent: —
= () Experimental
E
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u 7A
= =0 = WIOM, T -z s i § =
S (2 AlphaSynuclein 5 Choose a color )
09:38 \ /
= o Mon, 1 Oct 2012 alculation |
E |3 Ubiquitine 09-38
Mon, 1 Oct 2012 Calculation |
% AGTR 00:43
~ Help <Back ) ( Next> Finish )
P
2

FIGURE 8.6 — Mise en mémoire des données. Nous spécifions le type de données : expérimentales
ou simulées, le chemin du répertoire oit elles se trouvent, le nom du jeu de données et la couleur pour

affichage.

PNG (figure [8.9).
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FIGURE 8.7 — Création d’une visualisation. Nous sélectionnons les jeux de données a comparer, ces jeux
doivent étre préalablement mis en mémoire, puis nous choisissons les parametres RMN ou biophysiques
que nous souhaitons affichés.
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FIGURE 8.9 — Impression des graphiques obtenus en format pdf ou png. Nous regardons la distribu-
tion du rayon de giration de deux ensembles simulés de la protéine a-Synucléine.



INSTALLATION GUIDE FLEXIBLE MECCANO

A. SYSTEM REQUIREMENTS

e A recent version (version 6 or later) of Java Runtime Environment (JRE) available from
the JAVA site :

e http://www.oracle.com/technetwork/java/javase/downloads/jre-6u27- download-
440425.html

e Alinux or Mac OS X operating system (OS)

B. FLEXIBLE MECCANO INSTALLATION

e Give execution permission to the script flexiblemeccano linuxsh for linux or
FlexibleMeccano Installer.app for Mac OS X

e Execute the installation scripts

« In the installation screen, you will have to choose the installation directory. Keep in mind
that this directory contains the script uninstall.sh needed for a clean uninstall of
Flexible Meccano

e Follow the instructions in the installation wizard to finish the Flexible Meccano
installation

C. FLEXIBLE MECCANO EXECUTION
« Click on the Flexible Meccano shortcut generated by the installation step.

e The first time you execute Flexible Meccano you will have to choose your working
directory. This directory will contain a default value file, default database file and
the results of your simulations.

e You can now use Flexible Meccano. Some protein sequence examples (in CSV or
FASTA format) are provided in the Flexible Meccano archive you downloaded (in
the "Sequences" directory).

D. HOW TO DO A CLEAN UNINSTALL OF FLEXBLE MECCANO

IMPORTANT: Do not remove manually the installation directory because it will not cleanly
uninstall Flexible Meccano. Follow these steps to do a proper uninstall:

« Go to the installation directory defined in part B of this installation guide and execute the
uninstallation script uninstall.sh

e Check the checkbox to delete the /dev Flexible Meccano directory



E. INTERFACE FLEXIBLE--MECCANO WITH EXTERNAL PROGRAMS

Bash script is provided with the Flexible Meccano download package (Scripts directory) in
order to interface Flexible Meccano with external programs :

e SCCOMP : adds side chains to pdb files

e http://ignmtest.ccbb.pitt.edu/cgi-bin/sccomp/sccomp3.cgi

« SPARTA :calculates chemical shifts from pdb files (with side chains)
e http://spin.niddk.nih.gov/bax/software/SPARTA/index.html

« CRYSOL: calculates small angle scattering curves from pdb files (with side chains)

e http://www.embl-hamburg.de/biosaxs/crysol.html
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CONCLUSION DU CHAPITRE

Ce projet de développement logiciel est maintenant terminé, il a donné lieu a la
publication suivante [109]], la premiére version de FLEXIBLE-MECCANO a déja été télé-
chargée plus d’une centaine de fois en quelques mois, la version présentée et contenant
une architecture graphique plus compleéte sera distribuée trés prochainement. Le lo-
giciel est disponible pour Unix et Mac sur le site de I'Institut de Biologie Structurale
a l'adresse suivante http ://www.ibs.fr/science-213/scientificoutput/software/flexible-
meccano/ avec instructions et exemples. Les applications futures concernent 1'ajout de
nouveaux parameétres RMN comme la relaxation paramagnétique de I'azote °N ou du
carbone 3C’ ainsi que 'incorporation de domaines repliés lors de la génération de struc-
tures sont en cours et donneront lieu a de nouvelles options.






CONCLUSION GENERALE

Les protéines intrinsequement désordonnées ou protéines dépourvues de structure
tridimensionnelle & I’état natif, sont devenues en quelques années 1’objet de nombreuses
études. La découverte de leur existence puis de la place importante qu’elles prenaient
au sein du génome a profondément modifié la compréhension des mécanismes du
vivant. En effet, la remise en question du dogme structure-fonction a nécessité le renou-
vellement de nos connaissances et de notre appréhension des fonctions biologiques. 11
est nécessaire de repenser la maniere d’étudier les protéines et d’interpréter les résultats
pour prendre en considération l’existence de flexibilité au sein des protéines et des
interactions protéines-protéines. Cette these intervient dans ce cadre, dans la mise en
place d'une description moléculaire de 1’état déplié. Il s’agit de mettre en place des
méthodes de portée générale permettant de caractériser les protéines dépliées.

Au cours des premiers chapitres, nous avons présenté le contexte de 1'étude et le
protocole expérimental utilisé pour caractériser les protéines désordonnées. La méthode
retenue est la résonance magnétique nucléaire qui dispose d'une sensibilité unique,
d’une résolution a I'échelle atomique et qui permet par de diverses expériences d’accé-
der a I'ensemble des échelles de temps définissant les mouvements des protéines. Un
des intéréts majeurs de cette technique dans notre situation est la possibilité de com-
biner ces mesures expérimentales a un modéle statistique représentant I’ensemble du
paysage énergétique des protéines désordonnées : la description par ensemble explicite
de structures. Ce modele est une représentation discrete des différents états échantillon-
nés par ces protéines, il permet sous certaines hypotheses le calcul des données RMN
et la comparaison aux données expérimentales.

L’algorithme FLEXIBLE-MECCANO a été implémenté dans ce sens, pour offrir une
description structurale de protéines flexibles n’ayant pas de structure propre. Devant ce
paradoxe, de nouveaux outils s'imposaient pour décrire les caractéristiques de ces pro-
téines. L'interprétation des données nécessitant le recours a la probabilité de distribution
des parametres définissant ces protéines. Dans un deuxiéme temps, nous avons cherché
a produire une description plus quantitative des caractéristiques connues des protéines
désordonnées. Certaines de ces protéines sont impliquées dans ce que 1’on appelle des
transitions ordre-désordre jouant notamment un role lors de la reconnaissance molécule
avec un partenaire en pré-configurant le site d’interaction. Nous avons donc cherché
a mettre en place un protocole précis quantifiant 1’échantillonnage conformationnel
de chaque résidu. Pour cela un second algorithme nommé ASTEROIDS a été créé. Il a
d’abord été appliqué a une protéine dans un régime déplié : 'Ubiquitine dénaturée
dans 1'urée (au chapitre [4) puis a deux protéines possédant des régions transitoirement
structurées : la partie C-terminale Ny, de la nucléoprotéine N du virus de la Rougeole
et la construction K18 de la protéine Tau (au chapitre [5). Cette description a nécessité
le développement d’outil spécifique pour utiliser et interpréter l'information issue des
mesures RMN : les déplacements chimiques et les couplages dipolaires résiduels sont
hautement sensibles a 1’échantillonnage local des protéines mais nécessitent d’une part
une compréhension aigué de la convergence de ces parametres et d’autre part 1'iden-
tification des régles régissant la relation entre 1'échantillonnage conformationnel des
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résidus et les valeurs associées a cette distribution d’angles diedres.

La deuxieme étape fut la caractérisation de l'information a moyenne et longue
distance, une seconde caractéristique des protéines intrinsequement désordonnées. En
dépit de leur caractére structural fluctuant, il existe des contacts transitoires faible-
ment peuplés entre les différents domaines de la plupart des protéines désordonnées.
La relaxation paramagnétique est alors une méthode de choix pour étudier ce phé-
nomene, combiné avec notre méthode de description par ensemble, nous avons pu
caractériser 1'existence d’interaction a longue portée de deux protéines : la protéine
a-synucléine impliquée dans la maladie de Parkinson, la protéine Tau impliquée dans
la maladie d’Alzheimer. Un des points essentiels mis en jeu lors de ces études est la
complémentarité des parametres RMN utilisés. La combinaison des parametres RMN
permet d’identifier sans ambigiiité les caractéristiques biophysiques de ces protéines
et notamment grace a l'utilisation des couplages dipolaires résiduels. Ces couplages
dipole-dipdle sont uniques, ils offrent une sensibilité accrue a la fois a l'information
locale et a l'information a longue distance. Nous avons pu appliquer cette approche a
la protéine Tau en combinant 1’ensemble des parameétres RMN disponible pour étudier
la forme native de la protéine. De plus amples travaux sont en cours pour caractériser
aussi des formes phosphorylées.

Cette these est un travail de fond sur l'interprétation des parametres RMN appliqué
a un modéle statistique permettant de décrire 1'état déplié. Les concepts et méthodes
sont applicables et transposables a toute protéine dépliée. C’est sur point que réside un
des intéréts majeurs de l'approche, il est désormais possible de caractériser quantita-
tivement les propriétés physiques des protéines désordonnées, ces derniéres pouvant
combiner ou non la présence de structures secondaires ou contacts transitoires au sein
de la méme séquence. L'application de cette méthode a une protéine de 441 résidus en
étant la démonstration.

La caractérisation des protéines désordonnées ne saurait se restreindre a cette étude,
de nombreuses méthodes biophysiques offrent bien des perspectives : nous mention-
nerons le SAXS, la microscopie a force atomique (AFM), le transfert d’énergie par
résonance de type Forster (FRET). L'incorporation de cette information pourra nous ai-
der a définir au mieux les régles régissant le comportement des protéines désordonnées.

Concernant les perspectives, de nombreux points sont a présenter : le point initial
concerne la définition de l'état random-coil, la caractérisation croissante de 1’échan-
tillonnage conformationnel des protéines désordonnées va nous aider a améliorer la
compréhension de ce régime, nous avons ainsi identifié au chapitre [5[ la place impor-
tante de la région BP sur deux protéines, I'extension de cette méthode a des nouvelles
protéines nous permettra de définir le régime random-coil pour chaque acide aminé, puis
en fonction des conditions environnementales. Nous pourrons d’autre part appliquer
ultérieurement ces protocoles a des données RMN mesurées in-vivo.

Une autre étape essentielle a la compréhension des mécanismes biologiques est la
caractérisation de complexes de protéines désordonnées ou de complexes impliquant
des régions désordonnées. La mise en place de méthode pour étudier les repliements
transitoires, la reconnaissance moléculaire lors de l'appariement avec un ou plusieurs
partenaires, lors des cascades de kinases par exemple, est une des prochaines étapes.
Les modifications post-translationnelles sont fortement associées aux protéines désor-
données, l'influence de la phosphorylation sur 1’échantillonnage conformationnel ou la
présence de contact est un point clé pour comprendre les mécanismes de régulation
des protéines intrinsequement désordonnées. L'implication des protéines désordonnées
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dans les maladies neurodégénératives est évidemment un élément moteur. Enfin, la
compréhension des mécanismes impliquant des transitions conformationnelles menant
a la formation de fibrilles est une question fondamentale pour la mise en place de
solutions thérapeutiques.
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Abstract: An atomic resolution characterization of the structural properties of unfolded proteins that explicitly
invokes the highly dynamic nature of the unfolded state will be extremely important for the development of
a quantitative understanding of the thermodynamic basis of protein folding and stability. Here we develop
a novel approach using residual dipolar couplings (RDCs) from unfolded proteins to determine conformational
behavior on an amino acid specific basis. Conformational sampling is described in terms of ensembles of
structures selected from a large pool of conformers. We test this approach, using extensive simulation, to
determine how well the fitting of RDCs to reduced conformational ensembles containing few copies of the
molecule can correctly reproduce the backbone conformational behavior of the protein. Having established
approaches that allow accurate mapping of backbone dihedral angle conformational space from RDCs,
we apply these methods to obtain an amino acid specific description of ubiquitin denatured in 8 M urea at
pH 2.5. Cross-validation of data not employed in the fit verifies that an ensemble size of 200 structures is
appropriate to characterize the highly fluctuating backbone. This approach allows us to identify local
conformational sampling properties of urea-unfolded ubiquitin, which shows that the backbone sampling
of certain types of charged or polar amino acids, in particular threonine, glutamic acid, and arginine, is
affected more strongly by urea binding than amino acids with hydrophobic side chains. In general, the
approach presented here establishes robust procedures for the study of all denatured and intrinsically

disordered states.

Introduction

Despite decades of experimental and theoretical advances in
the characterization of structure, kinetics, dynamics, and ther-
modynamics of many thousands of soluble, folded proteins, the
mechanism of protein folding, the conformational transition from
a flexibl unfolded polypeptide chain to a stable folded protein
structure, remains largely unexplained.' One reason for this is
that one side of the protein folding equation is essentially
impossible to characterize in atomic detail using classical
approaches to structural biology, requiring instead the develop-
ment of approaches that explicitly invoke the highly dynamic
nature of the unfolded state.> > An atomic-resolution charac-
terization of the structural properties of unfolded proteins is
therefore an essential prerequisite for a quantitative understand-
ing of the thermodynamic basis of protein folding and stability.
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The importance of developing techniques that are capable of
describing the conformational sampling of unfolded polypeptide
chains in solution has gained further importance with the gradual
realization, over the past decade, that a large fraction of
eukaryotic genomes codes for proteins that are intrinsically
disordered in their native state.°”® Of particular relevance is
the relationship between intrinsic structural characteristics of
the unfolded chain and the mechanisms of protein folding upon
binding, underlining the need for a basic understanding of the
conformational space that is populated by a protein in the
unfolded state.'®'" The role that intrinsically disordered proteins
(IDPs) play in neurodegenerative disease and cancer further
emphasizes the importance of understanding conformational
transitions from physiological to pathological forms of the same
protein.'?

Nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy is probably
the most powerful biophysical tool for studying IDPs due to
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the remarkable sensitivity of different NMR phenomena to
dynamics occurring on time scales varying from picoseconds
to hours and the ability to report on both local and long-range
structure.'® In particular, residual dipolar couplings (RDCs),
which become measurable when a protein is dissolved in an
anisotropic alignment medium or matrix,'*'> have been shown
to be very sensitive reporters of local and long-range structure,'®
even in highly disordered systems.'” Since the initial demonstra-
tion that RDCs can be measured in proteins even under highly
denaturing conditions,'® 2 it has been recognized that RDCs
provide unique site-specifi probes of orientational order in
disordered states.'”¢

A recently developed explicit ensemble description of IDPs,
flexible-meccano 2’ constructs multiple copies of the protein in
different states, designed to represent all possible conformational
states that exchange on time scales relevant to the NMR time
scale. Using a statistical coil description that samples amino
acid-specifi backbone dihedral angle {¢/y} propensities, a
conformational ensemble is created, and RDCs are calculated
for each conformer and then averaged over the ensemble. This
approach implicitly assumes that all conformers are in rapid
exchange on time scales faster than a millisecond, an assumption
based on the presence of a single set of NMR signals detected
in 'H and >N spectra of denatured and intrinsically disordered
proteins. The absence of conformational exchange broadening
excludes the presence of exchange between significantl popu-
lated conformational states occurring on slower time scales.
RDCs simulated using these approaches present reasonable
agreement with experimental couplings measured in both
intrinsically disordered and chemically denatured proteins.?®>?
These studies have been used to provide evidence that site-
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specifi differences in RDCs measured along the primary chain
can result from native differences in the rigidity of different
amino acid types in an otherwise fully disordered chain,?’ from
the presence of transiently populated local secondary structural
elements®' or from the presence of transient interactions between
sites distant in the chain.*®

While "N—!HN RDCs are by far the most commonly
measured dipolar couplings, for reasons of experimental facility
and precision, the advantages of measuring more RDCs from
different spin-pairs in the peptide unit were recently demon-
strated by Meier et al., who determined up to seven RDCs per
amino acid from urea-unfolded ubiquitin at pH 2.5, including
N—THN, BC*—'H%, and '*C*—'3C’ RDCs, inter- and intraresi-
due 'HN—'H® RDCs, and "HN—'HN RDCs measured using
quantitative J-type experiments*> on perdeuterated ubiquitin. In
combination, these data indicated that the standard description
of the statistical coil behavior was inappropriate for urea
unfolded proteins and that a modificatio of the random coil
description was necessary to account simultaneously for all
data.** On the basis of extensive simulation, the authors
proposed that, in the presence of urea, the backbone dihedral
angles definin the conformational behavior of the unfolded
chain have a significantl higher propensity to sample more
extended regions of Ramachandran space (i > 50°, ¢ < 0°).
This indication is supported by a comparison of extensive
experimental small angle scattering (SAS) and pulse fiel
gradient (PFG) dependences measured from urea-denatured
proteins, with predicted data from conformational ensembles
constructed using statistical coil models sampling increasing
levels of this extended region (P. Bernado, personal com-
munication). These independent biophysical techniques concur
to substantiate an overall description of conformational bias
respected by disordered polypeptide chains in the presence of
high concentrations of denaturant.*>~*® RDCs measured between
different spins within the peptide unit have also been shown to
exhibit complementary dependences on the presence of local
structure, an observation that has been shown to be crucial for
the quantitative determination of the nature and extent of helical
sampling present in molecular recognition elements of intrinsi-
cally disordered viral proteins®' and the disordered N-terminal
domain of p53.>°

These studies have mainly used a rational, hypothesis-based
approach, calculating explicit ensembles containing tens of
thousands of conformers from different conformational sampling
regimes and comparing the ensemble-averaged couplings to
experimental data. In this study, we are interested in taking the
analysis of RDCs one crucial step further, by investigating
the possibility of definin the conformational sampling of the
peptide chain directly from the experimental NMR data at amino
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Figure 1. Residual dipolar coupling baselines in unfolded chains. Baseline
effects underlying simulated ensemble-averaged RDCs from 100K copies
of a polyvaline chain of 76 amino acids in length (crosses) and predicted
RDCs following a hyperbolic cosine curve of the form given in eq 1 (line).
SN—THN couplings are shown below zero and '*C*—'H* RDCs are shown
above zero.

acid-specifi or even atomic resolution, as have recently been
developed in the Bonvin and Forman-Kay laboratories.*>*' In
order to do this, we develop a novel algorithm to select from a
large pool of possible conformers, created using the algorithm
flexible-meccano to best describe the system.

We test this approach, using extensive simulation, to deter-
mine how well the fittin of RDCs to reduced conformational
ensembles containing few copies of the molecule can correctly
reproduce the backbone conformational behavior of the protein.
We also use cross-validation of data not employed in the fi to
determine the most appropriate ensemble size to characterize
the highly fluctuatin molecule. Having established approaches
that allow accurate mapping of conformational space from
RDCs, we apply these methods to the amino acid-specifi
description of backbone conformational sampling in ubiquitin
denatured in 8 M urea at pH 2.5.

Results and Discussion

RDCs from Disordered Proteins Modeled by Multiplication
of Local Sampling Profiles and Underlying Baseline. RDCs can
be simulated from explicit molecular ensembles of disordered
proteins using shape-based considerations of the alignment
properties of each copy of the molecule, and the average
couplings can be predicted by taking the mean over the entire
ensemble.?”*? Comparison of such predictions with experimental
data has revealed the unique sensitivity of RDCs to local and
global sampling properties of highly disordered proteins. A key
disadvantage of this approach is the number of structures that
need to be treated, before the average RDC value converges to
a nonfluctuatin value. This number can reach many tens of
thousands in proteins of 100 amino acids. It has recently been
proposed that convergence of RDCs toward experimental data
can be achieved with a smaller number of conformers if the
protein is divided into short, uncoupled segments (Local

Alignment Windows, LAWs) and the RDCs are calculated using
the alignment tensor of these segments.**** The ability to
describe the conformational properties with ensembles contain-
ing fewer structures will of course make any ensemble selection
procedure more tractable and is therefore an attractive prospect.
In general, however, RDCs are affected both by the local
conformational sampling and the chain-like nature of the
unfolded protein, which induce an effective baseline reflectin
the increasing degrees of freedom available toward the ends of
the chain.*>*® Long-range information is therefore necessarily
absent from an approach that only employs LAWSs to predict
the RDC:s. If this approach is employed, the simulated data need
to be corrected for the effects of the unfolded chain.

We have simulated ensemble-averaged RDCs for polyvaline
chains of differing lengths. The predicted RDCs can be relatively
well fitte to a hyperbolic cosine curve of the form (Figure 1)

B(i) = 2b cosh(a(i — d)) — ¢ (1)

where i is the residue number and d is half the number of
residues. a, b, and ¢ are optimized for each different coupling
type, where (2b — c¢) is the RDC value at position d. This
baseline dependence can be used to correct RDCs calculated
using LAWSs as described below.

RDCs are simulated for the central residue of LAWs of equal
length, sliding the LAW one amino acid at a time along the
chain (note that the termini are treated in the same way by
adding dummy residues beyond the ends of the chain; see
Experimental Section). These RDCs are then averaged over all
structures. RDCs simulated for LAWs of m amino acids in
length will exhibit a fla baseline, because each calculated RDC
is at the center of a fragment of m amino acids and is therefore
at the middle of the same local effective baseline. The RDC
distribution resulting from the LAWSs therefore depends on
amino acid type but does not contain the baseline effects. It
can be shown (Figure 2) that this amino acid-specifi distribution
can be multiplied with the baseline predicted in eq 1, to closely
reproduce RDCs predicted from the explicit full-length descrip-
tion of the protein, which contains both amino acid-specifi
effects and the chain nature of the full length protein.

In order to determine the convergent characteristics when
RDCs are simulated using LAWs of different lengths, we have
compared the average values taken over an increasing number
of conformers. Examples are shown in Figure 3a of the same
Dy RDC when the RDC is calculated for the central amino
acid of LAWs of different lengths (3, 9, 15, 25, and full length
protein of 76 amino acids). Further simulations of D¢,
'"Deacrs Dnmna, and Dypng RDCs show similar convergent
characteristics (data not shown). It is clear that for the full-
length protein the average is only converged when more than
10 000 structures are taken into account, while for LAWs of
15 amino acids this number falls to a few hundred. Figure 3b
shows the strong dependence of the range of sampled RDCs
on the length of the LAW. As the LAW gets longer, the
individual structures can have larger RDC values, rendering the
average less and less stable (vide infra).
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Figure 2. Multiplication of RDCs calculated using LAWs with RDC baselines in unfolded chains. "N—'HN and '3C*—!'H* RDCs calculated from the
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ensemble using a global alignment tensor (red). When multiplied with the hyperbolic cosine curve (eq 1), RDCs from the LAW (blue, right) more closely

resemble the RDCs calculated from the global alignment tensor (red).

Alignment Strand Length Required To Define Accurately
Conformational Sampling. In order to further determine the
accuracy of describing RDCs using LAWs, we have compared
the ability of LAWs of different lengths (after multiplication
with the baseline described by eq 1) to reproduce RDCs
simulated using a global alignment tensor (Figure 4). Not
surprisingly, the shortest LAWs (three amino acids in length)
never correctly reproduce average RDCs, due to the effects of
neighboring amino acids (beyond nearest neighbors), on the local
conformational sampling. The influenc of neighboring residues
on local conformational sampling is commonly estimated in
terms of a so-called “persistence length”, beyond which the
remainder of the chain can be considered to exert a negligible
effect. The persistence length depends on the relative rigidity
of the local primary sequence. The relevance of taking full
account of the persistence length on the local conformational
sampling is further demonstrated by simulations that have been
performed using a more rigid statistical coil model for which
RDCs simulated using LAWSs of nine amino acids fail to
reproduce the averaged RDCs calculated using the global
alignment tensor (data not shown). These simulations therefore
indicate that while convergence characteristics of the predicted
RDCs improve with shorter LAWSs, the shortest strands can
never fully reproduce the correct average, even if a very large
number of structures were used in the average. On the basis of
these simulations, we consider that a LAW length of 15 amino
acids should be an acceptable compromise between efficienc
and accuracy for the subsequent analyses.

How Many Structures Are Required for RDCs To Define
Accurately Conformational Sampling? The next question con-
cerns the number of structures required to describe correctly
the conformational sampling. The averaging of RDCs is
particularly demanding in terms of numbers of structures for
two main reasons: first because of the large number of backbone
dihedrals whose relevant conformational space must be ef-
ficientl sampled before the overall shape and dimensions of
the protein, and therefore the associated alignment tensor,

average to convergent values. A second consideration is less
obvious, but potentially more important: each dipolar coupling
calculated from a single conformer of the entire molecule will
sample a value within a range that can be orders of magnitude
higher than the range spanned by the average values (Figure
3b). This dynamic-range problem can induce significan instabil-
ity in the fittin procedure when using an ensemble containing
too few structural models.

In order to numerically estimate the minimum number of
structures that can accurately reproduce the true structural
propensities of a conformational equilibrium, we have under-
taken the following simulation: Two distinct statistical coil
sampling regimes were defined and entire sets of RDCs were
calculated from flexible-meccan using these regimes with the
global alignment tensor. The first regime S, define the standard
statistical coil model employed in flexible-meccano where
amino acid-specifi conformational distributions are extracted
from populations of coil regions found in the protein structural
database. The second sampling regime (E) samples a more
extended region of Ramachandran space, populating the region
{50° < 3 < 180°} with a higher propensity than the S regime
(see Experimental Section), while retaining the amino acid
specifi sampling from the S database. These data sets were
then used as targets for the ensemble selection algorithm
ASTEROIDS (A Selection Tool for Ensemble Representations
Of Intrinsically Disordered States) described in the Experimental
Section.

The ability of the algorithm to reproduce the correct confor-
mational sampling and the correct RDCs for two different LAWSs
and the global alignment tensor is summarized in Figure 5 as a
function of the number of structures constituting the ensemble.
Using the target function yg_ , which measures the population
of four different regions of Ramachandran space define in
Figure 6, we measure the ability of the protocol to reproduce
amino acid-specifi conformational sampling throughout the
molecule (see Experimental Section). In each of the three con-
sidered window lengths, (9, 15, and full length protein), the
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Figure 3. Convergence of "'N—'HN RDCs calculated using LAWs of
different lengths. (a) Comparison of 10 simulations of the central amino
acid of an m amino acid LAW. The same 'Dyg RDC (amino acid 41 of
ubiquitin) is calculated using LAWs of m = 3, 9, 15, 25 or from the full
length (76 amino acid) protein using a global alignment tensor. The x-axis
represents the number of structures used to calculate the average. (b) Range
and distribution of RDCs from the simulations shown in part a. Color code
is the same in both cases (purple, three amino acid window; green, nine
amino acids; blue, 15 amino acids; black, 25 amino acids; red, 76 amino
acids).

reproduction of the RDCs improves rapidly with the number
of structures included in the ensemble average. Simultaneously,
the reproduction of the correct conformational sampling (the
sampling used to simulate the RDC data) improves in all cases.
These simulations, and those applied to the more extended
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nine amino acids; blue, 15 amino acids; black, 25 amino acids.
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the ensemble. (a) x> . measures the reproduction of the target RDCs
calculated using the full length 50 000-strong explicit description of the
global alignment tensor. (b) XZan measures the ability of the protocol to
reproduce conformational sampling throughout the molecule. Color code:
green, nine amino acid LAWs; blue, 15 amino acid LAWSs; red, 76 amino
acids (global alignment tensor). The x-axis define the number of structures
used.

sampling regime (data not shown), indicate that the optimal
combination for an accurate description of conformational
behavior of the protein backbone requires a window length of
at least 15 amino acids and 200 structures.

The site-specifi reproduction of the different RDCs compris-
ing the x2,. using an ensemble of 200 and 20 structures is
shown in Figure 7, for a LAW of 15 amino acids. Although
the fi is significantl poorer in the case of 20 structures, the
overall features are actually quite well reproduced, and the
quality of the fi would probably be considered acceptable in
the presence of commonly encountered levels of experimental
noise. The conformational sampling is, however, very poorly
reproduced, throughout the protein, when only 20 structures are
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Figure 6. In order to quantify the similarity between conformational
sampling between different ensembles, Ramachandran space is divided into
four quadrants and define as follows: oy, {¢ > 0°}; o, {¢p <0, —120° <
Y < 50°%; Be, {—90° < ¢ < 0° 1 > 50° or p < —120°}; fs, {—180° < ¢
< —90°, 9 > 50° or 1 < —120°}. The population of these quadrants is
indicated as pq,, Pog> Pp and pp.. Dots represent standard statistical coil
distributions of valine (red), lysine (blue), and leucine (black).

included. This is graphically underlined in Figure 8, where the
populations of the four quadrants of conformational space
present in the 200- and 20-fold ensembles are compared with
those present in the ensemble used to create the simulated data.
Discrepancies in the population of the different quadrants of
up to 30% compared to the value present in the original
ensemble are found throughout the primary sequence for the
20-fold ensemble. These differences do not appear to be
correlated to amino acid type. The 200-fold ensembles, on the
other hand, closely reproduce the original sampling (figur 8b)
for every region of primary sequence. It is therefore evident
that, in cases where too few structures are included in the
average, achieving acceptable reproduction of experimental data
does not guarantee that the resulting ensemble accurately
represents the correct conformational distribution.
Application of ASTEROIDS to Experimental RDCs from
Urea-Unfolded Ubiquitin. Using the optimal parameters deter-
mined on the basis of the simulations described above, we have
applied the ASTEROIDS approach to the determination of a
representative ensemble to describe the conformational behavior
of the protein ubiquitin under denaturing conditions (pH 2.5
and 8 M urea). In the initial analysis, ensembles of 200 structures
were selected from a set of 12 000 conformers for which LAWs
of 15 amino acids in length were used to calculate the dipolar
couplings. The results, shown in Figure 9a, indicate a reasonable
reproduction of experimental data but reveal notable systematic
effects, in particular that the DNHHDL([-I): DNHNH(H—I) RDCs are
overestimated when the other couplings, effectively the 'Dyy
and 'Dcgre RDCs agree optimally with simulation. These
observations agree qualitatively with identificatio of differential
scaling of "TH—"H couplings compared to covalently bound spins
in the analysis of these RDCs. In order to allow for this
possibility in the current analysis, we allowed for two indepen-
dent scaling factors, K, for the 'Dyy, 'Dconia, and 'Degcer and
K for the Dnutias DNHHa(i-] ) DNHNH(HI), and DNHNH(i+2)- These
factors are optimized uniformly for the covalently bound and
through-space dipolar interactions, resulting in the data repro-
duction shown in Figure 9b. The two scaling factors K; = 0.58
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Figure 7. Site-specifi reproduction of the RDCs simulated using an explicit
ensemble of 50 000 structures. (a) Reproduction of the target data (blue)
using an ensemble of 20 structures (red) for a window length of 15 amino
acids. (b) Reproduction of the target data (blue) using an ensemble of 200
structures (red) for a window length of 15 amino acids. In both cases, the
genetic algorithm ASTEROIDS was used to select the optimal ensemble.

and K, = 0.96 differ by approximately 0.6, a difference that
may result from additional local conformational dynamics
that are not taken into account by the statistical coil model and
that scale the DNHH(x(i—l): DNHNH(H—I) RDCs differentially to the
RDCs between spins whose distances are effectively fixed This
possibility is currently under more detailed investigation.

In order to test the validity of the approaches shown here for
the analysis of experimental data, we have repeated the
ASTEROIDS ensemble selection procedure, taking 10% of the
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Figure 8. Accuracy of the reproduction of conformational sampling using
the ASTEROIDS approach with ensembles of 20 and 200 structures. Popula-
tions of the four quadrants of conformational space define in Figure 6 using
the (a) 20-fold and (b) 200-fold ensembles (red) compared with those present
in the ensemble used to create the simulated data (black). Discrepancies in the
population of the different quadrants of up to 30% compared to the value present
in the original ensemble are found for ensembles of size 20.
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Figure 9. Application of ASTEROIDS to experimental RDCs from urea-
unfolded ubiquitin. (a) Reproduction of experimental data (red) using an
ensemble of 200 structures (blue). (b) Reproduction of experimental data
(red) using an ensemble of 200 structures (blue) with differential scaling
of the covalently bound and interproton RDCs.

RDCs out of the analysis and comparing the predicted values
using the resulting ensemble with the experimental RDCs. The
results are shown in Figure 10, where the back-calculated RDCs
are found to be in reasonable agreement with the experimentally
determined values. The calculation was repeated 10 times at seven
different ensemble sizes. The average cross-validated y? is plotted
as a function of ensemble size (Figure 10b). The size of 200-fold
ensembles used in the current approach is within the range where
the cross validation target function is essentially flat
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Figure 10. Reproduction of data not used in the fittin procedure. (a) The
ASTEROIDS ensemble selection procedure was repeated, taking 10% of
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current approach is within the range where the cross-validation target
function is essentially flat

The precision with which the RDCs can defin the confor-
mational behavior of the backbone has been assessed using
noise-based Monte Carlo simulations (see Experimental Section)
based on estimates of experimental uncertainty. The results are
summarized in Figure S1 of the Supporting Information, and
show that the average uncertainty in the populations of the
different quadrants is approximately +3%. We have also
repeated the entire analysis in the absence of one experimental
data set to assess the relative importance of each data set for
the conformational description. The results are shown in Figure
S2 and summarized in Tables S1 and S2 of the Supporting
Information, where the backbone sampling is compared to
the populations determined using all data. The root-mean-square
deviation of the four populations define in Figure 6 and the
average differences demonstrate that although we fin that the
most important RDCs are the Dypp;+1 and Dyuny, the effects
are actually not very large when these RDCs are removed
(maximum rmsd of 5%, and average difference in populations
of 3%). These results suggest that both covalently bound and
interproton RDCs are important for an accurate description of
conformational sampling but that none of the RDC types are
critical for the validity of the description or the conclusions
drawn from it.

The amino acid Ramachandran sampling has been used to
calculate expected *Jyunq scalar couplings, reporting on the
sampling of the ¢ backbone dihedral angle. These values have
been compared to experimentally determined couplings*’ (Figure
S3, Supporting Information), in comparison to the reproduction
of the data using the standard coil database. The J-coupling
data reproduction is quite good in both cases, but only slightly
better in the case of the selected ensemble (3> = 11.5 compared
to 12.6), probably reflectin the fact that the differences in the
two descriptions are often found in the distribution of the v
backbone dihedral angle. However, this analysis does demon-
strate that the local analysis of RDCs in terms of Ramachandran
distributions does not contradict independent experimental data
in a significan way.

Urea Preferentially Affects the Conformational Sampling
of Amino Acids with Side Chain Hydrogen-Bonding Moieties.
Figure 11 shows the backbone dihedral angle distributions
resulting from the analysis of experimental data of urea-unfolded
ubiquitin and the normalized difference compared to the
distribution of angles derived using an ensemble of structures
produced using the standard statistical coil model of the unfolded
state. Figure S4 of the Supporting Information shows the amino
acid specifi populations of all amino acids for the standard
statistical coil model. The sampling of the different regions of
the Ramachandran space define in Figure 6 is summarized in
Figure 12.

In general, the results indicate that the sampling of backbone
dihedral angles in Ramachandran space is more extended,
sampling the Bp and fs regions with higher propensity and the
o region with lower propensity than the statistical coil database.
This result is in agreement with a previous study of the more
general characteristics of conformational sampling, using the
same experimental data.** In this study, a hypothesis-driven
approach was used to suggest a general extension of confor-
mational sampling of the peptide chain. With the new techniques
developed here, we are able to extract amino acid-specifi
conformational sampling directly from the RDC data. This
approach relies on the supposition that the database from which
structures are selected contains enough conformational diversity
to allow for a representative description to be constructed from
its population. Under these conditions, the method is relatively
hypothesis-free in comparison to previous approaches. This
reveals that the effects of urea on backbone conformational
sampling are far from uniform. The extended nature of the chain
is more apparent in localized contiguous segments of primary
sequence: the regions 30—36 and 70—73 sample the Bp region
more extensively than both the statistical coil and the remainder
of the protein, while extended [ regions are preferentially
sampled in the region 14—18. This latter tendency may be
correlated with the previously observed presence of a small
(around 20%) residual population of 3 hairpin in this region of
the molecule.*® Amino acids preceding prolines (18 and 36)
are found to better reproduce experimental RDCs with a more
uniform sampling of propensities in the Sp and fs regions,
compared to the statistical coil database that preferentially
samples the oy region.

The comparison with the statistical coil model clarifie detail
that may be masked by amino acid-specifi sampling of
backbone dihedral angle and allows the identificatio of sites

(47) Peti, W.; Henning, M.; Smith, L. J.; Schwalbe, H. J. Am. Chem. Soc.
2000, 722, 12017-12018.

(48) Meier, S.; Strohmeier, M.; Blackledge, M.; Grzesiek, S. J. Am. Chem.
Soc. 2007, 129, 754-755.
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Figure 11. Amino acid-specifi Ramachandran distributions for unfolded ubiquitin in 8 M urea at pH 2.5 in comparison with a standard statistical coil
distribution. The populations increase from dark blue, via cyan, green, and yellow, to red. (a) Conformational sampling determined from the ASTEROIDS
analysis of experimental RDC data (10 calculations were combined to produce 2000 conformers for the sake of figur resolution). (b) Difference between
the conformational sampling distributions shown in panel a and the conformational sampling for the flexible-meccan statistical coil distribution. In
this case, blue to green corresponds to negative values (population is lower in the urea unfolded sampling than in the statistical coil) and green (via
yellow) to red corresponds to positive values (population is higher in the urea-unfolded sampling than in the statistical coil). Gray corresponds to
equal populations.
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Figure 12. Populations of the four quadrants of conformational space
define in Figure 6 using the amino acid-specifi Ramachandran distributions
for unfolded ubiquitin in 8 M urea at pH 2.5 shown in Figure 11 (red) in
comparison to a standard statistical coil distribution (black).

whose behavior deviates from random coil in the presence of
urea. In this context, it is interesting to note that the amino acids
whose backbone conformational sampling are most systemati-
cally affected by the presence of urea are threonine (four out
of seven have a notably more extended backbone sampling than
in the statistical coil model), glutamic acid (three out of fiv

are more extended than the statistical coil model), and arginine
(three out of four are more extended than the statistical coil
model). These amino acids all contain potential hydrogen-bond-
donor moieties on their side chains. A recent study using
vibrational spectroscopy demonstrated that at low pH urea
orients with the carboxyl group pointing toward the protein
surface, an observation that supports the suggestion that
hydrogen-bond-donor groups may interact preferentially with
urea.*” By contrast, only three of a total of 24 hydrophobic
amino acids (valine, leucine, isoleucine, alanine, tyrosine, and
phenylalanine) exhibit significantl different conformational
sampling between the urea-denatured and the statistical coil
states. The specifi amino acid composition may therefore be
responsible for the apparent localization of differential backbone
sampling properties in the different regions of the protein. A
recent study used small angle scattering to estimate the number
of additional urea molecules that are preferentially recruited

(49) Chen, X.; Sagle, L. B.; Cremer, P. S. J. Am. Chem. Soc. 2007, 129,
15104-15105.

during the unfolding transition of ubiquitin from neutral to acidic
pH to be approximately 20, a number that correlates qualitatively
with the observation here that the backbone behavior of
approximately a third of the amino acids are preferentially
affected by the presence of urea.*®

Conclusions

In this study, we have used extensive simulation to optimize
an approach that exploits experimental RDCs measured from
unfolded proteins to determine conformational sampling on an
amino acid-specifi basis. Previous applications have used a full-
length description of the protein, averaging RDCs over an
unrestrained ensemble that is large enough to allow for
convergence of the coupling values. Although providing im-
portant insight into the behavior of a number of disordered
proteins for which conformational information is otherwise
difficul to measure, these studies are hypothesis-based, testing
different conformational sampling regimes and comparing them
to experimental data, an approach that severely limits both the
scope and application as well as the potential for discovery.
Here we develop a general approach that allows one to select
an ensemble directly from the experimental data. Our combina-
tion of analytical baseline descriptor and numerical averaging
of smaller alignment windows is tested against simulation, and
on the basis of these simulations, parameters such as window
length and number of structures are calibrated. We fin that a
combination of LAWs of 15 amino acids in length, with
ensemble sizes of 200, accurately describes conformational
space, while ensembles of 20 structures reproduce the experi-
mental data but, critically, do not reproduce the correct
conformational sampling. Using this approach we can describe
conformational sampling at an amino acid resolution.

These approaches have been applied to the amino acid-
specifi description of backbone conformational sampling in
ubiquitin denatured in 8 M urea at pH 2.5. Having established
the precision that the approach is expected to offer, we are able
to analyze in fin detail the local conformational differences
between the standard statistical coil description and the sampling
define by the experimental data measured in the presence of
urea, and we interpret this in the context of urea binding or
interacting with specifi types of amino acids in the peptide
chain.

Experimental Section

Experimental methods for measuring the RDCs included in the
analysis have been presented elsewhere. All data were taken from
the earlier study by Meier et al.**

Flexible-Meccano Calculations. Simulated RDCs were calcu-
lated using the program flexible-meccan interfaced to the program
PALES®® as described. The program was run in two modes: For
calculations using a global alignment tensor for the entire molecule,
the standard procedure was used. For calculations using the local
alignment windows (LAWs) the RDC for the central amino acid
of the local m amino acid segment (3, 9, 15, or 25) was calculated
for each individual structure. For the terminal amino acids,
alanine amino acids were added to the N or C terminus during the
building of the protein, such that the m amino acid segment was
always present. The resulting RDC profil along the primary
sequence is calculated by averaging each value and multiplying
with the effective baseline given in eq 1. If RDCs were calculated
using the full length protein, they were averaged over all conformers
as previously described.

(50) Zweckstetter, M.; Bax, A. J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 3791-3792.
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A pool of 12 000 structures is generated with flexible-meccano
Half of the structures were calculated using the standard statistical
coil model S, and the other half using a more extended regime E.
The sampling regime (E) samples a more extended region of
Ramachandran space, populating the region {50° <y < 180°} with
a higher propensity than the S regime (78% compared to 59%).

ASTEROIDS Ensemble Selection. ASTEROIDS uses a genetic
algorithm®'~3* to build a representative ensemble of structures of
fixe size N from a large database. The algorithm selects an
ensemble of N structures using the following fitnes function
compared to the experimental data.

2 _ 2 2
Xasteroids — Z w; (Di,calc - Di,cxp) (2)

where w; is the weight of coupling D;. The weights were set
according to coupling type and determined by the range of each
type of coupling in hertz. Values of w were set to 1.0 for !Dyy and
Dnnag-1y, 0.5 for 'Degg, 2.0 for 'Deger, Dna, and Daiwug+1)s
and 3.0 for Dwinng+2) The fina ensemble is obtained from
generations of ensembles that undergo evolution and selection using
this fitnes function. Each generation comprises 100 different
ensembles of size N.

Evolution can proceed in three different ways: random, mutation,
and crossing. At each evolution step, the protocol ensures that a
structure does not appear more than once in a given ensemble and
that a given ensemble is not repeated in a generation. Random
evolution proceeds by randomly selecting structures in the complete
database. Mutation occurs by taking an ensemble and replacing
1% of the structures (or at least one structure) by structures
randomly selected from the complete database (external mutation)
or from a new database containing all the structures selected at
least once in the previous generation (internal mutation). Crossing
is achieved by randomly pairing ensembles from the previous
generation. New ensembles are generated by selecting N structures
in a pool made of the structures present in the previously define
pairs.

The firs generation is always obtained using random evolution.
Evolution of this generation is achieved by the following procedure.
New ensembles are generated (100 by random evolution, 100 by
external mutation, 100 by internal mutation and 100 by crossing).
Among these new ensembles and the previous generation, 100
different ensembles representing minima with respect to the fitnes
function are selected using tournaments to provide the next
generation. Ensembles are randomly split into groups and then
ordered using the fitnes function to determine the winners of the
tournament. The best ensembles of each tournament are retained
to form the next generation. The number of tournaments and the
number of winners of each tournament are adjusted such that 100
ensembles are selected. Selection pressure increases as the number
of tournaments decreases. To avoid premature convergence in local
minima, the selection pressure is gradually increased during
evolution. The number of tournaments therefore successively goes
from 100 to 50, 25, 20, 10, 2, and to 1. To ensure robustness of
the fittin procedure, the evolution and selection processes are
repeated over 2000 successive generations.

Ramachandran Segment Division. In order to describe the
sampling of conformational space in the different ensembles and

(51) Fraser, A. S. Austr. J. Biol. Sci. 1957, 10, 484-491.

(52) Holland, J. H. Adaptation in Natural and Artificial Systems; University
of Michigan Press: Ann Arbor, 1975.

(53) Jones, G. Genetic and Evolutionary Algorithms. Encyclopedia of
Computational Chemistry; Wiley: Chichester, U.K., 1998.
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their agreement with known distributions, Ramachandran space is
divided into four quadrants indicated in Figure 6 and define as
follows: oy, {¢ > 0°}; ag, {¢p <0, —120° <y < 50°}; fp, {—90°
< ¢ <0° 9 >50°0ryY <—120°; fs, {—180° < ¢ < —90°, y >
50° or y < —120°}.

The population of these quadrants is indicated as pa,, Poy, Dgps
and pg,. The Ramachandran similarity factor xzkam of the entire
molecule is measured by the following function:

szam = 2 z(pi,q,ref - pi,q,ﬁt)z 3)
i q

where p, are the four different populations of the quadrants g, i are
the different amino acids, and s and 5 signify the target and fitte
Ramachandran distributions.

Comparison of RDCs. In order to compare RDCs calculated
using different window lengths with those calculated using 50 000
conformers from the full length description of the protein, the
following function y3. is used:

XZRDC = Z Djpaw — Di,ﬂ)2 “4)

where D;jaw represents the RDC calculated using LAWSs, after
multiplication with the baseline function given in eq 1, and D; is
the RDC calculated using the full length description.

Monte Carlo Simulations and Error Analysis. In order to
estimate the precision with which the conformational sampling can
be define on the basis of experimental RDCs, we have run noise-
based Monte Carlo simulations, using random sampling of Gaussian
distributions whose width is based on experimentally estimated
uncertainties for each RDC. Fifty Monte Carlo simulations were
run, and the effective uncertainty of the Ramachandran quadrant
population was calculated on the basis of this.

In order to estimate the importance of the different RDC types,
we have repeated the analysis of experimental data with one entire
data set removed from the ASTEROIDS approach.

J-Coupling Analysis. >y, scalar couplings were calculated
by averaging over the amino acid-specifi ¢ backbone dihedral angle
distributions and compared to experimentally measured values,
using recently derived Karplus relationships.>*
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Abstract: Intrinsically disordered proteins (IDPs) are predicted to represent a significant fraction of the
human genome, and the development of meaningful molecular descriptions of these proteins remains a
key challenge for contemporary structural biology. In order to describe the conformational behavior of IDPs,
a molecular representation of the disordered state based on diverse sources of structural data that often
exhibit complex and very different averaging behavior is required. In this study, we propose a combination
of paramagnetic relaxation enhancements (PREs) and residual dipolar couplings (RDCs) to define both
long-range and local structural features of IDPs in solution. We demonstrate that ASTEROIDS, an ensemble
selection algorithm, faithfully reproduces intramolecular contacts, even in the presence of highly diffuse,
ill-defined target interactions. We also show that explicit modeling of spin-label mobility significantly improves
the reproduction of experimental PRE data, even in the case of highly disordered proteins. Prediction of
the effects of transient long-range contacts on RDC profiles reveals that weak intramolecular interactions
can induce a severe distortion of the profiles that compromises the description of local conformational
sampling if it is not correctly taken into account. We have developed a solution to this problem that involves
efficiently combining RDC and PRE data to simultaneously determine long-range and local structure in
highly flexible proteins. This combined analysis is shown to be essential for the accurate interpretation of
experimental data from o-synuclein, an important IDP involved in human neurodegenerative disease,

confirming the presence of long-range order between distant regions in the protein.

Introduction

The realization that a large fraction of functional proteins
encoded by the human genome are intrinsically disordered or
contain long disordered regions has revealed a fundamental
limitation of classical structural biology.' ~* Intrinsically disor-
dered proteins (IDPs) are functional despite their lack of well-
define structure, imposing a new perspective on the relationship
between primary protein sequence and function and necessitating
the development of an entirely new set of experimental and
analytical techniques.”® The importance of developing new
methodologies to study these proteins is underlined by the fact
that IDPs are associated with many human diseases, including
cancer, cardiovascular disease, amyloidosis, neurodegenerative
disease, and diabetes.

NMR spectroscopy is exquisitely suited to the study of IDPs,’
primarily because heteronuclear chemical shift assignment

 Institut de Biologie Structurale Jean-Pierre Ebel.
# Max Planck Institute for Biophysical Chemistry.
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remains possible even for very large disordered proteins.® NMR
analysis can then be used to precisely study the specifi local
conformational preferences that encode biological function.” !
In spite of their highly dynamic nature, IDPs also exhibit
transient or persistent long-range tertiary structure that may be
related to biological activity (e.g., via so-called fly-castin

interactions'?) or simply confer protection from proteolysis or
amyloidosis. It is precisely the transient nature of such contacts
that precludes straightforward NMR detection using standard
techniques such as 'H—!'H cross-relaxation. However, long-
range information can be measured via the effects of dipolar
relaxation between the observed spin and an unpaired electron,
which can be artificiall introduced into the protein by attaching
a nitroxide group to a strategically placed cysteine mutant.'*'*
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The gyromagnetic ratio of the electron spin is sufficientl high
that the observed line broadening due to the paramagnetic
relaxation enhancement (PRE) affords sensitive long-range
probes of intra- and intermolecular distances and distance
distribution functions. The interpretation of experimental PREs
can be relatively straightforward in the case of folded proteins,
where an assumption of a static probe localized at a single point
in space can be applied to extract approximate distance
constraints." Tt has also been shown that simple modeling of
spin-label side-chain mobility in terms of an average over three
positions can significantl improve the accuracy of the distance
information.'® Detailed information about transient encounter
complexes and their role in protein—protein interactions can
also be extracted by combining paramagnetic effects and
ensemble-averaged restrained molecular dynamics (MD).'”*°

In the case of partially folded and unfolded proteins,
paramagnetic effects are particularly powerful, as the interactions
are sufficient] strong to allow the identificatio of fluctuating
weakly populated tertiary structural contacts. In this case, the
treatment of the intrinsic dynamics of the system is of consider-
able importance. PREs have thus been interpreted in terms of
average distance restraints between the unpaired electron and
the observed spin, and these distances have been incorporated
directly as constraints into restrained MD or ensemble-averaged
restrained MD approaches.”®%” Explicit relaxation rates can
also be incorporated as constraints,”® and more recently, PREs
have been interpreted in terms of probability distributions.*¢-2%-3
PREs can also be used to select representative ensembles from
a large pool of possible conformers.*! >

In this study, we have applied to the interpretation of PRE
data from disordered proteins a recently introduced approach
for modeling highly dynamic and disordered systems that derives
explicit molecular ensembles determined on the basis of

experimental data. Ensemble selection is based on the creation
of a large number of conformers using an amino acid-specifi
random coil database known as flexible-meccano.** Flexible-
meccano allows for very efficien restraint-free sampling of the
available conformational space and was initially demonstrated
and refine to provide structural ensembles in agreement with
experimentally measured NMR and small-angle X-ray scattering
(SAXS) data.*> *? In parallel, the ensemble selection algorithm
ASTEROIDS has been developed to directly determine ap-
propriate regions of conformational space populated by the IDP
through selection of conformers from the flexible-meccano
ensemble using inferential analysis of experimental NMR data.*®
To date, the approach has been applied to experimental
measurements that depend essentially on local structural be-
havior, such as residual dipolar couplings (RDCs) and chemical
shifts.** Here we have adapted the approach to incorporate the
interpretation of PREs. In order to allow for flexibilit of the
spin label with respect to the backbone conformation, explicit
rotameric libraries that have been parametrized against experi-
mental electron spin resonance (ESR) measurements and MD
simulations** are used to map the allowed position of the
electron spin. We then account for the dynamics of the electron
spin within this envelope by evoking a model for the autocor-
relation function of the relaxation-active interaction that was
originally proposed for the interpretation of 'H—'H cross-
relaxation effects.*® This allows the motion of the relaxation-
active dipole—dipole interaction between the electron spin and
the observed nucleus to be modeled for each conformer in the
ensemble.

The observation that RDCs can be measured in disordered
proteins has been followed by the rapid development of
techniques for interpreting experimental data in terms of local
structure.*®4*4147760 Comparison of experimental data with
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predictions from calculated ensembles of random-coil conform-
ers has indicated that RDCs are sensitive to amino acid-specifi
backbone dihedral angle distributions. The ability to defin
random-coil RDC values has led to firs the identificatio and
then the quantificatio of the level of secondary structure
propensity in IDPs, initially by comparison with ensemble
averages reporting on different sampling regimes®>~** and more
recently by using RDCs to determine conformational sampling
on an amino acid-specifi basis using ASTEROIDS.** In the
latter case, a highly efficien local alignment window (LAW)
approach to the simulation of RDCs was used to account for
local-sampling and near-neighbor effects.*>>* This demonstrated
that in order to correctly defin the conformational behavior
for a LAW with a length of 15 amino acids, at least 200
structures are needed to average the RDCs.** In addition, it was
noted that in contrast to chemical shifts and scalar couplings,
RDCs are also sensitive to the degree and nature of transient
long-range order, and even in the absence of specifi contacts,
it was found to be necessary to combine the local prediction
from the LAWs with a generic baseline profil along the primary
sequence that accounts for the chainlike nature of the protein.
In this study, ASTEROIDS and flexible-meccano were
adapted to allow for transient long-range order and combined
with experimental PREs to determine an ensemble description
of a-synuclein, a paradigm of the IDP family, whose confor-
mational properties in free solution have been characterized
extensively using NMR spectroscopy and associated biophysical
techniques.>2%26-617%¢ We demonstrate that even in the pres-
ence of highly diffuse, ill-define target interactions, explicit
modeling of spin-label mobility significantl improves the
prediction of experimental data not used in the analysis. We
also show that even weak intramolecular interactions can induce
a severe distortion of the expected RDC values that compromises
the description of local conformational sampling if not correctly
taken into account. The expected modulation of the RDCs is
parametrized in such a way that it can be analytically introduced
into the predicted RDC profile and we demonstrate that
incorporation of long-range contacts from the PRE-derived
ensemble significantl improves the prediction of experimental
RDCs from o-synuclein.>® This novel approach allows for the
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direct and efficien introduction of long-range contacts into
ensemble-averaged RDCs and provides for the simple and
powerful combination of RDCs and PREs into a single ensemble
description.

Theoretical Aspects

Dynamic Averaging of PREs. IDPs are highly flexibl on
diverse time scales, and this flexibilit must be taken into
account in the analysis of the measured PREs. The transverse
relaxation rate due to the presence of the unpaired electron, I';,
can be expressed as follows:®”

2
= 2] e ugso + DO + 301 ()
where g, is the electron g-factor, yy is the gyromagnetic ratio
of the observed nucleus (proton), s. is the electron spin, wy is
the proton frequency, up is the Bohr magneton, and u, is the
permittivity of free space. It has been shown'#*¢ that the spectral
density function J(w) can be described using a model-free
expression of the order parameter comprising the orientational
and distance-dependent components of the internal motion, both
of which strongly depend on the motion of the spin label with

respect to the observed nuclear spin:
St 1 -8
J(w) = <rH—e_6> : ezc 2 H2 e2 - )
I + o', 1 + w't,

where the order parameter S3_. describes the motion of the
dipolar interaction vector, 7. = 7,7/(7; + T,) is define in terms
of the electron spin and rotational correlation times 7, and t,,
respectively, 7. is given by the expression 7, = 1/(7;"! + 7,7
+ 7,7"), in which z; represents the effective correlation time of
the spin label, and ry—. is the instantaneous distance between
the proton and electron spins. The order parameter can be

usefully decomposed into radial and angular components as
SI%I—e = Singsfad (33.)
where
Sfad = <rH—e_6>_l<rH—e_3>2 (3b)
and
47 :
Sox = 5 2 KVH@™H) (3¢)

m=-2

in which Q™! refers to the orientation of the interaction vector
in the frame of the flexible-meccano conformer. These expres-
sions are used to calculate the effective transverse relaxation
rate for each backbone conformation produced with the flexible-
meccano algorithm.

The electron spin label is attached to the molecule via a thiol-
reactive methanethiosulfonate (MTSL) attached to a cysteine
side chain. MTSL conformations are built explicitly for each
flexible-meccano backbone conformer by randomly sampling
known rotameric descriptions.*> Only conformations that do not
result in steric overlap with the remainder of the chain are
retained in the N-conformer ensemble that is used to represent
the position of the side chain. Thus, for each backbone

(67) Solomon, I. Phys. Rev. 1955, 99, 559-565.
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Figure 1. Representation of the possible nitroxide spin label positions relative to the backbone of individual structures calculated using the conformational
sampling algorithm flexible-meccano. Two representative conformers are shown. The positions of the heavy atoms are represented by the blue ribbon, while
allowed MTSL side-chain positions are shown in red for each of four paramagnetic probes used in the a-synuclein study (amino acids 18, 76, 90, and 140).
Previously proposed MTSL rotameric libraries*® were randomly sampled for a total of 600 conformers for each site. Each position was retained and included
in the averaging procedure if no steric clashes were found with respect to the given backbone conformation.

conformation, the MTSL side chain is represented by a
population-weighted sampling of the available rotameric states.
The effective relaxation rate for each amide proton is taken as
the average of the rates I'5". for the N retained flexible-meccano
conformers:

N
otal __ 1
e = 2T O
c=1

Effective intensities are then calculated as described in Methods.

The assumption made here are that the interconversion
between different side-chain conformations is independent of
(and faster than) the interconversion between different discrete
conformers. In common with previous applications,'***** we
estimated 7. to be 5 ns, and the internal motion describing the
sampling of the different side-chain conformations was assumed
to have a correlation time of 500 ps. This is in broad agreement
with values derived from earlier MD/ESR-based studies,®® and
we note that changing the internal correlation time by a factor
of 2 in either direction had no noticeable influenc on the
resulting analysis.

Figure 1 shows the possible positions of the spin label for
each of four paramagnetic probes attached to cysteine mutants
of the protein a-synuclein in two flexible-meccano conformers
(amino acids 18, 76, 90, and 140, which are the positions used
in the experimental study).?* The spin label can clearly occupy

(68) Sezer, D.; Freed, J. H.; Roux, B. J. Chem. Phys. 2008, 128, 165106.
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a large volume space that could potentially affect the effective
relaxation behavior of the observed spins.

Results and Discussion

Our aim in this study was to analyze the effects of long-
range transient contacts on experimentally observable NMR
parameters from unfolded proteins and to develop a formalism
that allowing their use for the meaningful characterization of
both local and long-range structure in these highly flexibl
systems. In order to do this, we initially used molecular
simulations to investigate the expected effects in systems with
either one or two dominant long-range contacts. Although these
simulated systems were intentionally oversimplifie for the sake
of clarity, the application of the observed results to more
complex networks of long-range transient interactions is ex-
pected to be straightforward.

Paramagnetic Relaxation Enhancement in Highly Disordered
Systems: Simulation. We initially determined whether it is
possible to detect weakly specifi long-range interactions via
the combined ASTEROIDS and flexible-meccano analysis
applied to simulated PREs. Figure 2 shows PREs calculated
for a simulated model protein of 100 amino acids with
paramagnetic spin labels attached at positions 20, 40, 60, and
80 (red bars). In Figure 2a, each conformer contains a contact
between 41—50 and 81—90. The definitio of a contact is given
in Methods. The solid line shows the expected broadening in
the absence of specific contacts (the reference ensemble where
all conformers are allowed). We note that the effective broaden-
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Figure 2. Reproduction of simulated sample PRE data for ensembles containing specifi contacts using the ASTEROIDS ensemble selection algorithm.**
(a) Blue: data averaged over the target ensemble in which each conformer has a contact between 41—50 and 81—90. Red: data averaged over an ensemble
of 80 structures selected using ASTEROIDS. The four boxes show the PRE data for simulated spin labels at residues 20 (top left), 40 (top right), 60 (bottom
left), and 80 (bottom right). Lines show the PREs calculated from a control ensemble with no specifi contacts. (b) Blue: as in (a) for a target ensemble in
which each conformer has a contact between 11—20 and 61—70. Red: data averaged over an ensemble of 80 structures selected using ASTEROIDS.

ing, even in the absence of specifi contacts, is quite significan
as a result of the large volume space sampled by the spin label.
Figure 2b shows a similar representation of an ensemble with
contacts between positions 11—20 and 61—70. The ASTEROIDS
algorithm targeting these simulated PREs was then used to select
80-member conformational ensembles from a pool of 10 000
structures without specifi contacts calculated using the flexible-
meccano Monte Carlo sampling approach (see Methods). The
resulting ensembles reproduced the simulated PREs well, as
shown by the blue bars in Figure 2. It should be noted that
these simulations used examples that were quite demanding,
with 20% of the chain involved in weakly specifi contacts. It
is nevertheless a reasonable reproduction of the situation that
one may encounter when studying intrinsically disordered or
partially folded proteins, with long-range interactions occurring
between strands carrying complementary electrostatic charge
or containing hydrophobic side-chains. It was therefore of
interest to determine whether the broad averaging effects
predicted from such a simulation would allow the extraction of
meaningful information concerning the long-range contacts.

ASTEROIDS Reproduces the Overall Biophysical Features
of the Target Ensemble. Figure 3 shows the effective contacts
present in the ASTEROIDS ensembles that matched the
simulated data. This representation compares interatomic (C%)
distances present in the reference ensemble with those in the
selected ensemble (see Methods). The contacts that were used
to simulate the data are well identifie in both cases. The exact
values of the distances were not reproduced (the distances were
underestimated), but this is not considered a serious drawback
in view of the ill-define nature of the contact. We also
compared the overall distributions of the selected ensembles
relative to the reference ensemble. Figure 4 shows that the
ASTEROIDS ensemble of structures selected using the simu-
lated PREs from the reference ensemble containing contacts
between regions 11—20 and 61—70 (Figure 2a) reproduced
the distribution of the radiii of gyration (R,) for members of
the reference ensemble quite closely. The average R, of the
ASTEROIDS ensembles increased slightly with increasing
number of structures, from 21.3 A for the 80-member ensemble
to 21.7 A for the 160-member ensemble, compared with 22.6
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Figure 3. Contact maps showing chain proximity in the ensembles selected
using ASTEROIDS on the basis of the data shown in Figure 2 (above the
diagonal) in comparison with target ensembles (below the diagonal). In
(a), the contact was between 11—20 and 61—70, while for (b), the contact
was between 41—50 and 81—90. The scale for the data above the diagonal
in each panel has been multiplied by a factor of 0.50 for ease of identificatio
of the contact.

A for the reference ensemble. The previously noted tendency
of PRE-based analysis to produce unrealistically compact
ensembles of unfolded states, although present, was apparently
less pronounced using the combined ASTEROIDS and flexible-
meccano approach than in the case of restrained MD-based
studies.?® ?® The exact origin of this observation is not clear
and will require further comparative studies, but the improve-
ment may be related to the explicit modeling of side-chain
flexibilit or to the fact that this approach uses the data to select
representative ensembles rather than fittin the conformational
sampling directly to the data.

We tested the ability of the combined ASTEROIDS and
Sflexible-meccano approach to reproduce more than one contact.
Clearly, the accuracy of this reproduction depends strongly on
the number of paramagnetic probes and their specifi distribution
in the protein as well as the nature of the contacts (diffuse or
well-defined) We performed an additional simulation, in this
case for a protein containing 200 amino acids, where the target
ensemble consisted of conformers with a contact between 11—20
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Figure 4. Ability of the ASTEROIDS approach to accurately reproduce
the distribution of radii of gyration (R,) in the selected ensembles. (a)
Histogram showing the overall dimensions of the structures in ASTEROIDS
ensembles selected on the basis of PREs shown in Figure 2b (contacts
between 11—20 and 61—70). Blue: distribution of R, in ensembles of size
80 (average R, = 21.3 A). Red: distribution of radii of gyration in ensembles
of size 160 (average R, = 21.7 A). (b) Distribution of R, for a set of 2000
structures from the target ensembles in which all of the structures contain
a contact between 11—20 and 61—70 (average R, = 22.6 A).

and 61—70 or between 141—150 and 181—190. Simulated data
from eight paramagnetic probes allowed ASTEROIDS to
accurately and unambiguously fin both contacts (Figure 5).
The simulated target and fitte data from the eight sites are
shown in Figure S1 in the Supporting Information.
Paramagnetic Relaxation Enhancement in Highly Disordered
Systems: Experimental Data. In order to test the ensemble
selection procedure further, we applied this approach to an
experimental data set measured by Bertoncini et al.?* for the
intrinsically disordered protein o-synuclein. We employed these
experimental data to determine how the use of an explicit
flexibl side-chain description of the spin label compares to
using a fixe single position for each flexible-meccano con-
former. In order to do this, we used ASTEROIDS to select
ensembles based on the PRE data from cysteine mutants 18,
90, and 140 and then used these ensembles to predict the PREs
measured for the spin label at position 76. It should be noted
that this involved removing 25% of the available experimental
data. The ensembles determined using a flexibl side-chain
description and a static side-chain description both fi the
experimental data from the three “active” labels to within the
experimental uncertainty, with the flexibl side-chain model
affording a slightly better fi (data not shown). More importantly,
the reproduction of the “passive” data (i.e., the data not used in
the ensemble selection) was systematically and significantl
better when the flexibl side-chain model was employed: the
root-mean-square deviation (rmsd) for the flexibl side-chain
model was 0.17 & 0.01, compared with an rmsd of 0.24 £ 0.02
for the static description. An example is shown in Figure 6,
where the data reproductions of the PREs induced by the spin
label at position 76 are compared for the two descriptions. This
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Figure 5. Contact maps showing chain proximity in the presence of two
contacts. Above the diagonal: contact map for an ASTEROIDS ensemble
selected to reproduce simulated PRE data averaged over an ensemble in
which each 200 amino acid conformer has a contact between 11—20 and
61—70 or between 141—150 and 181—190. In this case, eight PRE sites
were simulated (sequence numbers 22, 44, 66, 88, 110, 132, 154, and 176).
Below the diagonal: contact map for the target ensemble used to simulate
the PRE data. The scale for the data above the diagonal has been multiplied
by a factor of 0.66 for ease of identificatio of the contact.

example was chosen at random and is representative of the
observed improvement. This result demonstrates the importance
of incorporating local MTSL side-chain dynamics into the
ensemble interpretation of the PREs, even for highly dynamic
systems. These motions are predicted to occur on a relaxation-
active time scale*® and therefore require the use of the model-
free or equivalent description that can explicitly account for
the effect of local motions on the spectral density function. If
fast motions of the spin label relative to the backbone are not
included in the analysis, time-scale-dependent modulation of
the observed relaxation interaction may be aliased into the
effective intramolecular distance distribution.

The quality of the cross-validated data reproduction using
the dynamic description allowed us to use this approach to probe
the optimal number of structures required to describe the
ensemble. This number depends on the complexity of the system

Number of Canformers

Figure 7. Ensemble characteristics as a function of selected ensemble size,
targeting experimental PRE data measured in a-synuclein. (a) Average
radius of gyration as a function of the number of structures in the selected
ensemble. (b) y? for the free data as a function of the number of structures
in the selected ensemble. The free data in this case consists of the entire
A76C data set. Only data from A18C, A90C, and A140C were used in the
ensemble selection for the cross-validated reproduction of the “free” data
set. (c) y? for the active data as a function of the number of structures in
the selected ensemble.

(including the number of long-range contacts) as well as the
number and position of the spin labels, but in this case, both
the active and passive x> values indicated that ensembles of
~200 structures were appropriate (Figure 7). This was supported
by analysis of the effective radius of gyration, which rises until
it reaches a plateau at approximately the same number of
structures. Figure 8 shows the data reproduction when data from
all four sites were included in the analysis; also shown is the
resulting contact map comparing average interatomic distances
in the ensemble with those from a control ensemble in which
no selection on the basis of experimental data was made. In
line with previous studies, a long-range contact between the C-
and N-terminal domains was observed [as well as a weaker
contact between the so-called NAC region (residues 65—95)
and the C-terminal domain].?*%3°
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Figure 6. Cross-validation of “free” a-synuclein PRE data. Only data from A18C, A90C, and A140C were used in the ensemble selection. (a) Example of
the reproduction of the PRE data from the A76C site using the static position of the C” atom as a representation of the average position of the spin label.
(b) Example of the reproduction of the PRE data from the A76C site using the explicit MTSL side-chain dynamic averaging model described in the text. In
both cases, the experimental PREs are shown in red and the calculated ratios in blue.
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Figure 8. Reproduction of PRE data measured for a-synuclein. (a—d) Comparison of experimental and ensemble-averaged data for an example calculation.
(e) Resulting contact map showing the relative proximity of different parts of the chain.

Effects of Weak Long-Range Contacts on RDCs Measured
in Highly Disordered Systems. In order to obtain a unifie
representation of the behavior of disordered proteins in solution,
it is necessary to incorporate data from different sources that
exhibit different structural and dynamic dependences. Here we
investigate the effects of weak long-range contacts on the
expected values of RDCs that are generally assumed to report
mainly on local conformational propensities in disordered chains,
and we propose appropriate guidelines for combining PREs and
RDCs when using ensemble descriptions of flexibl proteins.

The flexible-meccano approach was used to predict RDCs
from 100 000-member ensembles of the 100 amino acid model

H J. AM. CHEM. SOC. = VOL. xxx, NO. xx, XXXX

sequence in the presence of weakly define long-range contacts
(Figure 9). The expected profile when no specifi contacts were
present are also shown (Figure 9a). Figure 9b—g shows profile

of the expected "N—"HN (' Dyy) and 3C*—"H* (!D¢opo) RDCs
when a contact between two 20 amino acid strands (e.g., regions
1—20 and 81—100) was present. The effect of even such diffuse
long-range contacts is surprisingly strong, resulting in significan
quenching of the RDC values in regions between the two contact
regions and some reinforcement of RDCs in the region of the
contacting parts of the chain. Amino acids in all regions had
essentially identical conformational sampling in all cases, but
the RDCs were very different, indicating very clearly that
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Figure 9. Simulation of 'Dyy and 'Dcene RDC profile for a disordered protein with an arbitrary sequence in the presence of contacts between different
sections of the chain. (a) Profil of couplings in the absence of specifi contacts. The program PALES was used to calculate RDCs for each conformer;
100 000 conformers were used in this average and the ones shown in panels (b—g). (b—g) Profile of couplings in the presence of contacts between regions
iand j: (b) i = 120, j = 41—60; (c) i = 1—20,j = 61—80; (d) i = 1—20, j = 81—100; (e) i = 21—40, j = 61—80; (f) i = 21—40, j = 81—100; (g) i =
41—60, j = 81—100. The two continuous red bars above each plot indicate the positions of the contacting regions.

caution needs to be exercised when interpreting RDCs uniquely
in terms of local structure if long-range contacts are also present.
This would potentially lead to significan error in the cases
shown in Figure 9.

In order to further clarify the origin of these effects, the same
analysis was carried out for a homopolymer (polyvaline),
resulting in the expected bell-shaped curve for the ensembles
without contact-specifi selection (Figure 10a) and clear modi-
fication occurring for the ensembles with specifi contacts
(Figure 10b—g). The effect of diffuse long-range contacts is
apparently to superpose a more complex baseline upon the local
structure of the expected RDCs. This baseline has peaks in the
interacting regions and a trough in the intervening region. We
believe that the effect has a similar origin as that found in the
presence of helical elements in disordered chains, where 'Dyy
values become positive as a result of the effective average
alignment of the "N—'HN bond vectors with the average chain
direction and thereby the magnetic field ® The same effect may
occur here, although in this case, the helix has a very long period
in terms of amino acids and therefore would create a very broad
inverted curve relative to the bell-shaped curve, whose shal-
lowness depends on the distance between the interacting
segments, as observed from the numerical simulation.

Parametrization of the Effect of Long-Range Contacts on
RDCs in Disordered Systems. It has previously been shown that
RDCs from unfolded chains with no specifi interacting regions
can be expressed in terms of the product of a generic baseline
and RDCs derived from sampling of conformational space that
can be define using short local alignment windows (LAWs): >

Dml = |me|D£‘111AW (5)

where m and [ represent the pair of nuclei (e.g., N and HY). In
Figure 10, the red curves were obtained using the parametriza-

tion of a generic baseline expression that reproduces the
numerically predicted baselines shown for the polyvaline chain
(see Methods for the full expression). This can be described as
a combination of the baseline expression for no specifi contacts
(a hyperbolic cosine function introduced previously*’) with
Gaussian curves between the contact points. Importantly, the
curves depend only on the position of the contacts and the length
of the chain.

This expression can then be combined with RDCs predicted
using LAWs accounting for short-range conformational behav-
ior. This is illustrated in Figure 11, where the LAW-derived
profil (Figure 11b), which was calculated using 200 structures,
is combined with the baseline predicted for long-range contacts
between segments 41—60 and 81—100 (Figure 1la). The
prediction agrees essentially identically with the explicit simula-
tions calculated using 100 000 conformers containing the
required contact (Figure 11c). In the case of more than one
contact (as shown in Figure 5, for example), the baseline effects
are combined as shown in eq 11 and can again be shown to
accurately reproduce the effects simulated from explicit averages
over 100 000 conformers containing these contacts (see Figure
S2 in the Supporting Information).

Simultaneous Analysis of PRE-Derived Long-Range Contacts
and RDC-Derived Local Information. The above results show
that it is possible in principle to combine PRE-derived long-
range information with RDC-derived local information while
accounting for possibly significan long-range effects on RDCs
and preserving a relatively small number of structures. This latter
point is of particular importance when using ensemble selection
approaches. In order to test this possibility further, we analyzed
the ensembles presented in Figure 3, where the target contacts
were between positions 11—20 and 61—70 and between
positions 41 —50 and 81—90. The contact matrices were analyzed
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Figure 10. Simulation of RDC profile for a homopolymer (polyvaline) in the presence of contacts between different sections of the chain. (a) Profil of
calculated couplings in the absence of specifi contacts. The program PALES was used to calculate RDCs from each conformer; 100 000 conformers were
used in this average and the ones shown in panels (b—g). (b—g) Profile of couplings in the presence of contacts between regions i and j: (b) i = 1—20,
Jj=41-60; (c) i = 120, j = 61—80; (d) i = 1—20, j = 81—100; (e) i = 21—40, j = 61—80; (f) i = 21—40, j = 81—100; (g) i = 41—60, j = 81—100.
The two continuous bars above each plot indicate the positions of the contacting regions. The red curves were computed using eq 11 with the contact

positioned in the center of each region.
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Figure 11. Example of the combination of analytically calculated baselines and RDCs averaged using the local alignment window (LAW) approach. (a)
Baseline contribution calculated analytically using eq 11 for contacts between the regions centered on residues 50 and 90. (b) RDCs calculated using the
previously proposed LAW approach with windows 15 amino acids in length; each RDC was averaged over 200 structures. (¢) Combination of the baseline
from (a) and the local RDCs from (b) (red curves) compared to the RDCs averaged over 100 000 full-length conformers in which each structure has a

contact between 41—60 and 81—100 (black curves).

to fin the maximum of the difference between the PRE-derived
ensemble and the reference ensemble containing no specifi
contacts (see Methods). The results are shown in Figure 12. In
Figure 12a, the red and blue curves indicate the RDC baselines
derived using this approach (calculated using eq 11), and the black
curve shows the 'Dyy RDCs calculated using the LAW approach.
In Figure 12b,c, the combination of the baseline and the locally
calculated RDCs is compared to RDCs calculated explicitly from
100 000 conformers, all of which fulfil the contact criterion. The
good agreement demonstrates that one can combine PREs and
RDCs in a meaningful way for the ensemble description of
disordered proteins using experimental data.

Combining Experimental PREs and RDCs in o-Synuclein
Validates RDC Baseline Analysis. Finally, we applied this
analysis to the contact matrix determined on the basis of
experimental PRE data from a-synuclein (shown in Figure 8e).

J J. AM. CHEM. SOC. = VOL. xxx, NO. xx, XXXX

Experimentally measured RDCs are shown in Figure 13a and
compared to RDCs calculated from an explicit representation
of full-length o-synuclein. The RDC baseline derived from
analysis of the contact matrix is shown in Figure 13b,
superimposed on the RDCs calculated using the LAW approach.
The two curves were combined using eq 5, and the result is
compared to the experimental data (after appropriate scaling)
in Figure 13c. The RDC profil reproduces the experimental
data significantl Dbetter than the ensemble derived in the absence
of specifi contacts (rmsd of 0.51 Hz compared with 0.75 Hz).
This study therefore not only validates the predicted effects on
RDC profile due to long-range transient contacts in unfolded
systems but also demonstrates that PREs and RDCs can be
usefully combined in an experimental context. This provides
further support for previously published observations that RDCs
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Figure 12. Example of a combined analysis of PREs and RDCs in the
context of simulated data. PREs were used to determine long-range contacts.
RDC profile were calculated using baselines determined on the basis of
PRE analysis and LAWSs. Contacts were identifie from distance matrices
as described in the text. The reproduction of the PREs and the resulting
distance matrix from this simulation are shown in Figures 2 and 3. (a) Black
curve: LAW-averaged RDCs. Blue curve: RDC baseline extracted from
the contact matrix shown in Figure 3a (contact between 11—20 and 61—70).
Red curve: RDC baseline extracted from the contact matrix shown in Figure
3b (contact between 41—50 and 81—90). (b) Black curve: RDCs calculated
from an explicit ensemble calculation using 100 000 conformers. Red curve:
the combination of the LAW curve and red baseline curve shown in (a)
(contact between regions 41—50 and 81—90). (c) Black curve: RDCs
calculated from an explicit ensemble calculation using 100 000 conformers.
Red curve: combination of the LAW curve and blue baseline curve shown
in (a) (contact between regions 11—20 and 61—70).
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Figure 13. Example of a combined analysis of PREs and RDCs in the
context of experimental data: comparison of experimental 'Dyy RDCs
measured from o-synuclein aligned in PEG-hexanol with values obtained
using the combination of LAW and baseline prediction from PRE
analysis. (a) Comparison of experimental 'Dyy RDCs (blue) with
couplings calculated using a standard flexible-meccano prediction (red).
The rmsd between the two distributions was 0.78 Hz. (b) LAW-predicted
RDCs (red) and effective baseline derived from the contacts shown in Figure
8e using eq 11 (black). (¢) Combination of the curves shown in (b) (red)
compared to the experimental 'Dy;; RDCs (blue). The rmsd in this case
was 0.52 Hz.

have been correctly reproduced only in the presence of long-
range contacts.>

Conclusions

In order to understand the conformational behavior of IDPs,
a molecular representation of the partially folded state is
required. Because of the very large number of degrees of
conformational freedom available to such a disordered system,
this representation should be based on extensive sets of
experimental data using novel analytical tools designed to exploit
the specifi conformational sensitivity of the different experi-
mental parameters. Each experimental parameter is sensitive to
different aspects of the structural and dynamic behavior of the
disordered state and requires specifi consideration of the
relevant averaging properties of the physical interaction. In this
study, we have taken another step toward the development of a
unifie molecular representation of the disordered state by
combining complementary data sets with novel analytical tools
designed to exploit the specifi conformational sensitivity of
the different experimental parameters.

Having recently demonstrated that multiple RDCs can be
combined with an efficien ensemble selection algorithm
(ASTEROIDS) to defin local conformational sampling directly
from the experimental data, we have extended the approach to
incorporate the possible presence of long-range contacts. We
have demonstrated the use of ASTEROIDS to analyze PREs
and faithfully reproduce intramolecular proximity even in the
presence of highly diffuse, ill-define contacts that give rise to
broad PRE profiles We have also demonstrated that the
combination of numerical and analytical modeling of spin-label
mobility significantl improves the reproduction of the experi-
mental data. The effects of long-range contacts on RDCs have
been shown to produce severe distortion of RDC profile
predicted on the basis of local sampling alone. We have
demonstrated that this distortion can be generally parametrized
and combined with RDC prediction based on local sampling
alone to provide an efficien and reliable tool for interpreting
RDCs in flexibl chains containing preferred long-range contacts.

We thus have shown that it is possible to combine NMR data
that exhibit very different averaging properties and structural
dependences in a meaningful way, providing the perspective
of characterizing the essential local and long-range conforma-
tional characteristics of unfolded proteins using PREs and RDCs.
In the example we provided, the reproduction of experimental
RDCs from the protein o-synuclein was significantl improved
when baseline effects derived from the PRE analysis were
introduced into the analysis, demonstrating the feasibility of
combining these experimental parameters into an informative
ensemble description.

Methods

Experimental Data. Details of experimental measurements of
RDCs and PREs have been published elsewhere.?*-?

PRE Calculations with Flexible-Meccano. Sterically allowed
MTSL side-chain conformations were sampled using previously
published rotameric distributions®® and built explicitly for each spin-
label site of each flexible-meccano backbone; 600 side-chain
conformers were calculated, and the sterically allowed conformers
were retained. Relaxation effects were averaged over these con-
formers as described in Theoretical Aspects.

Definition of Contacts. We considered a contact to be present
between two different parts of the polypeptide chain if the C# of
an amino acid in one contiguous strand (e.g., residues 11—20) was
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located less than 15 A from any C” in another contiguous strand
(e.g., residues 51—60).

Contact Matrices. Contact matrices were analyzed to determine
[7*, the maximum of the difference between the PRE-derived
ensemble and the reference ensemble containing no specifi
contacts:

max __ PRE ; jref
I max {log(d« /d;;)} (©)

ije

The matrix was then divided into segments of 5 x 5 amino acids
and searched for the highest-populated segment fulfillin the
following criterion:
max PRE ; jrefy max

0.95;" = {log(d; "/d;;)} = (7)
This approach identifie the highest-populated contacting region.
The center of this region was then used to calculate the baseline
effects on the RDC profil using eq 11.

Average distances between sites were represented in terms of
the metric A, define as

Ay = log({d;)/(d) ®

where dj; is the distance between sites i and j in any given structure
of the ASTEROIDS ensemble and df} is the distance between sites
i and j in any given structure of the reference ensemble (with no
specifi selection). This metric was used to highlight a higher
propensity to form contacts than in a molecule that has no specifi

contacts. It should be noted that this representation of average
interatomic distances naturally (and artificially enhances contacts
that are further apart in the chain, so the observed contacts are
“smeared” away from the diagonal.

RDC Calculations with Flexible-Meccano Using a Global
Alignment Tensor. Simulated RDCs were calculated using the
program flexible-meccano interfaced to PALES.® Profile of RDCs
in the presence of long-range order were simulated by retaining
only conformers for which the desired contact was present.

RDC Calculations with Flexible-Meccano Using a Local
Alignment Window. For calculations using a LAW, the RDC for
the central amino acid of the local 15 amino acid segment was
calculated for each individual structure.** For the terminal amino
acids, seven alanines were added to the N- or C-terminus during
the building of the protein to ensure that a 15 amino acid segment
was always present. The resulting RDC profil along the primary
sequence was calculated by averaging each value over the whole
ensemble and multiplying by the corresponding scaled absolute
value of the effective baseline given in eq 11. RDCs calculated
using full-length descriptions of the protein were averaged over
all conformers as previously described.''

ASTEROIDS Ensemble Selection. ASTEROIDS uses a previ-
ously described genetic algorithm to build a representative ensemble
of structures of fixe size N from a large database. The algorithm
selects an ensemble of N structures by compared with experimental
data using the following fitnes function:

Z (A caled

XASTEROIDS

xptl) (9)

(69) Zweckstetter, M.; Bax, A. J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 3791.
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where

2,red exp( 1—‘2 ,para m)

k
FZ red + F

LT
AI];alcd Ik =

red

(10)

2,para

in which I';, is the intrinsic transverse relaxation rate of the
observed proton spin and ¢, is the mixing time, for which a value
of 10 ms was used. The fina ensemble is obtained from generations
of ensembles that undergo evolution and selection using this fitnes
function. Each generation comprises 100 different ensembles of
size N. Remaining parameters are treated as previously described.

Parametrization of a Generic RDC Baseline Expression
for Transiently Contacting Chains. A generic RDC baseline
expression for transiently contacting chains can be obtained by
convoluting the baseline expression for no specifi contacts (a
hyperbolic cosine function introduced previously**) with a Gaussian
curve between the contact points and then correcting this with
Gaussian curves in the vicinity of the contacting points. Importantly,
the Gaussian curves depend only on the position of the contacts
and the length of the chain. This results in the following analytical
expression for the baseline RDC, DE":

Dj{a, By = {2b(L) cosh[~a(L)(m — my)] =
c(L)}(l — Y {Ge et 4

1

Hi[(Di +5) e—(m—nl‘,-+S,-/2)2/2(§2 +
—(m—n /2)2/252
(D, — S)e (m—n +S,/2) /245]}) (11)

where L is the length of the chain, the contact occurs between positions
ny and n,, and the sum includes all of the independent contacts i. Other
parameters are define as follows: my = (L + 1)/2, no = (n; + ny)/2,

= |n; — my, and S = ny — my. The parametrizations of a, b, c,
G, H, 0, and 0 are given in the Supporting Information.
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ABSTRACT: The intrinsically disordered protein tau be-
comes excessively phosphorylated and aggregates into neurofi-
brillary tangles in Alzheimer’s disease. To obtain insight into the
structural consequences of phosphorylation, we characterized a
mutant protein of tau in which epitopes recognized by Alzhei-
mer diagnostic antibodies were mimicked by mutation to
glutamic acid [ATS (S199E, S202E, T20SE), AT100 (T212E
and S214E), and PHF1 (S396E and S404E)]. A large number
of distance restraints obtained from NMR paramagnetic relaxa-
tion enhancement in combination with ensemble conformer
calculations demonstrate that pseudophosphorylation causes
an opening of the transient folding of tau. Together with
previous studies on the Parkinson-related protein ¢-synuclein,
our data indicate that networks of transient long-range interac-
tions are common properties of intrinsically disordered proteins
and that their modulation is important for aggregation.

ggregation of the microtubule-associated protein tau into
Aneuroﬁbrillary tangles is the pathological hallmark of a
variety of dementias."* For reasons not yet known, tau becomes
excessively phosphorylated in Alzheimer’s brains and as a result
no longer binds properly to microtubules. The unbound tau is free to
undergo abnormal aggregation. In vivo, hyperphosphorylation of tau
precedes tangle formation.” At least 30 phosphorylation sites in tau
filaments have been identified.* Phosphorylation at serine/proline
and threonine/proline motifs in the flanking regions of the repeat
domain of tau has only a moderate influence on tau—microtubule
interactions but is upregulated in Alzheimer’s disease.’

Tau is a prototypical intrinsically disordered protein that does
not assume a rigid tertiary or secondary structure but };opulates
an ensemble of interconverting structures in solution.*” Because
of the inherent flexibility of tau, NMR spectroscopy is the only
method that allows a description of its conformations and
dynamics with high resolution.® We have recently shown that
it is possible to obtain the complete backbone resonance assign-
ment of the longest isoform of human tau and demonstrated that
441-residue tau has a distinct domain character with an intricate
network of long-range interactions.”

)2 ACS Publications @ xxxxAmerican Chemical Society

Here we investigate changes in the local and global structure of
441-residue tau related to phosphorylation in the epitopes recog-
nized by the Alzheimer diagnostic antibodies AT8 (S199E, S202E,
T20SE), AT100 (T212E and S214E), and PHF1 (S396E and
S404E). To avoid the ambiguities of heterogeneous phosphoryla-
tion, we cloned “pseudophosphorylation” mutants of tau in which
serine and threonine residues were converted into glutamic acid.
The same mutant protein was previously shown to aggregate slightly
faster in comparison with wild-type (wt) tau.” In addition, a different
six-site pseudophosphorylation mutant (S199E, S202E, T20SE,
T231E, S396E, and S404E) had a decreased rate of elongation
and a pronounced lag time of aggregation.'” We determined
cross-validated ensembles of wild-type (wt) and pseudopho-
sphorylated tau using a large number of long-range distance
restraints. Our data reveal that pseudophosphorylation weakens
the transient folding of tau.

To obtain insight into transient long-range interactions in wt
and pseudophosphorylated (so-called E-mutant) tau, we used
the technique of paramagnetic relaxation enhancement (PRE).""
Covalent attachment of a spin label to a cysteine induces PRE of
the NMR signals of the protein within a distance of ~25 A. The
relaxation enhancement can then be quantified by comparison of
NMR signal intensities in two-dimensional correlation experi-
ments recorded in the paramagnetic (Ipm) and diamagnetic (I4;,)
states. An .../l intensity ratio of >0.95 indicates a distance
exceeding 25 A. We attached the paramagnetic nitroxide label
MTSL to 10 different positions (C15, C72, C125, C178, C239,
C256, C322, C352, C384, and C416) uniformly distributed along
the primary sequence of wt and E-mutant 441-residue tau
(Figures 1 and 2). In addition, PRE measurements were per-
formed in which a spin label was attached simultaneously to the
two native cysteines C291 and C322 of tau. Our previous
characterization of wt tau was based on six MTSL positions.”

In Figure 1, a comparison between the PRE broadening
profiles of the amide protons of wt and E-mutant tau is shown
for MTSL attached at positions 239 and 384, which are close to
the sites of pseudophosphorylation. In agreement with our
previous study,” the spin label at position 239 strongly attenuated
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the signals of 60 residues at the N-terminus with weaker broad-
ening extending up to residue 140. In addition, weak paramag-
netic broadening was observed for about 60 residues upstream
and downstream of the site of the spin label (Figure la). Very

* %

R2| R3

* ok *

AR e = & 3 H R SO

0 40 80 120 160 200, 240 280 320 360 4?0 440

Residue Number

Figure 1. PRE broadening profiles of amide protons of wt (blue) and
E-mutant 441-residue tau (black line) with MTSL attached to positions
(a) 239 and (b) 384. Arrows mark sites of mutation to glutamic acid.
Intensity ratios were averaged over a three-residue window. Decreases in
peak intensity ratios that occur far from the site of spin-labeling (>10
residues) are indicative of long-range contacts. The domain organization
shown at the top (inserts I1, 12; proline-rich regions P1, P2; domain of
repeats R1—R4; pseudorepeat R) highlights the location of negative
(red) and positive (blue) charges. The sites of spin labeling are indicated
by solid (single spin label) and open (double spin label) stars.

similar PRE profiles were obtained when the diamagnetic state
was obtained by addition of ascorbic acid instead of dithiothreitol
(DTT) (Figure S1 in the Supporting Information). For residues
150—441 of the E-mutant, a highly similar PRE profile was
observed. However, at the N-terminus of the E-mutant, the PRE
intensity ratios were higher than in wt tau by up to 34% for
residues M31—D34. The reduced paramagnetic effect demon-
strates that pseudophosphorylation in the regions flanking the
repeat domain of tau attenuate their transient interaction with
the N-terminal domain. MTSL attached at position 384 induced
a broad PRE profile around the attachment site and weak
paramagnetic enhancement at the N-terminus for both proteins.
In the E-mutant, the paramagnetic effect was reduced for residues
410—441 (Figure 1b).

The PRE profiles in Figure 1 provide information only about
changes in transient long-range structure involving residues 239
and 384. To probe the effect of pseudophosphorylation on the
ensemble of conformations in other regions of tau, nine addi-
tional PRE profiles were compared (Figure S2). The NMR data
demonstrate that residue stretches harboring each of the nine
sites are involved in long-range interactions in both wt and
E-mutant tau. For all attachment sites, the paramagnetic effect
was at least slightly reduced in distinct regions upon pseudopho-
sphorylation. According to the PRE profile for MTSL at position
1S, pseudophosphorylation in the regions flanking the repeat
domain causes a weakening of the long-range contact between
the N- and C-termini (Figure S2). A weakened contact between
the two termini is in agreement with a lower fluorescence
resonance energy transfer (FRET) efficiency between residues
432 and 17 in the E-mutant relative to wt tau.” However, the
FRET efficiencies between residues 310 and 17 and between
residues 432 and 322 were larger in the E-mutant than in the wt
protein,” in apparent contrast to the NMR PRE profiles. We
attribute the differences to the use of two hydrophobic labels
(tryptophan and dansyl group) in the FRET studies.

a

C15

C72
C125
C178
C239
C256

C291/322

C322
C352
C384

C416

Residue

100 200 300 400

Residue

100 200 300 400
Residue

Figure 2. PREs and long-range contacts in the representative ensembles of (a, b) wt and (c) E-mutant 441-residue tau. (a) Comparison of experimental
PREs (red) and values back-calculated from the representative ensemble of wt tau (blue). (b, ¢) Contacts are plotted as log(d;;/d;j f), where d;; ¢ refers
to the distance in the reference ensemble of 27 000 structures and dj; refers to the distance in the selected ensemble [see Figure S14 for a difference plot of

(b) and (¢)].
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A hint concerning the mechanism of the pseudophosphoryla-
tion-induced weakening of transient long-range interactions was
provided by an analysis of the charge distribution of tau. While
the central region of tau is predominantly positively charged, an
excess of negative charge was found for the 120 N-terminal
residues as well as at the C-terminus. Introduction of five glutamic
acid residues in the region 199—214 changes the net charge in the
proline-rich region P2 from +2 to —3 (Figure 1a). The altered
electrostatic properties result in a reduced Coulombic attraction
between P2 and the positively charged N-terminal domain.

The overall dimensions of the ensemble of conformations
populated by tau can be estimated using diffusion NMR spectro-
scopy.'> We estimated ensemble-averaged hydrodynamic radii of
56.8 & 0.2 A for wt tau and 60.2 &= 0.3 A for the E mutant, both in
90% H,0/10% D,O (Figure S3), supporting a less compact
ensemble of conformers for the E-mutant. The value for wt tau is
slightly larger than the hydrodynamic radius estimated previously
in 100% D,0,” potentially as a result of different viscosities and
stronger intramolecular hydrophobic interactions in D,0."

The raw PRE data do not constrain a single conformer but
should be converted into ensembles of structures for which the
PRE-derived distance restraints must be fulfilled by the complete
ensemble.'* Previously, we calculated an ensemble of 10 con-
formers of wt tau that was in agreement with 2288 distance
restraints derived from six MTSL positions.” Here we calculated
one ensemble for the wt protein and one for the E-mutant using
4646 and 454S distance restraints, respectively. In addition, while
in our previous study simulated annealing was used to drive the
compaction of the ensemble under the influence of the PRE
restraints,” here subensembles of 200 structures were selected
from a statistical coil ensemble of 30000 conformers using the
program ASTEROIDS."* '® The flexibility of the MTSL side
chain was taken into account by rotamer modeling as described
previously (Figure S4). In order to determine the optimal
number of structures for the ensemble, complete PRE data sets
for single MTSL positions were removed from the analysis, and
these values were back-calculated from subensembles that were
determined using the remaining 10 PRE data sets (Figures
$5—S8). In addition, random samples of Gaussian noise were
added to the input data to test the sensitivity of the ensembles to
experimental uncertainties (Figures $9 and 10). To test the effect
of local structural preferences on the properties of the ensemble,
we performed two sets of test calculations: (i) local sampling for
residues 395—425 with alternating 20% more a-helical and 20%
more [3-sheet interspersed with standard sampling and (i) 25%
helix content for residues 428—437 in agreement with NMR
chemical shifts” (Figures S11 and S12).

The calculations showed that the mobility of the MTSL label,
experimental uncertainties in the PREs, and local conformational
preferences of the backbone do not affect the overall properties
of the ensemble, although details in the ensembles might change.
In addition, selection against the data resulted in slightly better
reproduction than cross-validation. The contrary would be
expected only if the system were overdetermined and the data
that were left out were completely redundant. Thus, very large
data sets are required for a full description of ensembles of
disordered proteins. On the other hand, the cross-validation
showed that the model, which used all of the data except that for
one mutant, was still consistent with the data from this mutant. It
also showed that subensembles of 200 structures describe the
experimental data well and reproduce the back-calculated PREs
with high quality (Figure 2 and Figure $13). Although each run of

the program produces a different ensemble in terms of individual
conformers, biophysical parameters such as long-range contacts
and radii of gyration are constant.

The calculated ensembles support the interpretation of the raw
data (Figure 2 and Figure S14): In the E-mutant, the N-terminal
domain has a decreased probability to be in proximity to the
proline-rich region, and the compaction of the C-terminus is
reduced. The overall dimensions of the ensemble of structures
were slightly different, with hydrodynamic radius values of 58.9
and 60.0 A for wt and E mutant tau, respectively (as predicted by
HydroPRO"7), which is in qualitative agreement with the experi-
mental values. The structure calculations demonstrated that the
experimental PRE profiles obtained for different MTSL positions
are consistent. Importantly, we looked at differences between two
data sets and therefore two ensembles with exactly the same extent
and distribution of data.

Next, we asked whether changes in the global structure are
connected to changes in the local structure of tau. To answer this,
we assigned and measured "°N and "*C” chemical shifts'® as well
as 3]HNHA scalar couplings in the E-mutant and compared them to
those of wt tau. Both Froteins showed only small deviations from
random coil values of >C* chemical shifts, in agreement with their
disordered nature (Figure S15). Direct comparison of the experi-
mental *C* chemical shifts for wt and E-mutant tau demonstrated
that local conformational changes induced by pseudophosphor-
ylation are small and restricted to the vicinity of the mutation.
Rigid secondary structure is not induced, in agreement with
*Jrinma scalar couplings (Figure $15) and previous work on short
tau peptides.'® Despite the fact that the PHF1 epitope near the
C-terminus contains only two phosphorylation sites (396 and
404), C* chemical shift changes were more pronounced and
affected a larger set of residues than did glutamic acid mutations in
the proline-rich regions, suggesting that the PHF1 epitope is more
prone to conformational changes.

In summary, we have determined an ensemble of conformers
of 441-residue tau on the basis of a large number of distance
restraints derived from paramagnetic relaxation enhancement
and compared it to an equally well defined ensemble for a mutant
protein mimicking phosphorylation. Our data demonstrate that
pseudophosphorylation at the AT8, AT100, and PHF1 epitopes
reduces the electrostatic attraction between the N-terminal
domain and the proline-rich region of tau and causes a weakening
of the network of transient long-range interactions of 441-residue
tau. Aggregation studies have previously suggested that the
identical mutant protein aggregates faster than wt tau.” Together
with studies on the Parkinson-related protein a-synuclein, in
which long-range interactions between the C-terminal tail and
the hydrophobic central part delay aggregation,”**" our data in-
dicate that networks of transient long-range interactions are com-
mon properties of intrinsically disordered proteins and impor-
tant for aggregation.
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In order to understand the conformational behaviour of Intrinsically Disordered Proteins (IDPs),
it is essential to develop a molecular representation of the partially folded state. Due to the very
large number of degrees of conformational freedom available to such a disordered system, this
problem is highly underdetermined. Characterisation therefore requires extensive experimental

data, and novel analytical tools are required to exploit the specific conformational sensitivity of
different experimental parameters. In this review we concentrate on the use of nuclear magnetic
resonance (NMR) spectroscopy for the study of conformational behaviour of IDPs at atomic
resolution. Each experimental NMR parameter is sensitive to different aspects of the structural
and dynamic behaviour of the disordered state and requires specific consideration of the relevant
averaging properties of the physical interaction. In this review we present recent advances in the
description of disordered proteins and the selection of representative ensembles on the basis of
experimental data using statistical coil sampling from flexible-meccano and ensemble selection
using ASTEROIDS. Using these tools we aim to develop a unified molecular representation of
the disordered state, combining complementary data sets to extract a meaningful description of

the conformational behaviour of the protein.

Introduction

One of the most remarkable discoveries of protein science over
the last decade concerns the revelation that a large fraction of
functional proteins encoded by the human genome is either
fully disordered or contains long disordered regions.'™
Intrinsically disordered proteins (IDPs) remained beyond the
scope of classical structural biology, and therefore escaped the
attention of the multiplication of structural genomics projects
that have emerged in the hope of classifying all protein folds.
IDPs are biologically functional despite a lack of stable, well-
defined three-dimensional structural fold, and as such they
impose a different perspective on the relationship between
primary protein sequence and function. IDPs are also strongly
involved in numerous human pathologies, and the develop-
ment of pharmacological solutions to these problems awaits a
molecular description of the role of flexibility in the develop-
ment of disease.”’ Proteins present a vast spectrum of
flexibility in their physiological states, from stable enzymes

Protein Dynamics and Flexibility, Institut de Biologie Structurale
Jean-Pierre Ebel, CEA, CNRS, UJF UMR 5075, 41 Rue Jules
Horowitz, Grenoble 38027, France. E-mail: martin.blackledge@ibs.fr,
Tel: +33 4 38789554
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to highly flexible chains. In analogy to folded proteins, the
primary sequence predetermines the functional behaviour of
the protein, but in this case, rather than focussing on a unique
fold that stabilizes the protein, and considering the role of
local structure and dynamics relative to this scaffold, we are
forced to consider the more central role that conformational
flexibility plays in the function of the intrinsically disordered
state. The determination of a single structure has no real
physical relevance, at least in the free form of such proteins,
and there is therefore a pressing need for the development of
an entirely new set of experimental and descriptive approaches
to describe the conformational behaviour of IDPs.®!!

One obvious aim of a structural description of IDPs is
to determine rules that define the behaviour of the flexible
protein in terms of probability to populate a defined region of
conformational space. This is often achieved by evoking an
explicit ensemble description of interconverting structures,
whose populations are interpreted in terms of a population-
weighted distribution that represents the true conformational
equilibrium. However the definition of this distribution is no
easy task. IDPs populate a vast conformational space, and
the mapping of this potential energy landscape represents
a classical ill-posed problem, in which the number and com-
plexity of the available degrees of conformational freedom
far outweigh the accessible experimental data that can be

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2011
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measured for a particular system. Some caution therefore
needs to be exercised when treating such under-determined
systems, where the development of an ensemble description
that is in agreement with the experimental data may not ensure
that the associated conformational sampling is correct. The
development of robust procedures that address this issue is of
paramount importance.

NMR of intrinsically disordered proteins

Characterisation of the diverse conformational properties
of the unfolded protein cannot be based solely on a single
experimental technique, but necessarily relies on the exploita-
tion of complementary approaches reporting on both short
range and long-range structural parameters. It is also essential
to consider the time scales that characterise local and global
motions and the inter-conversion rates of different members of
a conformational ensemble. Nuclear magnetic resonance
(NMR) spectroscopy is particularly rich in both short range
and long-range structural information that can be exploited to
accurately define the behaviour of IDPs.'? Despite a compara-
tively restricted amide proton chemical shift dispersion,
NMR signals retain the spectroscopic characteristics of
small molecules, because of the flexibility of the chain, so that
heteronuclear chemical shift assignment remains possible,
even for very large intrinsically disordered proteins.'> Mole-
cular weight restrictions that apply to folded proteins therefore
do not extend in the same way to intrinsically disordered
proteins of the same number of amino acids.

Most importantly NMR provides access to ensemble and
time averaged conformationally dependent parameters at
atomic resolution. The measurement of structurally dependent
parameters inherently provides a basic tool to study local
conformational propensities that may be important for fold-
ing upon binding,'"* and transient or persistent long-range
contacts or tertiary structure that may also play a role in
molecular interactions."*'® In this article we describe
advances of some NMR-based techniques that have taken
place in recent years for the description of the conformational
behaviour of IDPs.!” 1

The chemical shift of a specific nucleus reports on the local
physico-chemical environment of the nucleus, and in the pre-
sence of conformational flexibility, depends on a population-
weighted average over local conformations sampled by all
molecules in the ensemble that are exchanging on timescales
faster than the millisecond. This timescale therefore dictates
our interpretation of all NMR parameters that are measured
from this chemical shift averaging process. The chemical
shift can also provide information about the local structural
propensity?® that can be detected in intrinsically disordered
proteins by analyzing the deviation of measured parameters
from the expected value that would be measured in the absence
of any local structure (the so-called ‘random coil’ value).?!>?
The absolute definition of a random coil remains open to
argument, in most cases amino-acid specific values are measured
experimentally from small peptides with no apparent local
structure.”>2> The chemical shift provides a sensitive probe
of local structural sampling, in particular '*C shifts, whose
values depend, in order of importance, on the covalent structure

(B¢, BCP or 13C), the type of amino acid, and finally on the
local structural propensity which is the parameter of interest.
The difference between the measured shift and the amino-acid
specific random coil shift, known as the ‘secondary’ chemical
shift, is commonly used to identify the presence of transient
structure in flexible chains.**>® Scalar couplings between
nuclei on the backbone of the protein also depend on backbone
dihedral angles and average in a similar way to chemical
shifts.> " Again random coil values have been measured in
small peptides and these values can be compared to experimental
values to determine the level of transient local structure.

Residual dipolar couplings (RDCs), measured between
pairs of nuclei, are also extremely promising tools for studying
the conformational behaviour of disordered proteins.** 3
RDCs become measurable when the protein of interest is
dissolved in a dilute liquid crystalline medium, such that the
average dipolar coupling, normally averaged to zero in free
solution, has a residual, non-zero value.’” 3 Under these
conditions RDCs depend on the average over the ensemble
of orientations of the vector connecting the two spins in the
following way:

Dj = (1)

770y /3cos? Q — 1
T < 2 >
where Q is the orientation of the internuclear vector with
respect to the static magnetic field and r is the vibrationally
averaged distance. The angular parentheses again describe an
average over conformations that exchange with rates faster
than the millisecond timescale. RDCs are highly sensitive
probes of time and ensemble-averaged conformational equili-
bria on timescales up to the millisecond in folded proteins,****
but can also be used to characterize the conformational
behaviour of unfolded proteins. The sensitivity of RDCs to
the local structure in an otherwise unfolded chain can be best
illustrated by considering the orientation of an amide bond
vector. The expected average orientation of the amide vectors
present in an unfolded chain aligned in a direction parallel to
the magnetic field is approximately orthogonal to the field,
resulting in coupling with a negative sign. If a helical element is
present, this will induce a change in sign of the measured
coupling, because the bond vector would be aligned rather
in an average parallel direction with respect to the average
chain direction. The angular averaging term in eqn (1) changes
sign and so does the dipolar coupling (Fig. 1). Over the last
decade significant progress has been made in developing an
understanding of the nature of RDCs in the unfolded state,
and the potential for exploiting this information has generated
considerable interest in the development of new approaches to
exploit this experimental parameter.*>*’

Disordered proteins often exhibit evidence of fluctuating
long-range tertiary structure, that may be important for
physiological interactions, for example via so-called fly-casting
interactions,'® in the control of early folding events, or to
provide protection from aggregation or proteolysis. While it
is difficult to detect such transient contacts via standard
approaches to the measurement of internuclear distances,
using '"H-'H cross relaxation, the detection of such long-
range information is possible by exploiting the strength of
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Fig. 1 [Illustration of the sensitivity of RDCs to the presence of local

structure. The orientational dependence shown in eqn (1) results in
positive "Dau RDCs for the central helical element, where the NH
bond vectors tend to be aligned with the field, while in the disordered
regions the RDCs are negative, because the average orientation is
perpendicular to the direction of the chain.

the dipolar relaxation between the nuclear spin and an
unpaired electron that can be introduced into the protein by
attaching a nitroxide group to a cysteine mutant.*® >° Because
the gyromagnetic ratio of the electron spin is over 600 times
higher than the proton spin, the observed line broadening
due to the paramagnetic relaxation enhancement provides
long-range probes of intra- and intermolecular distances and
distance distribution functions that can be detected even if
only weakly populated.>' >’

A number of additional NMR parameters can be used to
characterize the unfolded state: the most common are pulse-
field gradient spin echo experiments,” that report on the
population weighted average translational diffusion properties
of the chain and heteronuclear spin relaxation, that report on
local order on picosecond to nanosecond timescales.’>®' The
complementary information available from small angle X-ray
scattering that reports on the average mass distribution in
three dimensional space, and therefore the dimensions of the
ensemble of structures, is also often exploited in combination
with NMR data to provide a more complete picture of the
disordered state.®* 8

Ensemble descriptions of IDPs from NMR data

Despite remarkable progress in recent years, the transfor-
mation of these highly diverse experimental parameters into
a meaningful conformational description remains a key
challenge for contemporary structural biologists. The most
common approach that has been applied over recent years
borrows tools developed for the determination of the structure
of proteins in solution, where additional terms are incorpo-
rated into a physical potential energy function to bias the
conformational sampling. A restrained molecular dynamics
(MD) simulation, run in parallel over different members of the
ensemble, is then used to drive the ensemble into a region of
conformational space that is in agreement with experimental
data.®7* Despite the popularity of such techniques, a number
of key questions remain open with respect to their generalisation.
It is not clear how the introduction of non-physical parameters
into the force field will affect the ability of the molecular dynamics

engine to efficiently search conformational phase space, or its
ability to sample a Boltzmann-weighted distribution of con-
formers. It is also unclear how to optimize the number of
structures present in the ensemble average, a feature that will
depend strongly on the density and information content of the
experimental parameters. A more general problem, that is shared
by all approaches to the interpretation of experimental data from
disordered states, concerns the characteristic averaging timescales
of each experimental parameter that must be properly accounted
for within the conformational ensemble.

An entirely different approach does not use the experimental
data to drive the individual members of the ensemble into a
conformation in agreement with the experimental data, but
instead samples conformational space as broadly as possible,
and then exploits the experimental data to define the region of
conformational space that is appropriate for the system under
investigation. Enhanced molecular dynamics approaches such
as accelerated molecular dynamics have been used in this way
to study intrinsic dynamics in folded proteins,**”>7¢ although
the potential extent of conformational space available to IDPs
complicates the successful application of such approaches to
these highly flexible systems. An alternative strategy is to
attempt to flood conformational space by creating a statistical
coil model of the protein based on the intrinsic conformational
behaviour of each amino acid, derived for example from
backbone dihedral angle distributions found in loop regions
of protein structures.”””’

An explicit ensemble description of IDPs, called flexible-
meccano, builds multiple copies of the protein that are
ensemble designed to represent all possible states that are
relevant for the NMR observable.* Flexible-meccano randomly
samples amino-acid-specific backbone dihedral angle {¢/i/}
propensities derived from non-secondary structural elements
of high-resolution X-ray crystallographic structures,*® and
thereby assembles a conformational ensemble from which
experimental values can be calculated. Amino-acid specific
hard-sphere steric clashes are used to provide a physically
reasonable model of repulsive interatomic forces, and no
attractive forces are explicitly used. The simplicity of the
model allows for highly efficient structure ensemble assembly
(100 000 structures of a 100 amino acid protein can be created
in 30 minutes on a single processor). The ensembles are
randomly sampled from population-weighted distributions that
are taken to represent the potential energy surface of each amino
acid. Although this does not guarantee a Boltzmann distribu-
tion, the absence of additional constraints in this sampling phase
avoids distortions due to additional potential energy terms such
as those used in restrained MD calculations.

The presence of a single set of signals detected in NMR
spectra of denatured and intrinsically disordered proteins
imposes the implicit assumption that all conformers used to
predict an experimental value are in rapid exchange on time-
scales faster than the millisecond. The ensemble of structures
can then be used to predict experimental values that would be
measured if the statistical coil model were relevant. For the
prediction of chemical shifts and scalar couplings, local structural
information is sufficient to predict the expected value, while
for RDCs the calculation of the expected alignment of each
conformer is necessary before averaging over the ensemble.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2011
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In the most common case of steric alignment this calculation is
performed on the basis of the three dimensional shape of the
protein.®!

RDCs simulated using this very simple approach predict
values in reasonable agreement with experimental couplings
measured in both intrinsically disordered and chemically
denatured proteins. Initial studies already indicated that the
orientational space sampled by inter-nuclear bond-vectors
from RDCs is sensitive enough to pick up differences in
amino-acid specific backbone dihedral angle distributions,
even in the absence of secondary structural propensity.'®3’
Flexible-meccano has also been used in combination with
molecular dynamics based simulations, to quantify the level
of B-turn propensity in the K18 domain of the protein Tau®>
and a-helical propensity in the transactivation domain of the
protein p53.%

While N-HN RDCs alone have been shown to provide
evidence for local structural propensity, the measurement of
multiple RDCs from each peptide unit provides the necessary
information to make quantitative estimates of the detail and
population of the structural elements. Thus, the combination
of RDCs from different bond-vectors (N-HY, H*-C% C'-HN,
C”-C’) was also shown to be crucial to the description of the
length and population of different helical structures that form
the rapidly exchanging conformational equilibrium of the
molecular recognition element of the disordered C-terminal
domain of the nucleoproteins from Sendai and measles
viruses.®*% In this case entire ensembles of all possible helical
elements were calculated, and the minimum combination that
could reproduce the experimental data was determined, along
with their associated populations. Remarkably, in both cases,
the helical elements present in the molecular recognition
elements that were significantly populated in solution were
found to follow amino acids with known propensity to
stabilize helices in free solution.®® An extensive set of RDCs,
including a large number of long-range '"H—"H couplings, were
measured in the protein Ubiquitin in its denatured state,’
and used in combination with flexible-meccano to identify
modifications of the statistical coil model that are appropriate
to account for conformational sampling of the unfolded chain
in the presence of the denaturant.®®%

The statistical coil description of the disordered state thus
provides a relatively straightforward approach for calculating
RDC profiles that would be expected if the protein behaved
as a random coil. The establishment of such approaches is
essential in order to develop a clear understanding of the
origin of experimentally observed fluctuations in the absence
and in the presence of specific or persistent local or long-range
structure. However the next step, requiring the quantitative
interpretation of departures from expected random coil
values in terms of specific local or long-range conformational
behaviour, is of equal importance and fundamentally more
challenging.'*9%%!

Determination of meaningful ensembles in
agreement with experimental data

A number of studies have applied a rational, hypothesis-based
approach, calculating explicit ensembles containing tens of

thousands of conformers from different conformational sam-
pling regimes and comparing the ensemble-averaged couplings
to experimental data. In some case this is achieved with the
aid of molecular dynamics simulation to create alternative
conformational sampling that provides agreement with
experimental data.®>® While these studies are informative
and important to advance our understanding of the field, in
order to generalize the methodology it is necessary to take the
analysis one step further, and develop approaches that can
accurately define the conformational sampling of the peptide
chain directly from the experimental NMR data.

In order to address this issue, the ensemble selection
algorithm, ASTEROIDS (A Selection Tool for Ensemble
Representation Of Intrinsically Disordered States) has been
developed to determine appropriate regions of conformational
space populated by the IDP by selection of conformers from
the flexible-meccano ensemble using experimental NMR
data.®*** The ASTEROIDS algorithm is based on an efficient
genetic algorithm that is used to propose conformational
ensemble descriptions selected from a large pool of possible
conformers that are in agreement with the experimental data.
In order to identify conditions under which an approach that
evokes a sub-ensemble of structures can be accurately applied
to describe a pseudo-continuum of conformers, we system-
atically adopt the following simple procedure that clearly
quantifies the conformational accuracy of such approaches:
(1) Data are simulated under specific conditions of confor-
mational sampling and appropriately averaged over an
ensemble of a very large number of conformers (between 50 and
100 thousands). (2) Sub-ensembles of tractable size are generated
using ASTEROIDS to be in agreement with these data, and
the conformational sampling represented in these ensembles is
compared to the target sampling used in step (1) to generate
the data.

One of the most important problems encountered in the
treatment of RDCs derives from the large number of struc-
tures required before a simple arithmetic average reaches
convergence. The reason for this is that, in addition to the
obvious dependence on local conformational sampling, the
RDCs for each individual conformer depend on conforma-
tional degrees of freedom throughout the molecule, that each
define the shape of the protein, and therefore the size and
distribution of the RDCs. Indeed, convergence of RDCs from
a 76 amino acid chain is not yet achieved in 10 000 structures.
More rapid convergence of RDCs can be achieved using a
smaller number of conformers if the protein were divided into
short, uncoupled segments (Local Alignment Windows—
LAWSs) and the RDCs are calculated using the alignment
tensor of these segments.”® This is an important result: the
ability to describe the conformational properties using fewer
structures renders ensemble selection more tractable.

However there are important aspects that need to be
addressed before such approaches can be used to explain
experimental data. Adopting the procedures described above,
RDCs were calculated using specific conformational sampling
regimes averaged over a large ensemble.”® The average RDCs
were then used, in combination with a 15 amino acid window,
to select different sized ensembles of conformers from a large
pool in agreement with the data. The results demonstrated that
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Fig. 2 The effects of long-range contacts on expected RDC profiles. Top: (a) "Dy and "Dy RDCs calculated for a 100 amino acid sequence in the
absence of specific contacts. The program PALES was used to calculate RDCs from each conformer. 100 000 conformers were used in this and each average
shown in figures (b-n). (b-g) The same calculation is performed, but conformers are only retained in the ensemble if at least one inter-C? distance exists
between the primary sequence ranges shown below the red lines: (b) i = 1-20, j = 41-60, (c) i = 1-20,j = 61-80, (d) i = 1-20,; = 81-100, (¢) i = 21-40,
J = 61-80, (f) i = 21-40, j = 81-100, (g) i = 4160, j = 81-100. Bottom: (h) 'Dyy; and 'Dearpn RDCs calculated for a 100 amino acid poly-valine sequence
in the absence of specific contacts. (i-n) The same calculation is performed, but conformers are only retained in the ensemble if at least one inter-CP distance
exists between the primary sequence ranges shown below the red lines: (i) i = 1-20, j = 41-60, () i = 1-20, j = 61-80, (k) i = 1-20, j = 81-100,
()i = 2140, = 61-80, (m) i = 21-40, j = 81-100, (n) i = 41-60, ; = 81-100. The dark red curves show the analytical reproduction of the long-range
effects on the RDCs with the contact positioned in the centre of each region. Reprinted with permission from the Journal of the American Chemical Society.”®
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Fig. 3 Combination of effects of long-range order derived from PREs with local conformational sampling using local alignment windows for the
interpretation of RDC:s. (a) Blue: Data averaged over the target ensemble where each conformer has a contact between 11-20 and 61-70. Red: Average
PREs over an ensemble of 80 structures selected using ASTEROIDS. The four boxes show the PRE data for simulated spin labels at residues
20 (top left), 40 (top right), 60 (bottom left) and 80 (bottom right). Lines show the PREs calculated from a control ensemble with no specific contacts.
The distance matrix shows the chain proximity in the ensembles selected using ASTEROIDS (above the diagonal), compared to target ensembles
(below the diagonal). Average distances between sites are shown in terms of: A; = log((d%) /{d;)) where dj; is the distance in any given structure of the
ASTEROIDS ensemble between sites i and j, and dg is the distance in any given structure of the reference ensemble between sites i and j. Values above
the diagonal have been multiplied by 2 for ease of identification of the contact. Top: Black: RDCs calculated using the local alignment window (LAW).
Blue: Predicted effect of the long-range contact detected using the ASTEROIDS interpretation of the PREs. Bottom: Combination (purple) of the
two curves shown in the top panel and RDCs averaged over 100000 full length conformers where each structure has a contact between 41-50 and
81-90 (black). (b) Blue: Data averaged over the target ensemble where each conformer has a contact between 41-50 and 81-90. Red: Average PREs
over an ensemble of 80 structures selected using ASTEROIDS. The four boxes show the PRE data for simulated spin labels at residues 20 (top left),
40 (top right), 60 (bottom left) and 80 (bottom right). Lines show the PREs calculated from a control ensemble with no specific contacts. The distance
matrix shows the chain proximity in the ensembles selected using ASTEROIDS (above the diagonal), compared to target ensembles (below the
diagonal). Values above the diagonal have been multiplied by 2 for ease of identification of the contact. Top: Black: RDCs calculated using the local
alignment window (LAW). Blue: Predicted effect of the long-range contact detected using the ASTEROIDS interpretation of the PREs. Bottom:
Combination (purple) of the two curves shown in the top panel and RDCs averaged over 100000 full length conformers where each structure has a
contact between 11-20 and 61-70 (black). Reprinted with permission from the Journal of the American Chemical Society.g3
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Fig. 4 Combined analysis of PREs and RDCs in the context of
experimental data from o-synuclein. (a) Comparison of experimental
"D RDCs with couplings calculated using a standard flexible-meccano
prediction (red). The rmsd between the two distributions is 0.78 Hz.
(b) Contact map showing the relative proximity of different parts of the
chain in a-synuclein, derived from experimental PRE data. Average
distances between sites are shown in terms of: A; = log((d;)(d})) where
d;; is the distance in any given structure of the ASTEROIDS ensemble
between sites / and j, and dg is the distance in any given structure of the
reference ensemble between sites i and j. (¢) LAW-predicted RDCs (red)
and effective baseline derived from the distance matrix shown in (b).
(d) Combination of the curves shown in (c) (red) in comparison to the
experimental "Dy RDCs (rmsd = 0.52 Hz). Reprinted with permission
from the Journal of the American Chemical Society.”

ensembles that evoked only 20 structures reproduced the experi-
mental data, but critically did not reproduce the backbone
dihedral angle distributions that were at the origin of the average.
Only when at least 200 structures were used in the average was
the conformational behaviour sufficiently well reproduced. The
reason for this is the instability of adding additional RDCs to an
ensemble where the average is not yet converged.

The revelation that experimental data can be reproduced by
an ensemble of structures that does not represent the correct

Starting pool of 10K Flexible-
Meccano coil conformers

l

Calculate chemical shifts for each
conformer using SPARTA

|

Selection of 5x200 ¢/2p angles
for each amino acid on the
basis of Cat, Cp and C’ chemical shifts

l

Create new Flexible-Meccano
conformers (10K) using the new —
coil database

l

Select 200 conformers using
ASTEROIDS targeting Ca,,
CB, C’" and N chemical shifts

suonesay)

Fig. 5 Flowchart showing the iterative construction of a conforma-
tional ensemble using ASTEROIDS on the basis of heteronuclear
chemical shifts.

conformational sampling was initially surprising to us,
although this appears to be a predictable manifestation of
the potential pit-falls of deriving ensembles under such under-
determined conditions. The result has particular importance,
and highlights the risks of reducing the number of members
of a conformational average until the data are reproduced.
Such a procedure can clearly produce ensembles whose local
conformational sampling is quantitatively incorrect, while
reproducing experimental data.

Secondly, and possibly more critically, approaches that only
use a LAW to analyze RDCs patently ignore the fact that
RDC:s are affected both by the local conformational sampling
and long-range order. This is important even in the absence of
specific long-range contacts, because the chain-like nature
of the unfolded protein induces an effective baseline reflecting
the increasing degrees of freedom available towards the ends
of the chain (Fig. 2a and h). Long-range information is
necessarily absent from an approach that only employs
LAWSs to predict the RDCs. If this approach is employed
the simulated data need to be corrected for the effects of the
unfolded chain. This can be achieved when LAW-predicted
RDCs are multiplied by the expected baseline of an unfolded
chain, whose bell-shaped dependence can be parameterised by
fitting to numerical simulation.

The effects of ignoring long-range contacts when analyzing
RDCs from disordered chains can however be much more
severe when preferential long-range contacts exist in the protein,
as demonstrated by the following simulations: RDCs were
predicted from 100000 strong ensembles using the flexible-
meccano simulations of a 100 amino acid model sequence in
the presence of weakly defined long-range contacts, defined as a
contact between any of two 20 amino acid strands (Fig. 2).
In comparison to the expected values for a chain with no specific
long-range contacts, the effect is significant, even for such diffuse
long-range contacts. Simulation predicts significant quenching

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2011
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Fig. 6 Application of ASTEROIDS to ensemble representation on the basis of chemical shifts. Secondary chemical shifts from an ensemble of
200 structures determined using the ASTEROIDS algorithm compared to experimental secondary chemical shifts (blue). Red: secondary chemical
shifts averaged over the final ensemble. (A) o carbon, (B) B carbon, (C) carbonyl, (D) amide nitrogen. (E, F) Reproduction of independent parameters
by the ensemble based on chemical shift selection. (E) ">’N-'H residual dipolar couplings (RDCs) measured in sterically aligned Nta5. compared to
averages over 50 000 conformers calculated using the amino acid specific description of Ny, determined from the chemical shifts. Simulated data (red)
were scaled uniformly to best match experiment (blue). (F) Reproduction of '*N secondary chemical shifts (blue: experiment, red: simulation),
calculated using an ensemble determined from only '>C shifts. Reprinted with permission from the Journal of the American Chemical Society.”’

of RDC values in regions between the two contact regions.
Importantly, although the local conformational sampling is not
measurably affected by the contacts, the resulting RDCs are very
different because of the transient long-range order that is also
present. This again demonstrates that extreme caution needs to
be exercised when interpreting RDCs uniquely in terms of the
local structure. Comparison with identical simulations for a

poly-valine indicates that the actual effect of diffuse long-range
contacts is to convolute a more complex ‘baseline’ on the
local structure of the expected RDCs. Fortunately a generic
mathematical expression that accurately models the form of
this baseline can be derived that reproduces the numerically
predicted baselines shown in Fig. 2, which depends only on
the position of the contacts and the length of the chain.

Mol. BioSyst.
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The consequences of this are that long-range information, for
example derived from paramagnetic relaxation enhancement
(vide infra), can be combined with the efficient sliding window
approach, to simultaneously account for both aspects within the
same ensemble average (Fig. 3).%*

Combining RDCs and PREs in a single conformational
ensemble

Similar analyses were applied to the interpretation of para-
magnetic relaxation enhancements in disordered systems. We
again use flexible-meccano, in combination with ASTEROIDS,
to model intermolecular contacts giving rise to experimental
PRE in disordered proteins. One important result demon-
strates that even in the presence of highly diffuse, ill-defined
target interactions, explicit modelling of spin label mobility
significantly improves reproduction of conformational
sampling, both for experimental and simulated data. We find
that intermolecular contacts can be identified using 4 strate-
gically placed spin labels in a 100 amino acid protein (Fig. 3)
(and that two contacts can be identified using 8 spin labels in a
200 amino acid protein). Of course the ability to detect the
transient contacts, and more importantly to estimate their
population, strongly depends on the number of cysteine
mutants that are available for the study.”! Using cross
validation of an entire data set that is not used in the analysis,
we are also able to determine the appropriate number of
structures necessary to define the system.

The ability to combine long-range information from PREs
and RDC:s in this way represents a major step forward in our
ability to describe highly disordered systems. As an example,
we applied these methods to experimental PRE and RDC data
from o-Synuclein.’”*® Experimentally measured RDCs agree
significantly better when a long-range contact between the
N and C terminal domains, derived from PREs, is included in
the RDC analysis (rmsd of 0.51 compared to 0.75). This not
only validates the predicted effects on RDC profiles due to
long-range transient contacts in disordered systems, but also
demonstrates that PREs and RDCs can be meaningfully
combined to understand experimental data (Fig. 4).

Defining conformational ensembles of IDPs from chemical shifts

Finally we have applied the flexible-meccano/ASTEROIDS
combination to explore the possibility of using chemical shifts
alone to map local backbone conformational sampling of
intrinsically disordered and partially folded proteins (Fig. 5).”
13 13CP B3¢’ and PN chemical shifts have different backbone
¢/ dihedral angle dependences that are complementary in
terms of the mapping of different regions of the Ramachandran
space. ’C* and '3CP secondary shifts report essentially on the
Ramachandran space sampled by the observed amino acid,
while both '*C’ and "N are also sensitive to the sampling
properties of the neighbouring amino acids. ASTEROIDS is
used to select a 200-strong sub-ensemble out of a larger pool
(typically 10000 structures) constructed by flexible-meccano
that is in agreement with the experimental *Co, *Cp, 3C’
and >N chemical shifts (Fig. 6). The program SPARTA®
is used to calculate chemical shifts for each member of the
ensemble. No assumptions are made about the secondary

structural propensity, with the first ensemble containing only
unfolded structures derived from the statistical coil database.
The local conformational bias is identified automatically on
the basis of chemical shifts, and the resulting propensities are
then used to assemble the new database for the next iteration.
The algorithm thus automatically resolves the backbone
dihedral angle distributions for the construction of entire
secondary structural elements, as well as identifying local
conformational sampling in unfolded domains. The analysis
was applied to the study of Nrtapp, the C-terminal domain of
the Sendai virus nucleoprotein, which contains a conformation-
ally fluctuating helical element at its centre. Excellent agreement
with experimental shifts is observed throughout the protein.
Here again we are able to cross-validate the conformational
description against independent data sets (‘Dyyy dipolar couplings
or N chemical shifts) to demonstrate both the accuracy of
the description and the predictive power of the approach
(Fig. 6). Although the conformational information is not as
rich as that provided by RDCs, this approach raises the
exciting prospect of probing the conformational behaviour
of disordered proteins under more demanding conditions
where additional parameters cannot be easily measured, for
example when studying IDPs in sifu.%®

Conclusions

In order to understand the conformational behaviour of IDPs, a
molecular representation of the partially folded state is required.
We have developed ensemble approaches that characterize
the disordered state, initially comparing free statistical coil
simulations with measured data in order to understand expected
random coil values of the different experimental parameters.
Deviations from expected values allowed us to identify the
presence of secondary structural propensity in a number of IDPs.
We have then developed an ensemble description approach,
initially for the study of helical elements in viral proteins from
Sendai and Measles, then applied more generally for any dis-
ordered system. This problem is highly underdetermined, and
each experimental NMR parameter requires specific considera-
tion of the relevant averaging properties of the physical inter-
action responsible for the experimental observable, before valid
parameter ranges and procedures can be established. The result-
ing approach, ASTEROIDS, can now be used to combine
different sources of experimental NMR data, for example
RDCs, PREs and chemical shifts, to define the conformational
behaviour of the protein, and hopefully to follow the changes
in conformational equilibrium that accompany physiologically
relevant interactions.
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ABSTRACT

Motivation: Intrinsically disordered proteins (IDPs) represent
a significant fraction of the human proteome. The classical
structure function paradigm that has successfully underpinned our
understanding of molecular biology breaks down when considering
proteins that have no stable tertiary structure in their functional form.
One convenient approach is to describe the protein in terms of an
equilibrium of rapidly inter-converting conformers. Currently, tools to
generate such ensemble descriptions are extremely rare, and poorly
adapted to the prediction of experimental data.

Results: We present flexible-meccano—a highly efficient algorithm
that generates ensembles of molecules, on the basis of amino
acid-specific conformational potentials and volume exclusion.
Conformational sampling depends uniquely on the primary
sequence, with the possibility of introducing additional local or
long-range conformational propensities at an amino acid-specific
resolution. The algorithm can also be used to calculate expected
values of experimental parameters measured at atomic or molecular
resolution, such as nuclear magnetic resonance (NMR) and small
angle scattering, respectively. We envisage that flexible-meccano will
be useful for researchers who wish to compare experimental data
with those expected from a fully disordered protein, researchers who
see experimental evidence of deviation from ‘random coil’ behaviour
in their protein, or researchers who are interested in working with a
broad ensemble of conformers representing the flexibility of the IDP
of interest.

Availability: A fully documented multi-platform executable is
provided, with examples, at http://www.ibs.fr/science-213/scientific-
output/software/flexible-meccano/

Contact: martin.blackledge@ibs.fr

Received on February 29, 2012; revised on March 23, 2012; accepted
on April 2, 2012

1 INTRODUCTION

The realization that a significan percentage of the functional
proteins encoded in eukaryotic genomes are fully or partially

*To whom correspondence should be addressed.

disordered in their functional state has revolutionized our
understanding of structural and molecular biology (Babu, 2012;
Dunker er al., 2002; Dyson and Wright, 2005; Tompa, 2002;
Uversky, 2002). Intrinsically disordered proteins (IDPs), or proteins
containing long intrinsically disordered regions, do not adopt a stable
3D fold, and therefore fall beyond the scope of classical structural
biology. IDPs are biologically functional in the disordered state
imposing a very different perspective on the relationship between
primary protein sequence and function compared with the standard
structure/function relationship that underpins our understanding of
molecular biology. IDPs are implicated in a large number of human
pathologies, and the development of pharmacological solutions
to these problems awaits a molecular description of the role of
flexibilit in a number of diseases (Babu er al., 2011; Dunker and
Uversky, 2010; Vendruscolo and Dobson, 2007).

In order to understand the conformational behaviour of IDPs it
is essential to develop a molecular description of the disordered
state. The structural biology paradigm shifts when we consider
disordered proteins, so that the determination of a single structure
has no real physical relevance, or at best can only describe
isolated sub-states on a vast potential energy landscape. A structural
description of IDPs rather aims to determine rules that defin
the behaviour of the flexibl protein in terms of probabilities
of populating different regions of conformational space, and to
correlate these probabilities with the function of the protein. The
description of conformational propensities can be conveniently
achieved by evoking an explicit ensemble description of inter-
converting structures in equilibrium.

Due to the very large number of degrees of freedom available to
such a disordered system, the problem of definin conformational
space is highly underdetermined, requiring extensive experimental
data to delimit the structural propensities of a given protein.
Novel analytical tools are required to exploit the specifi
conformational sensitivity of different experimental parameters.
Each experimental NMR parameter for example, is sensitive to
different aspects of the structural and dynamic behaviour of
the disordered state and requires specifi consideration of the
relevant averaging properties of the physical interaction (Schneider
etal., 2012).

© The Author 2012. Published by Oxford University Press. All rights reserved. For Permissions, please email: journals.permissions@oup.com 1463
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Fig. 1. Schematic representation of the flexible-meccano algorithm. Conformational sampling details are define by the user (shown figurativel on the left
in terms of Ramachandran sampling for each amino acid)—the default is the flexible-meccano statistical coil description. This can be modifie in terms
of additional propensities to form secondary structure, by modifying the amino acid-specifi potentials or by introducing long-range contacts. Biophysical
parameters (radius of gyration and ¢ /v sampling), and expected experimental parameters (shown figurativel on the right, for example NMR RDCs, PREs
etc.) are calculated for this conformational regime, as well as explicit conformational ensemble of backbone conformers.

2 SYSTEM AND METHODS

The protocol that we present here describes the generation of explicit
ensemble descriptions of proteins, using the program flexible-
meccano that has been explicitly developed to describe the behaviour
of IDPs and denatured proteins. Expected experimental parameters,
such as NMR and small angle scattering data, are calculated from the
conformational ensembles (Bernado et al., 2005a, b; Jensen et al.,
2008; Jensen et al., 2011; Mukrasch et al., 2007; Nodet et al., 2009;
Salmon et al., 2010; Wells er al., 2008). These parameters can then
be compared with experimental measurements. Amino acid-specifi

statistical coil sampling is used to describe the unfolded state on
the basis of the primary sequence with the possibility of introducing
additional local conformational propensities, or long-range tertiary
contacts. The flexible-meccano approach was exploited for the firs

time to study the C-terminal domain of Sendai virus phosphoprotein,
and has been gradually refined extended and tested on a number of
different experimental systems, including the disordered proteins o~
synuclein, Tau and p53, involved in Parkinson’s and Alzheimer’s
diseases and human cancer, respectively. Currently, no alternative
tools exist that can provide ensembles and ensemble-averaged
parameters for user-define conformational sampling regimes. The

program is interfaced to a fully interactive and robust graphical
interface as described below.

3 ALGORITHM

3.1 Flexible-meccano ensemble generation

Flexible-meccano uses a highly efficien minimization algorithm
to build multiple, different copies of the same polypeptide chain
by randomly sampling amino acid-specifi backbone dihedral
angle {¢/v} potential wells. The population-weighted amino acid-
specifi potentials are derived from a compilation of non-secondary
structural elements of high-resolution X-ray crystallographic protein
structures. The peptide chain is constructed by using the selected
{¢/v¥} pairs to sequentially connect peptide planes.

The algorithm is based on tools developed for Meccano and
Dynamic Meccano approaches (Bouvignies et al., 2006a, b; Hus
etal.,2001; Hus et al., 2008; Salmon e al., 2009). These algorithms
were used to determine the average orientation of peptide planes,
and their associated dynamics, in folded proteins on the basis of
optimization of parameters definin the orientation of each place on
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Flexible-meccano

the basis of NMR residual dipolar couplings (RDCs). The difference
in this case is that, rather than determining the orientation of the
peptide plane on the basis of experimental data, the unique constraint
used to orient each peptide unit is the backbone dihedral angle pair,
that is randomly selected from the database potential for each amino
acid. Each tetrahedral junction is constructed with optimal geometry.

The coordinates of the generic peptide plane were derived from
high-resolution X-ray crystallographic structures (Salmon et al.,
2009). Amino acid-specifi hard-spheres are used to avoid steric
clashes, to provide an efficient but physically reasonable model
of repulsive interatomic forces. No attractive forces are explicitly
used. A total of 23 potential energy wells are sampled: one for
each of the 20 different amino acid types, and specifi potentials
accounting for the particular backbone conformational propensities
of residues that precede prolines, prolines that precede prolines,
and glycines that precede prolines. The simplicity of the model
makes the structure ensemble generation highly efficien (100 000
structures of a 100-amino acid protein can be created in 30 min
on a single processor, although the time increases with the number
of experimental parameters that are simultaneously predicted). The
complete absence of experimental constraints in this sampling phase
avoids distortions due to additional potential energy terms such as
those used in restrained MD calculations. Although this statistical
coil model of the unfolded state has been tested with respect to its
predictive power of diverse experimental parameters (for example
RDCs and chemical shifts, and small angle scattering curves), it is
simple for the user to replace the statistical coil potentials by an
alternative description of the unfolded state.

Additional conformational propensities can be added to influenc
the sampling of the protein in the following ways (Figure 1):

(1) Local conformational propensities can be modifie on
an amino acid-specifi basis to include an additional
potential, centred on a specifi Gaussian shaped region of
backbone dihedral angle space {¢rarget/Vtarget}, of width
{Adptarget/ AYrtarget}, populated with a propensity pres. The
widths of the additional Gaussian shaped potentials and their
propensities can be set by the user, and are simply added to,
or replace, the existing potential.

(2) Conformational propensities of regions of the primary
sequence can be modifie to include the presence of
continuous secondary structure—either «-helical, S-sheet
or polyproline II, with propensity psec. Propensities can
be introduced in a cooperative, or independent manner,
for example a complete helix can be constructed for 20%
of conformers, (cooperative) or 20% additional helical
sampling can be introduced randomly in the same sequence
(non-cooperative).

(3) Long-range contacts can be included in the conformational
description by specifying that a certain percentage of
structures (pgjst), must contain at least one C* atom from an
amino acid between residues i and j, that is closer than dpax
away from a C* atom in any amino acid between residues k
and /.

The calculation can be used to generate explicit coordinates of each
conformer in the ensemble, or simply to calculate appropriately
averaged observables that would be expected in the presence of such

a conformational regime (see below). At present the introduction
of folded domains into the ensemble is restricted to the presence
of individual secondary structural elements, or regions that can be
uniquely encoded by their {¢/y} values.

3.2 Application to the prediction of experimental
parameters

After construction of the conformational ensemble, expected
experimental values can be calculated from this ensemble.

3.2.1 Residual dipolar couplings RDCs report on local
conformational sampling of each amino acid in the sequence, and
are exquisitely sensitive to the presence of even weakly populated
secondary structural elements (Jensen and Blackledge, 2008; Jensen
et al., 2009). The dipolar coupling of a given magnetic moment
with any other magnetic moment in its surroundings is given by
(Blackledge, 2005):

__ YiYshoh

D =
s 16773’,35

(Pycos(6,)) o)
where y is the gyromagnetic ratio for the two spins 7 and S, r, is the
distance between the spins, ji( is the permeability of free space, and
h is Planck’s constant. In the fast exchange regime, the measured
RDC reports on the arithmetic average over all conformations
sampled up to the millisecond timescale. It has been shown that
averaging of expected RDCs from each conformer in the ensemble
using the expression in Equation (2) gives reasonable reproduction
of the distribution of experimental RDCs measured in IDPs and
denatured proteins. The RDCs from each internuclear vector IS are
calculated from the orientation (6, ¢) with respect to the alignment
tensor of each individual conformer (j) with axial and rhombic
components (Ag, Ay) :

__ YiYshuy,

3
= Aa(3cos?0—1)+=A sin29cos(2(p):| 2
2 3 [ a r
is 8mers 2

The alignment tensors are calculated using an in-house routine,
based on previous published algorithms (Berlin et al., 2009,
Zweckstetter and Bax, 2000). The average shown in Equation (1) is
then approximated by the calculation of the mean of the RDCs over
all structures in the ensemble:

Dis=(D]) 3)

As discussed in previous publications, this average has highly
unfavourable convergence characteristics (Nodet ef al., 2009). As
a rule of thumb, n x 1000 structures are required in the ensemble,
where n is the number of amino acids in the sequence, before
convergence of the RDC of a specifi amino acid has been achieved.
It is possible to alleviate the convergence problem by calculating
the alignment characteristics of uncorrelated ‘local alignment
windows’ (LAWSs) (Marsh et al., 2008), but this approach requires
knowledge of the explicit modulation of the underlying baseline of
the RDC profile The baseline profil normally exhibits a bell-shaped
distribution of RDCs, however, this profil may be significantl
modulated in the presence of persistent long-range contacts between
regions of the chain that are distant in the primary sequence (Nodet
et al., 2009; Salmon et al., 2010). When selecting ensembles of
structures in agreement with experimental data, it is useful to average
over a smaller number of structures, and in this case the combination
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of LAWSs and explicit modulation of the underlying baseline has been
shown to provide a means of combining RDCs and paramagnetic
relaxation enhancements (PREs) for ensemble selection (Salmon
et al., 2010). Here, we concentrate on the prediction of values
of experimental parameters that would be expected under given
conformational sampling regimes, so we have chosen to retain
the explicit global molecular description for all parameters. The
algorithm allows for the definitio of long-range contacts between
different regions of the primary sequence at a given propensity
(vide supra), alone, or in combination with given populations of
secondary structural motifs. This allows the prediction of expected
RDC profile even in the presence of complex levels of local and
long-range structure.

3.2.2 Scalar3JngHa couplings Scalar couplings between amide
and alpha protons (3 Jygpo ) report on the conformationally averaged
¢ dihedral angle (Pardi et al., 1984; Ludvigsen et al., 1991; Vuister
and Bax, 1993). The following Karplus relationship is used to
calculate the values for each conformer:

3 INHHe (#) =Acos? (¢ —60°) +Beos (¢ —60°)+C  (4)

which are then averaged over the ensemble. A, B and C have been
optimized using coupling constants measured in several proteins
of known structure and therefore provide a constraint on the
distribution of ¢ angles in conformational ensembles of IDPs
(Mukrasch et al., 2007; Smith et al., 1996).

3.2.3 Paramagnetic relaxation enhancements A coherent picture
of the conformational behaviour of IDPs and partially folded
proteins requires not only a mapping of local structure but also long-
range order. Long-range interactions in IDPs are often transient in
nature and their detection, therefore, requires a strong probe that is
active over a few nanometers such as that provided by an unpaired
electron. One of the most efficien ways of introducing an unpaired
electron is by attaching a thiol reactive methanethiosulfonate
(MTSL) spin label to the protein through a cysteine residue. The
dipolar interaction between the unpaired electron and the protein
nuclei induces PREs that strongly depend on the electron-nucleus
distances. By introducing spin labels at several different positions in
the protein, a mapping of long-range interactions in the disordered
state becomes possible.

The transverse relaxation rate due to the presence of the unpaired
electron can be expressed as follows (Abragam, 1994; Gillespie and
Shortle, 1997):

Poi=13(5,) Vaseras. (A NHO+37@,)} )

where g, is the electron g-factor, y g is the gyromagnetic ratio of the
observed nucleus (proton), s, is the electron spin quantum number,
wp is the proton frequency, up is the Bohr magneton and p( is the
permittivity of free space. PREs can be calculated over structural
ensembles by considering a fixe position of the MTSL side-chain
(for example on the C8 atom of the cysteine) and by invoking the
spectral density function:

J(w)=(r,;ie>{1+;—gtg} ©)

1(M0>2 222

where 7. is the correlation time of the relaxation active interaction.
This simple description does not account for the potentially high

level of flexibilit of the spin label itself (the electron spin label
is attached to the molecule via MTSL attached to a cysteine side-
chain). In order to address this, in the flexible-meccano approach,
MTSL conformations are built explicitly for each backbone
conformer by randomly sampling available rotamers and retaining
only conformations that are sterically allowed. J(w) can be described
using a model-free expression of the order parameter, comprising
the orientational and distance-dependent components of the internal
motion that both strongly depend on the motion of the spin label
with respect to the observed nuclear spin (Bruschweiler et al., 1992;
Clore and Iwahara, 2009):

2
S%-[fefc (I—SH_e)te
1+w?? 1+w?72

I =(rz",) @)

where the order parameter 512-1— . describes the motion of the dipolar
interaction vector, T, =1, Ts /(7 + Ty) is a function of 75 and t, the
electron spin and rotational correlation times, respectively, and t, =
1/(1:1.71 +1, 1 +1:S_1) where t; is the local correlation time of the
spin label. r,,_, is the instantaneous distance between the proton and
the electron spins. Order parameters can be expressed in terms of
radial and angular components:

S, =525, ®)
where:
=) 2 ©
S o) FIC T
m=-—2

Qmol describes the orientation of the interaction vector in the frame
of each conformer. The above expressions are used to calculate the
transverse relaxation rate for each backbone conformation produced
with the flexible-meccano algorithm, and the effective relaxation rate
for each amide proton is then averaged over all retained conformers:

1 n

total i

riota :ZE o (11)
i=1

PREs are often described in terms of the ratio between the intensity
measured in a standard HSQC experiment in the presence of the
reduced and oxidized forms of the MTSL label:

1 Texp(—Tgenyy) )
707 d 1
[ FEC + Fga C

Here l"r2ed is the intrinsic relaxation rate of the amide proton and 7,
is the mixing time during which relaxation occurs in the HSQC pulse
sequence (typically 10 ms).

3.2.4 Chemical shift prediction Chemical shifts are the most
accessible NMR parameter, and provide powerful probes of
conformation, in particular of secondary structural propensity
(Eliezer et al., 2001; Kjaergaard et al., 2011; Marsh et al., 2006;
Modig et al., 2007; Schwarzinger et al., 2001). Remarkable progress
has been made in recent years in the prediction of chemical
shifts from protein conformation (Wishart and Sykes, 1994), and
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Flexible-meccano

Fig. 2. Screenshot of the flexible-meccano program, showing the interface
allowing the user to defin conformational propensities [in this case an «-
helical propensity between residues 12 and 18 (top), and a long-range contact
between positions 515 and 25-30 (bottom)].

vice-versa (Berjanskii et al., 2009; Cavalli et al., 2007; Shen
et al., 2008). We have previously investigated the possibility
of combining flexible-meccano with chemical shift prediction to
analyze experimental chemical shifts in IDPs (Jensen et al., 2010).
While 13Ca, 13CB, 13C’ and He chemical shifts depend strongly on
¢ and ¥, 1N and "HV chemical shifts show a more or less uniform
dependence on the two dihedral angles. In addition, the 13Cy and
13Cg chemical shifts display an almost inverse dependence on the
¢/ distribution and therefore report on the populations of a-helix
and B-sheet in the disordered state. Scripts are provided with the
[flexible-meccano program that can be directly interfaced to well-
known chemical shift prediction algorithms such as Sparta (Shen
and Bax, 2007) and ShiftX (Han et al., 2011; Neal et al., 2003).

3.2.5 SAXS prediction Small angle X-ray scattering provides
complementary information about the extent of conformational
sampling of the unfolded protein. Scripts are again provided that
allow the user to interface the flexible-meccano program with
the SAXS program Crysol (Svergun et al., 1995) and calculate
expected SAXS curves that would be associated with the given
ensemble (Bernadé and Blackledge, 2010; Bernad6 and Svergun,
2012; Bernado et al., 2007).
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Fig. 3. Screenshot montage of the flexible-meccano program, showing the
interface allowing the user to select which experimental and biophysical
parameters to be calculated from the ensemble. As examples, Dy and
"Dearie RDCs, a distribution of radius of gyration, and PRE profiles are
shown in black, light grey and dark grey, respectively. This calculation
corresponds to the top screen in Figure 2, with 50% of conformers containing
a helical element form residue 12—18 (giving rise to positive ' Dyy RDCs in
this region).

3.2.6 Ramachandran segment division In order to describe the
sampling of conformational space in the different ensembles,
the flexible-meccano program provides a statistical analysis of
the Ramachandran space sampled by the ensemble. In order to
do this, ¢, space is divided into four quadrants as follows; o, :
{p>0°}, @, : {$p<0,—120° <9y <50°}, B, : {—100° <¢ <0°},
¥ >50° or ¥ <—120°}, B, : {—180° <¢ <—100°}, v >50° or
¥ <—120°}. The population of these quadrants is indicated as
PursPag>Pgp 30d Py

4 |IMPLEMENTATION

Examples of the implementation of flexible-meccano are shown in
Figures 2 and 3. The following steps are shown:

(1) Reading of the primary sequence of the protein. This provides
a scrollable table describing the conformational potentials to
be used in the statistical sampling for each ¢/ pair. The
default potentials are those provided by the flexible-meccano
statistical coil library.
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Fig. 4. RDCs calculated using flexible-meccano (solid lines), compared
with experimental values (dashed lines) for (A) apomyoglobin in 8 M
Urea (simulation used statistical coil for all residues; Mohana-Borges et al.,
2004), (B) N-terminal disordered transactivation domain of p53 (1-93; Wells
et al., 2008), simulation used coil sampling except for residues 22—24 which
populate 30% more helix, and 58-91, which populate 20% more PPII and
(C) alpha-synuclein. Simulation used coil sampling except for the presence
of a long range contact between residues 1-10 and 130-140.

(2) It is possible to modify the potentials by adding additional
propensities. In the example shown in Figure 2 the strand
from residue 12-18 populates an «-helix for 50% of the
conformers. The remaining conformers follow the amino
acid-specifi potentials. It is also possible to introduce
specifi sampling for each amino acid, focusing on specifi
regions of Ramachandran space. All modification can be
introduced ‘by-hand’ in the input fil containing the sequence
information, or via the graphical interface.

(3) Long-range contacts between different regions of the primary
sequence are also specifie using the graphical interface,
where the range of amino acids involved in the contact, and the
maximum distance between any residues in the two ranges,
are introduced.

(4) The user can choose between the following output options:
the number of structures in the ensemble to be calculated,
whether or not explicit structural coordinates should be written
for each conformer in the ensemble, and which data types
(RDCs, PREs, J-couplings etc.) should be predicted from
the ensemble. In the case of RDC prediction, the user can
select the RDCs to be calculated, whereas for PRE prediction
the position of the cysteine mutants must be specified
the magnetic fiel strength and the intrinsic (diamagnetic)
linewidth in the proton dimension.

(5) The ensemble calculation and data prediction algorithm runs
entirely as a background calculation, so that the user can either
run numerous calculations from the same interface, or analyze
the results of one calculation while running another. All results
are robustly classifie in terms of date and time of initialization
of each calculation.

(6) Data output is provided in text format, and in graphical
form (postscript). In addition to the specifie data types, the
program also provides a distribution of the radius of gyration
over the ensemble.

(7) Robust scripts are provided that interface the resulting
coordinate file with protocols for calculating ensemble
averaged chemical shifts and small angle scattering curves.

Examples of RDCs calculated using flexible-meccano in comparison
to experimental values from apomyoglobin (Mohana-Borges et al.,
2004), alpha-synuclein (Bernado6 et al., 2005a) and p53 (Wells et al.,
2008) are shown in Figure 4 along with the conformational sampling
regime used to reproduce the data.

5 DISCUSSION

The classical structure function paradigm that has successfully
underpinned our understanding of molecular biology breaks down
when considering proteins that have no stable tertiary structure
in their functional form. The determination of a 3D structure
can provide only a single snapshot of such a highly flexibl
system, and alternative methods are essential to study the behaviour
of these disordered proteins (Fisher and Stultz, 2011; Marsh
et al., 2010; Mittag et al., 2010; Tompa, 2011). One promising
approach is to describe the protein in terms of an equilibrium of
rapidly inter-converting conformers. Currently, tools to generate
such ensemble descriptions are rare, and poorly adapted to the
prediction of experimental data. In this article, we present an
algorithm that generates ensembles of molecules, on the basis
of amino acid-specifi conformational potentials and volume
exclusion. Conformational sampling depends uniquely on the
primary sequence, with the possibility of introducing additional
local or long-range conformational propensities. We show how the
algorithm can be used to calculate expected values of experimental
NMR parameters measured at atomic or molecular resolution, for a
broad range of user-define conformational sampling regimes.

We envisage three generic levels of interest: (i) Researchers who
have measured experimental data from a particular IDP of interest
and are motivated to compare their data with those expected from
a fully disordered protein with this specifi primary sequence. No
such tool exists at this time. (ii) Researchers who see evidence
of deviation from ‘random coil’ behaviour in their protein, and
who would like to determine whether these data are in agreement
with a particular conformational sampling regime (e.g. a particular
propensity of helical sampling in a given region of the chain, or the
presence of weak long-range contacts between parts of the chain that
are distant in primary sequence; Nodet et al., 2009; Salmon et al.,
2010; Schneider et al., 2012). (iii) Researchers who are interested
in working with a broad ensemble of conformers representing
the flexibilit of the IDP of interest, either to use ‘sample and
select’ approaches to develop a sub-ensemble in agreement with
experimental data, or to seed molecular dynamics or restrained
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ensemble molecular dynamics simulations of their protein. We add
a fina note of caution: any analysis that involves detailed inspection
of the structure of specifi conformers must of course be performed
in the knowledge that no ensemble of highly disordered proteins
can ever be considered to be unique. Agreement with experiment
only confirm that a given ensemble does not violate a specifi
data type, which itself is only sensitive to particular aspects of the
conformational sampling.
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10  ABSTRACT: Intrinsically disordered regions are predicted to exist in a E

11 significant fraction of proteins encoded in eukaryotic genomes. The o o
12 high levels of conformational plasticity of this class of proteins endows | %+ o,
13 them with unique capacities to act in functional modes not achievable o, it
14 by folded proteins, but also places their molecular characterization "‘t“ 4
15 beyond the reach of classical structural biology. New techniques are : :' o

16 therefore required to understand the relationship between primary

17 sequence and biological function in this class of proteins. Although

18 dependences of some NMR parameters such as chemical shifts (CSs) or residual dipolar couplings (RDCs) on structural
19  propensity are known, so that sampling regimes are often inferred from experimental observation, there is currently no
20 framework that allows for a statistical mapping of the available Ramachandran space of each amino acid in terms of
21 conformational propensity. In this study we develop such an approach, combining highly efficient conformational sampling with
22 ensemble selection to map the backbone conformational sampling of IDPs on a residue specific level. By systematically analyzing
23 the ability of NMR data to map the conformational landscape of disordered proteins, we identify combinations of RDCs and CSs
24 that can be used to raise conformational degeneracies inherent to different data types, and apply these approaches to characterize
25 the conformational behavior of two intrinsically disordered proteins, the K18 domain from Tau protein and Ntail from Measles
26 virus nucleoprotein. In both cases, we identify the enhanced populations of turn and helical regions in key regions of the proteins,
27 as well as contiguous strands that show clear and enhanced polyproline II sampling.

2s Il INTRODUCTION

29 The realization that a large fraction of proteins encoded in
30 eukaryonc genomes contain a significant level of functional
31 disorder'™* has engendered considerable interest in the
32 development of experimental and analytical techniques to
33 describe this disorder.’™® The conformational plasticity of
34 intrinsically disordered proteins (IDPs) endows them with
35 unique capabilities to act in functional modes not achievable by
36 folded, globular proteins. A number of different scenarios have
37 been identified for the binding of IDPs to their partner
38 proteins, including folding-upon- blndmg or the formation of
39 dynamic, so-called fuzzy complexes'® where the IDP samples
40 various states on the surface of the partner. However, a number
41 of open questions remain, for example, it is unclear how the
4 intrinsic structural propensity is defined by the primary
43 sequence of an IDP, and how this propensity is related to the
44 thermodynamics and kinetics of the interaction and the
45 conformation adopted in the complex. A full understanding
46 of how IDPs carry out their function in the absence of a stable
47 tertiary fold requires a description of the potential energy
48 landscape sampled by each amino acid in the protein. In order
49 to achieve this end, ensemble representations of a continuum of
so rapidly interconverting structures have emerged as a convenient

—
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tool for representing the structural and dynamic properties of s1
IDPs and their complexes."'™"” In this context, the 52
determination of representative descriptions of the behavior s3
of IDPs remains one of the major challenges for the study of s4
the molecular basis of biological function in these highly ss
disordered systems. 56

Nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy represents s7
a tool of choice to address this challenge, providing ss
experimental measurement of site-specific ensemble averages 59
over all conformers sampled up to the millisecond time scale. 60
Of these, the chemical shift (CS) is the most accessible, 61
reporting on the local chemical and electronic environment, as 62
well as medium and long-range interactions.”*”>* Unfortu- 63
nately, this conformational dependence is poorly defined at a 64
theoretical level. A popular empirical alternative is to compile 65
experimental chemical shifts measured in folded proteins for 66
which three-dimensional coordinates are available and to 7
establish conformational dependences on this basis.**** This 68
approach has led to the observation that secondary structural 69
elements such as a-helices and f-sheets can be readily identified 70
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Figure 1. Dependence of primary experimental data on backbone dihedral angle sampling. (A) Distribution of predicted chemical shifts (in ppm) for
the central residue i = 8 of a poly alanine 15-mer chain as function of the conformational sampling {¢, } of residue i. (B) Ensemble averaged
backbone RDCs for the poly alanine 1S-mer chain plotted against average {¢, y} values of residue i. Values are shown in hertz (Hz) in all cases,

assuming an arbitrary level of overall alignment.

on the basis of the *C backbone CS.****7>* Structural
restraints based on CS have also been introduced into structure
determination algorithms, and the power of CS prediction
using database-dependent approaches was further exemplified
via their combination with molecular modeling to achieve full
structure determination.”””>"

The application of CS to the study of disordered systems,
where deviation of the shift from its coil value—the secondary
shift—is expected to be smaller than in a folded protein,
requires a more subtle approach.’"?”**** Nevertheless, the
strong and complementary dependence of '*C* and "*C” shifts
on the presence of a-helix and f-sheet conformations has led to
the development of simple and accurate algorithms for the
determination of the propensity of regions of the protein to
85 form secondary structure in solution.>* Recently CSs have been
86 combined with ensemble selection algorithms'#'>3%3¢
87 expressed as the population weighted average of generic CSs
88 from three regions of Ramachandran space (a-helix, f-sheet
89 and polyproline IT) and a random coil shift,*” to solve for the
90 populations of these regions. Residual dipolar couplings
o1 (RDCs), measured under conditions of weak molecular
92 alignment, are sensitive to the reorientational sampling
93 properties of internuclear bond-vectors, and are therefore also
94 sensitive reporters of the local conformational behavior of
95 IDPs.'®3¥~* Most applications of RDCs to the studies of
96 disordered systems have exploited the particular ability of
97 RDC:s to identify the presence of a-helical and turn elements in
98 otherwise disordered systems,"”™*> while the combination of
99 different RDCs measured throughout the peptide plane can
100 also detect enhanced sampling of more extended backbone
101 conformations (either -sheet or polyproline I). 153946
102 Despite intense contemporary interest in this question
103 however, it remains unclear how accurately NMR CSs and
104 RDCs can be used to uniquely define backbone conformational
105 sampling in intrinsically disordered proteins, principally because
106 no analytical or numerical framework for the determination of
107 the potential energy landscape of unfolded proteins at amino
108 acid specific resolution is yet available. This question is of
109 additional importance because of the proposed relevance,
110 derived from vibrational spectroscopy and circular dichroism as
111 well as homonuclear NMR, of the polyproline II (PPII) region
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of Ramachandran space for the behavior of disordered
proteins.*”~* The development of a method that unequivocally
maps the population of the entire backbone conformational 114
space sampled by amino acid is therefore of considerable 11s
importance.

In this study, we develop an approach to address the ability 117
of primary experimental NMR data, specifically CSs and RDCs,
to map the conformational behavior of IDPs on an amino acid 119
specific basis. To achieve this aim, we combine the ensemble
selection algorithm ASTEROIDS," with flexible-meccano®>>"
and SPARTA™ to systematically map the sensitivity of different 122
CSs and RDCs to determine the population distribution of 123
each backbone dihedral angle in the protein. This approach 124
provides clear insight into conformational propensities that can 125
be distinguished on the basis of experimental data, and 126
simultaneously identifies regions of Ramachandran space 127
whose populations cannot be resolved. Finally, we propose 128
combinations of RDCs and CSs that can be used to raise these 129
degeneracies and determine populations of all regions of 130
Ramachandran space. The approach is applied to the two 131
experimental cases, Ntail, the intrinsically disordered C- 132
terminal domain of the nucleoprotein from measles virus, and 133
the K18 domain of the protein Tau, an IDP that is implicated in 134
the development of Alzheimer’s disease. In both systems, we 135
identify turn and helical regions as well as the presence of 136
contiguous regions exhibiting enhanced PPII sampling. 137

—_
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B RESULTS AND DISCUSSION

Variation of Backbone Chemical Shifts over {¢, y} 139
Space. One of the advantages of using CSs as structural probes 140
is that resonances from different nuclei exhibit complementary 141
dependences on backbone dihedral angles {¢}. In principle, 142
this complementarity may allow for a site-specific mapping of 143
the conformational sampling in disordered proteins. The 144
predicted dihedral angle dependence of five experimentally 145
measurable CSs is shown in Figure 1 for an alanine tripeptide.
The conformers were generated using flexible-meccano on the 147
basis of the statistical coil model, and the chemical shifts were 148
predicted for each conformer using the program SPARTA.*®
To simplify the subsequent discussion, we divide the 150

138
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Ramachandran plot into four regions: f-sheet (3S), PPII (/P),
a-helical (aR) and left handed helix (aL) (Figure 2). We note
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Figure 2. Definition of the regions of Ramachandran space used
throughout the study. Points shown are from valine (blue) and alanine
(red) residues in statistical coil conformations.

that this definition of conformational space avoids the
appearance of bias when mapping specific conformations due
to the arbitrary definition of an additional sampling regime
termed ‘random coil” that represents the remaining sampling. In
this study, the entire Ramachandran space is mapped in terms
of population distributions, or described in terms of these 4
regions, obviating the need to define an additional ‘random coil’
region.

Well-known dependences are immediately identifiable from
Figure 1, with higher values of 3C* and "*C’ shifts uniquely
populating aR and fS conformations, respectively. The
determination of the populations in other regions of
Ramachandran space appears less straightforward. Thus, similar
shifts are predicted in the SP and the upper left aR region for
13ce BCP and B3C, making it difficult, on the basis of the B3C
CSs alone, to map the populations in these regions. This
degeneracy is partially raised by considering the influence of the
{¢,} sampling on the CSs of the neighboring amino acids. In
particular, "N and 'HY shifts of the following residue provide
additional differentiation of the P and upper aR regions.

The prediction for the alanine tripeptide shown in Figure 1 is
relevant for this specific sequence. While overall features will be
retained for different sequences, considerable variation is
observed as a function of the identity of the three amino
acids. To develop a better understanding of the ability of
ensemble descriptions to define conformational propensities on
the basis of CSs, we have therefore performed explicit
simulations using synthetic data derived from specific
conformational sampling regimes.

Ensemble Mapping of Conformational Propensities
from Chemical Shifts. Conformationally biased ensembles
obeying specific sampling properties were generated using the

185 flexible-meccano algorithm, and averaged CSs were predicted

186
187
188

from these ensembles using the program SPARTA. These
synthetic data were then used as the target for the ASTEROIDS
approach to select subensembles in agreement with these values

(see Methods). Subensembles are selected from a pool of 20
000 structures calculated using the amino acid specific potential
energy surfaces derived from the statistical coil model. An
iterative procedure is then used to modify the potentials to
enhance the sampling as a function of each selection until
convergence is achieved. It is important to note here that the
flexible-meccano/ASTEROIDS approach is used as a means to
describe the potential energy landscape sampled by the protein
backbone. Repetition of the selection procedure determines
ensembles containing different structures, which are therefore
not unique in this sense; however, the backbone sampling
characteristics do not vary from one ensemble to another,

189
190
191

which are therefore converged and unique in terms of 201

conformational substates and their populations. This also
demonstrates that pool sampling is sufficiently complete.

The modulation of the predicted CSs when sampling a
specific conformational propensity is compared to statistical

202
203
204
205

coil values in Figure 3a. Three regimes that are significantly 206 3

different from the statistical coil model were tested, comprising
a higher tendency to sample the S, SP or aR regions (see
Methods). Simple inspection reveals that while well-known
deviations are seen for '>C shifts in the presence of S and aR

210

propensity, these CSs are hardly modified by the presence of 211

raised P population. This is evidently because the mean values
of the statistical coil shifts are essentially indistinguishable from
PP values (Figure 1). The uncertainties for each CS as
determined from predictions for folded proteins are also shown
on this Figure 3a.* It is notable that the expected changes for
SN and 'HN shifts in the presence of enhanced P sampling are
relatively small compared to this uncertainty.

We initially consider two scenarios for selection on the basis
of CSs, simulating data sets comprising either *C?% *C/ and
BC" or ‘full’ CS sets including Bce B¢k, B¢/, BN and 'HN.
Figure 3b presents the ability of ASTEROIDS to reproduce
conformational tendencies present throughout the protein
when using these different combinations of CSs in the target
function. In all cases, the simulated data are well reproduced by
the selected ensemble (Supporting Information Figure SI).
When using CSs from 3C% C” and '*C’ the ASTEROIDS
algorithm accurately reproduces the propensity of enhanced
conformational sampling in the S and aR regions (see also
Table 1). The population of the P region is however poorly
reproduced, with additional sampling of the upper aR region
that appears to compensate for insufficient sampling of AP.
Figure 3c shows the comparison of the average Ramachandran
space of the S amino acids from each strand (S, aR and fP)
and from the coil regions in between these strands, for the
target and selected ensembles. This further highlights the
degeneracy of the upper aR and $P regions when only *C¢
13CP and BC’ CSs are used in the selection. As expected from
consideration of Figure 1, the addition of N and 'HN
improves this situation considerably; however, the dependence
of these shifts on additional factors such as temperature, ionic

212

229
230
231
232
233

strength and pH, renders them potentially volatile in terms of 242

conformational mapping. To determine the levels of confidence
that can be derived from different CSs, we have therefore
applied the same approach to simulated data with Gaussian-
based noise levels reflecting the relative accuracy of predictions
for the different nuclei (see Methods). The results are

243
244
245
246
247

summarized in Table 1, and demonstrate that the accuracy of 248

the determination of the populations of S and aR regions is
significantly more robust to the presence of noise than SP,
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Figure 3. Mapping of conformational space in disordered systems using CS. (a) Modification of predicted chemical shifts for enhanced
conformational propensities in different regions of Ramachandran space compared to statistical coil values. Three regimes that are significantly
different from the statistical coil model were tested, comprising a higher tendency to sample the S, aR and P regions. Blue error bars indicate the
average accuracy to which each chemical shift is predicted for folded proteins. (b) Reproduction of conformational sampling by an ASTEROIDS-
selected ensemble comprising 200 conformers obtained by targeting the synthetic chemical shift data set shown in panel a. The pool from which the
structures were selected was created using the standard coil library of flexible-meccano. Selection carried out using *C% 3C and 1*C’ chemical shifts
or 3C% BCF, BC’ and BN, 'HN. Red: populations of conformational space in the target ensemble. Blue: populations in the selected ensemble
(dashed line '*C shifts only, solid line all shifts). Black: populations in the starting (statistical coil) ensemble. (c) Ramachandran plots showing the
difference between the population in the regions sampling coil, @R, P and f3S regions. Top line, target ensemble; middle line, selection using only
3C CS, bottom line selection using all CS. Red, increased sampling; blue, reduced sampling compared to statistical coil.
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Table 1. Ability of CSs To Reproduce Conformational
Sampling in the Presence and Absence of Noise

Aa ﬁsb aRb ﬂPb
Coil° 045 045 041
cs 14 0.065 0.07 0.35
CS II° 0.06 0.08 0.08
CcS1o 0.11 0.13 0.41
CS II o% 0.18 0.17 027
RDC" 0.12 0.11 0.27
RDC CS§' 0.07 0.05 0.06
RDC CS ¢ 0.13 0.13 0.19
RDC CS 6* 0.10 0.13 0.15

“All values in the table show average absolute differences between
target and selection, averaged over the S amino acid regions
experiencing selective enhanced sampling. bPopulations averaged
over the five amino acids oversampling these regions. “Difference
between target population and statistical coil average. “Difference
between target population and selection using *C% *C’, 3C’ CSs.
“Difference between target population and selection using '3C%, 3C’,
B¢, BN, 1HY CSs.”#As in d, e in the presence of Gaussian weighted
noise using errors estimated from 25% of the rmsd’s of SPARTA
predictions of CSs from folded proteins. "Difference between target
population and selection using 'Dy_p, D¢y 'Degtte and 'Degec
RDCs. ‘Difference between target population and selection using
RDCs listed in h and '3C% 3CF, 13C’ CSs. /Difference between target
population and selection using 'Dy_y; and *C% *C#, 1*C’ CSs in the
presence of noise. “As in i in the presence of noise.

mainly due to the higher predictive imprecision of '*N and 'HY
shifts.

These calculations highlight two important points concern-
ing the use of CSs to map local conformational sampling in
disordered systems. The first concerns the inherent degeneracy
of CSs for the upper aR and fP regions, which is partially
raised by the "N and 'HN shifts. Second, and more
importantly, the expected *C CSs in the presence of enhanced
PP sampling are strongly degenerate with the statistical coil
values that are expected from intrinsic sampling in the absence
of specific conformational propensity.

Variation of Residual Dipolar Couplings over {¢, y}
Space. RDCs measured in disordered systems have also been
shown to depend strongly on the nature of the backbone
conformational sampling. This is illustrated in Figure 1 where
different ensemble averaged backbone RDCs are plotted against
average {¢, y} values (see Methods). The sensitivity of RDCs
both to the conformational sampling of the amino acid of
interest and its immediate neighbors complicates interpretation
of this representation, and underlines the importance of using
the ASTEROIDS approach to select ensembles of entire
structures. Nevertheless, the most commonly measured RDCs,
"Dy and Dy, clearly exhibit the expected sensitivity to
aR, but also show degeneracy between fS and P, either for the
amino acid of interest or an immediate neighbor. Expected
values for RDCs simulated from the sequence containing
additional populations of S, P and aR presented above are
shown in Figure 4a. In this case, all three additional
propensities modulate the expected values of RDCs, averaging
to different values than the statistical coil, although this
modulation is similar for S and fP.

An ASTEROIDS analysis was performed on the same
system, using 'Dy_g, "D 'Deatia and 'Deg.cr RDCs in the
selection procedure. Figure 4b, 4c and table 1 present the
ability of a combination of these four RDC types to define the

conformational potentials. The ASTEROIDS-selected ensem-
ble accurately reproduces the propensity of enhanced
conformational sampling in the aR region, and in the extended
region (fS and P together). However the data do not
distinguish between these extended regions, in particular the
enhanced SP population is not correctly determined. Similarly,
upper and lower aR regions are found to be degenerate when
using only RDCs.

From the above it is evident that combination of CSs and
RDCs should raise the upper aR/fP/coil and pBS/pP
degeneracies observed for *C CSs and RDCs respectively,

286
287
288
289

and thereby allow for a more accurate mapping of 297

Ramachandran space. In the following we test this hypothesis
and identify generally accessible and conformationally
informative combinations of CS and RDCs that can be usefully
applied to the study of a large number of disordered proteins.

Ensemble Mapping of Conformational Propensities

298
299
300
301
302

by Combining CSs and RDCs. An ASTEROIDS analysis of 303

the same system as illustrated earlier was performed combining
Bce, BCP and BC’' CSs with "Dy, Doy Dewna and
"Dy RDCs. In this case (Figure S), a more precise mapping
of Ramachandran space is achieved, raising all degeneracies
identified for CSs and RDCs alone. Removal of some RDCs, so
that only 'Dy_y RDCs are included, still provides good
reproduction of all regions of conformational space. As shown
in Table 1, the populations are still correctly reproduced in the
presence of significant levels of noise (equivalent to 1 Hz error
for the "Dy_g RDCs).

The combination of *C, *N and 'HN CSs and 'Dy_y; RDCs
represents a tractable solution for many experimental studies
that is evidently information rich, while remaining robust with
respect to uncertainty of experimental conditions, spectral
calibration, noise and prediction error. We have therefore
applied this approach to two experimental systems.

Application to the Disordered Domain of the
Nucleoprotein from Measles Virus. *C% 3C’, 3C’, 5N
and 'HY CSs and 'Dy_; RDCs were used to define the
conformational sampling of the 125 amino acid intrinsically
disordered C-terminal domain of the nucleoprotein of measles
virus (Figure 6a). In addition to characterizing the molecular
recognition element that comprises a high population of helix
as described recently,”>** the 105 unfolded amino acids appear
to indicate the presence of a lower population of /S in localized
regions of this domain, compared to the statistical coil
description (Figure 6b). This reduction is mainly due to higher
PP population, in particular for the three continuous regions

304
305
306 £5
307
308
309
310
311

331

(435—445), (448—453) and (518—524), where close to 50% of 332

conformers populate this region of Ramachandran space. Figure
8 shows the reproduction of the 'Dy_; RDCs when only *C¥,
BCP 1BC’, BN and 'HN CSs are used, testifying that the
analysis is both predictive, and not noticeably prone to
overfitting.

Application to the K18 Domain of Tau Protein. The

338

same method was applied to the 130 amino acid K18 domain of 339

Tau protein using '*C% BCA Ber 5N and 'HY CSs and
'"Dy_y RDCs (Figure 7a). This domain contains four highly
homologous repeat sequences, so that the sampling profile
necessarily exhibits a repetitive nature. In this case the fS
population is again depleted compared to the statistical coil
(Figure 7b). The four previously described type I f-turns and

340
341 7

345

the four triglycine sequences account for the eight regions of 346

significantly increased aR population. The turns are found to
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Figure 4. Mapping of conformational space in disordered systems using RDCs. (a) Modification of predicted RDCs for enhanced conformational
propensities in different regions of Ramachandran space compared to expected values for statistical coil sampling (see Figure 2). An arbitrary level of
alignment was assumed for the absolute scaling of the RDCs. (b) Amino acid specific difference in population between the ASTEROIDS selection
and target using simulated RDC data shown in panel a. Red: populations in the target ensemble. Blue: populations in the selected ensemble. Black:
populations in the starting (statistical coil) ensemble. (c) Ramachandran plots showing the difference between the population in the regions
sampling coil, @R, AP and f3S regions. Top line, target ensemble; bottom line, selection using simulated RDC data shown in panel a . Color coding as

in Figure 2.

343 be populated between 15 and 25%, spanning very similar ranges
349 to those determined using a combination of accelerated
350 molecular dynamics and RDCs.**** Outside these localized
351 regions, a higher population of SP is observed, in particular in
352 the aggregation nucleation sites, between residues (256—261),
353 (275—282), (307—313) and (338—346). These strands, the

central two of which mediate binding to microtubules and have
been identified as aggregation nucleation sites important for the
formation of Tau oligomers, have previously been proposed to
sample extended populations.***> The results shown here
clearly indicate that this extended sampling is due to strongly
enhanced sampling of the P region of conformational space

dx.doi.org/10.1021/ja306905s | J. Am. Chem. Soc. XXXX, XXX, XXX—XXX
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from the disordered C-terminal domain, Ny, of the nucleoprotein from measles virus. (a) Reproduction of experimental data (red experimental,
blue ensemble average). (b) Population of different regions of conformational space for each amino acid in the Ny, sequence (red selected
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360 over a continuous range of 6—9 amino acids. Figure 8 shows
361 the reproduction of the 'Dy_y; RDCs when only 3C? BC/,
362 °C’, N and "HN CSs are used; the ‘free’ data are again closely
363 reproduced.

364 The amino acid conformational potentials for the region
365 273—287 of K18 are shown in Figure 9, in comparison to the
366 statistical coil sampling. The raised SP sampling in the region
367 275—282 is evident, as is the partially populated f-turn that

—

immediately follows this. We note that this conformational 363
sampling, determined in this case uniquely from the 369
experimental data, is very similar to that predicted by 370
accelerated molecular dynamics simulation in a previous 371
study,* populating enhanced aR in Leu284 and Ser 285 to 372
very similar levels. 373

Finally, we note that this entire study was repeated using the 374
program SPARTA+,>* and the results concerning both 375
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Figure 8. Cross validation of data not used in the ensemble selection
procedure. Top: K18 fragment of Tau protein. Bottom: Disordered C-
terminal domain, Ni,y, of the nucleoprotein from measles virus. In
both cases, 'Dy_y;, back-calculated values from the ensemble selected
against only 1*C* B¢P, 13C’, 5N and 'HN CSs are shown.

376 experimental systems are essentially indistinguishable in terms
377 of conformational sampling (data not shown), indicating that
378 the analysis is robust at least with respect to the differences
379 between these two prediction programs.

sso l CONCLUSION

381 It is becoming increasingly clear that intrinsic disorder plays a
382 central role in the function of a significant fraction of both
383 eukaryotic and prokaryotic proteins. The development of an
384 atomic resolution description of the conformational behavior of

disordered proteins is a fundamental requirement if we are to
understand their biological activity on a molecular level, and
NMR represents potentially the most powerful source of this
information. However, the actual resolution to which the amino
acid specific potential energy surface can be mapped from
experimental data remains obscure. Although dependences of 390
some NMR parameters on structural propensities in disordered 391
systems are known, so that sampling regimes are often inferred 39
from experimental observations, there is currently no frame- 393
work that allows for a statistical mapping of the available 394
Ramachandran space of each amino acid in terms of 395
conformational propensity. In this study, we address this 39
question by combining highly efficient conformational sampling 397
with ensemble selection to systematically investigate the ability 398
of different sources of NMR data to map the backbone 39
conformational sampling of IDPs on a residue specific level. 400

The results provide clear insight into conformational 401
propensities that can be distinguished on the basis of 402
experimentally available data. While backbone '*C chemical
shifts can be used to accurately determine the populations of S
and aR regions of Ramachandran space, clear degeneracies
exist, in particular concerning the AP region, which is
degenerate with average values predicted for random statistical
coil sampling. This degeneracy can be raised by *N and "HY
shifts, although the prediction accuracy of these shifts is lower.
Extending our analysis to commonly measured RDCs confirms
the ability of this kind of measurement to distinguish between
extended and helical bias, but also identifies a distinct
degeneracy, this time between the S and fP regions.

We demonstrate that a simple combination of RDCs and
CSs raises inherent degeneracies to accurately resolve backbone
conformational propensities. On the basis of these results, we
propose a robust and generally applicable approach for the
mapping of conformational potentials uniquely from exper-
imental data, that is applied to two different biological systems.
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Figure 9. Ramachandran plots showing the amino acid specific conformational potentials in the 273—287 section of K18. (a) Selection from 'Dy_y,
BCaq, 3P, 13C’, 5N and 'HN CSs using the ASTEROIDS approach for which the results are shown in Figure 7. (b) Conformational sampling from
the statistical coil model. Dark blue represents lowest population, and red represents maximal sampling.

In both cases, we detect an increase of conformational sampling
in the P region compared to the standard statistical coil
description, supporting previous experimental indications from
vibrational spectroscopy and circular dichroism for the
importance of this region in IDPs. Although the approach is
amino acid specific, in many cases these regions are continuous,
strongly suggesting that the observation is physically mean-
ingful, but also suggesting that this is not simply a general
feature, rather dependent on an underlying dependence on
primary sequence. Using these approaches, a more extensive
study of a broad range of experimentally available IDPs is
currently underway in our laboratory, to determine whether
general trends can be identified relating primary sequence
composition to backbone conformational behavior.

More generally we are confident that the results from this
study will pave the way to a more accurate understanding of the
conformational propensities of disordered proteins in solution,
and thereby provide hitherto inaccessible insight into the
relationship between primary sequence and protein function in
this fascinating family of proteins.

B METHODS

Calculation of Average Chemical Shifts and RDCs in
Ramachandran Space. The information content of the different
chemical shifts was investigated by generating a S50 000-strong

ensemble of poly alanine pentadecapeptide chains using the ensemble
. . . 50,51

generation algorithm flexible-meccano. For each conformer, the

CSs were calculated using the prediction algorithm SPARTA,*® and

conformers were clustered into bins with a radius of 1° according to

the {¢,} values of the central amino acid (residue 8). The CSs within

444
445
446
447
448

each cluster were then averaged and plotted against the {¢),iy} value of 449

the central amino acid.

Similarly, the information content of different types of RDCs was
investigated. An ensemble consisting of 1000 000 conformers of the
poly alanine pentadecapeptide was created using flexible-meccano.
RDCs were predicted using PALES™ for each conformer and averaged

450
451
452
453
454

in a similar way as described above for the CSs. The averaged RDCs of 455

the central or neighboring amino acids were plotted against the {¢,y}
sampling of the central amino acid.

Generation of Synthetic CS and RDC Data Sets in the
Presence of Specific Conformational Sampling Regimes. To
test the ability of different experimental CSs and RDCs to map
conformational space, ensemble selections were carried out using
ASTEROIDS targeting synthetic data sets. A model protein of 60
amino acids of arbitrary sequence was chosen sampling the statistical
coil model except for three regions of five amino acids, where
enhanced propensity was introduced in the aR (aa 10—14), fS (aa
27-31) or SP (aa 45—49) regions. Each propensity was introduced
such that 50% of the selected conformers in the strand are specified to
populate the region of interest, and the remaining 50% populate the
statistical coil. An ensemble comprising 10000 conformers of this
model protein was generated using flexible-meccano, and CSs were
predicted for each conformer using SPARTA. The CSs were
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subsequently averaged over the ensemble and used as the target for the
ASTEROIDS protocol.

To generate the synthetic RDC data set, an ensemble comprising
100000 conformers of the same sequence was generated. A global
alignment tensor was calculated for each conformer using an in-house
written routine based on steric exclusion volume and the RDCs were
calculated using this tensor. The RDCs were subsequently averaged
over the ensemble and used as the target for the ASTEROIDS
protocol.

To test the robustness of the ASTEROIDS protocol for mapping
conformational space using CSs and RDCs, Gaussian-based noise was
added to the synthetic CS and RDC data sets. The noise levels were
based on the relative accuracy of SPARTA predictions for the different
nuclei®® and the predicted range of each dipolar coupling type. The
following noise levels were applied: Car (0.22 ppm), CS (0.24 ppm),
C’ (025 ppm), N (0.6 ppm), HY (0.12 ppm), 'Dy_y (0.5 Hz),
Doy (025 Hz), "Dy, (1 Hz) and "D, o (025 Hz).

Ensemble Selections Using ASTEROIDS. Initially, a large pool
of statistical coil conformers (20000) was generated using flexible-
meccano®®®' and the genetic algorithm ASTEROIDS was used to
select a subset of conformers in agreement with the experimental (or
synthetic) data as described previously.'® This procedure was repeated
in an iterative manner in order to enhance the presence of
conformational propensities of interest within the pool. Thus, in
each step, a new pool was generated using the residue-specific {¢, y}
angles derived from the selected ASTEROIDS ensembles in the
previous iteration. Five independent ensemble selections comprising
200 conformers were carried out at each iteration step and iterations
were continued until convergence. RDCs were calculated from a given
member of an ensemble using the local alignment window (LAW) of
1S amino acids in length combined with a generic baseline as described
previously.'>*® The alignment tensor was calculated for each LAW
using an in-house written routine based on steric alignment. A uniform
scaling is applied to the entire predicted set to best-reproduce the
experimental data. CSs were calculated for each structure using the
program SPARTA and random coil values for calculation of secondary
shifts were taken from RefDB.*”

Experimental Data: C-Terminal Domain of Measles Virus
Nucleoprotein. Experimental CSs of the intrinsically disordered C-
terminal domain of Measles virus nucleoprotein were obtained
previously at 25 °C in a buffer consisting of S0 mM sodium phophate
at pH 6.5, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA and 0.02% NaN.”* 'Dy_y
RDCs were measured previously under the same conditions in a liquid
crystal composed of poly ethylene glycol and 1-hexanol.*>

Experimental Data: K18 Construct of Tau Protein. Exper-
imental CSs of the K18 construct of Tau were obtained as described
previously.*® CS prediction using SPARTA relies on a database of 200
high-resolution structures for which nearly complete sets of chemical
shift assignments are available. These CS assignments were obtained at
temperatures above 20 °C with the vast majority lying between 20 and
30 °C. To avoid any bias, we calculated the CSs of K18 corresponding
to 25 °C by comparing the 5 °C assignment of K18 to the 25 °C
assignment of full-length Tau®” and subsequently applying a uniform
shift to each nucleus type independently. These new experimental data
were used as the target for the ASTEROIDS protocol. 'Dy_; RDCs of
the K18 construct were measured previously in stretched poly
acrylamide gels.*
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Resumt Pres de 40% des protéines présentes dans les cellules sont prédites partielle-
ment ou completement désordonnées. Ces protéines dépourvues de structure tridimensionnelle
a I’état natif sont impliquées dans de nombreux mécanismes biologiques, la flexibilité jouant un
role moteur dans les mécanismes de reconnaissance moléculaire. La prise en considération de
I'existence de flexibilité au sein des protéines et des interactions protéines-protéines a nécessité
le renouvellement de nos connaissances, de notre appréhension des fonctions biologiques ainsi
que des approches pour étudier et interpréter ces phénomenes. La méthode retenue pour étudier
ces transitions conformationnelles est la spectroscopie par résonance magnétique nucléaire. Elle
dispose d’une sensibilité unique, d’une résolution a 1'échelle atomique et permet par diverses
expériences d’accéder a I'ensemble des échelles de temps définissant les mouvements de ces
protéines. Nous combinons ces mesures expérimentales a un modele statistique représentant
I'ensemble du paysage énergétique des protéines désordonnées : la description par ensemble
explicite de structures. Ce modéle est une représentation discrete des différents états échan-
tillonnés par ces protéines. Il permet, combinant les déplacements chimiques, les couplages
dipolaires et la relaxation paramagnétique, de développer une description moléculaire de I'état
déplié en caractérisant a la fois I'information locale et l'information a longue portée présente
dans les protéines intrinséquement désordonnées.

MOTS-CLES Résonance Magnétique Nucléaire, Couplages Dipolaires Résiduels, Dé-
placement Chimique, Relaxation Paramagnétique, Désordre Conformationnel, Protéines Intrin-
sequement Désordonnées, Description par Ensemble, protéine Tau.

ABSTRACT Around 40% of the human génome does not fold into stable three-
dimensional structures but are either unfolded, or contain unfolded regions of significant
length. The inherent flexibility of this class of proteins is essential for their function in a vast
range of biomolecular process such as molecular recognition. In order to take into account
the specificity of these interactions, it has been necessary to invent new approaches to study
and interpret their behaviour. Nuclear magnetic resonance spectroscopy is a unique atomic
resolution probe which is sensitive to a very large range of time scales. We combine experi-
mental NMR data with a statistical model describing the energy landscape of unfolded state :
the explicit ensemble description. This model is a discrete representation of the different states
of theses proteins. Combining chemical shifts, residual dipolar couplings and paramagnetic
relaxation enhancement, it is then possible to develop a molecular description of the unfolded
state caracterising both the local and long-range information of intrinsically disordered proteins.

KEY WORDS Nuclear Magnetic Resonance, Residual Dipolar Coupling, Chemical
Shift, Paramagnetic Relaxation Enhancement, Conformational Disorder, Intrinsically Disordered
Proteins, Ensemble Description, Tau protein
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