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Titre : L'échelle atomique comme support pour la biologie : biochimie et biophysique des protéines (dés)or-

données par RMN /n vitro et en cellules.

Mots clés : RMN, protéines intrinséquement désordonnées, modifications post-traductionnelles, protéines
amyloides, signalisation cellulaire, biologie structurale in-cell.

Résumé : Ce manuscrit présente les éléments fac-
tuels de mon cursus et de mes activités de recherche,
puis décrit mes travaux de recherche passés et pré-
sents ; j'y propose aussi mes réflexions sur les suites
a leur donner. Cette présentation est chronologique,
et donne pour chaque période un panorama des
connaissances antérieures aux projets pour com-
prendre leur contexte, puis montre leur intégration
dans les développements postérieurs.

Mes activités se sont construites autour de la spec-
troscopie RMN et des questions qu’elle pouvait ren-
seigner spécifiquement. Je me suis intéressé succes-
sivement a l'analyse conformationnelle des polysac-
charides bactériens et leur reconnaissance par le sys-
téme immunitaire (thése), puis a I'analyse conforma-
tionnelle et biochimique des protéines désordonnées
in vitro et in-cell (post-doctorat et CR-CNRS), que
j'étends aux protéines multidomaines contenant des
régions désordonnées et aux kinases (CR-CNRS).

Les lecteurs trouveront de nombreuses informa-
tions sur le travail de production recombinante et
purification de protéines (en bactérie, « cell-free »
et cellules d'insecte et mammiferes ; p53, Mdmz2,
Elk1, Oct4, Sox2, Esrrb, a-synucléine, .., nom-
breuses kinases), et d'améliorations de sensibilité
pour la spectroscopie RMN (séquences d'impul-
sions, marquages isotopiques innovants). Les mé-
thodes développées visent a permettre la compré-
hension : i) de la signalisation cellulaire transmise
par les protéines désordonnées et leurs sites de
modifications post-traductionnelles multiples ; ii)
du comportement structural et des interactions des
protéines en cellule. Ils ont trouvé des applications
dans I'étude de mécanismes moléculaires liés aux
cancers et aux maladies neurodégénératives.

Je décris enfin les avancées récentes de la commu-
nauté et leur impact sur les orientations a donner a
mes activités.

Title : Atomic scale description to support biology : biochemistry and biophysics of (dis)ordered proteins us-

ing NMR /n vitro and in cells.

Keywords : NMR, intrinsically disordered proteins, post-translational modifications, amyloid proteins, cell sig-

naling, in-cell structural biology.

Abstract : This manuscript presents facts and num-
bers about my cursus and my research activities, then
describes my past and present works; I also give my
feelings and thoughts about their future develop-
ments. The plan is chronological. For every period, 1
present the prior knowledge to understand the con-
text and the rationale of the projects, and then their
integrations in the later scientific developments.

My activities are based on the use of NMR spectros-
copy and the specific questions that it can be tackle.
I focused successively on the analysis of the confor-
mational behavior of bacterial polysaccharides and
their recognition by the host immune system (PhD
thesis), and then on the analysis of the conforma-
tional behavior and the biochemistry of intrinsically
disordered proteins /n vitro and in cell (postdoc and
CR-CNRS); I work also now on multidomain proteins
integrating disordered regions and their kinases.

These works rely on a huge effort in protein recom-
binant production and purification (using bacteria,
cell-free expression, insect and mammalian cells;
p53, Mdm2, Elk1, Oct4, Sox2, Esrrb, a-synuclein, ...,
and numerous kinases), and in improving NMR
sensitivity (pulse sequences, novel isotopic label-
ing). The readers will find profuse information on
these ends. The developed methods aim at ex-
panding knowledge on: i) cell signaling carried out
via disordered proteins and their multiple post-
translational modifications; ii) structural behavior
and interactions of proteins in cells. They found ap-
plications in studies about molecular mechanisms
linked to cancers and neurodegenerative diseases.
I describe in late sections the recent advances in the
broad field of biochemistry that must and will im-
pact the future directions of my activities.
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1.  Curriculum vitae et production

1.1. Parcours professionnel

09/2005 — 08/2009 Doctorat, Institut Pasteur, Paris, France

2006 — 2009 Monitorat (192h, Chimie générale, Spectroscopie, Thermodynamique) Univ.
P&M Curie Paris, France

01/2010-09/2015 Post-doctorat, Leibniz Institute for Pharmacology FMP, Berlin, Allemagne
Temps consacré a la recherche : 100%
Employeur : Forschungverbund Berlin e.V.

10/2015 - présent  CRCN, CNRS, 12BC, UMR9198, Gif-sur-Yvette, France
Temps consacré a la recherche : 100%
Employeur : CNRS

1.2. Parcours académique

2002 — 2004 L3-M1 Physique-Chimie appliquée aux Systémes biologiques
ENS-Lyon, éléve normalien

2004 - 2005 M2 Ingénierie Structurale et Fonctionnelle des Biomolécules
ENS-Lyon / Univ. Paris R. Descartes, France

2005 - 2009 Doctorat en Biophysique Moléculaire

Institut Pasteur / Université P&M Curie Paris, France

Directrice de thése : Dr. Muriel Delepierre.

« Comportements conformationnels et antigénicités de I'Ag-0 de Shigella
flexneri et de ses mimes. ». Thése soutenue le 29 septembre 2009 a I'Institut
Pasteur (http://www.theses.fr/2009PA066562). Rapporteurs : Pr. A. Imberti,
Pr. F. Dardel ; Examinateurs : Pr. G. Trugnan, Pr. P. Sansonetti

1.3. Prix, bourses, Financements

2021 CEA-Financement de These

2020 ANR/DFG PRCE (3 ans)

2018 Partenariat industriel avec Cortecnet (évaluation d’un systéme d’expression « cell-free »)
2018 Financement I2BC Collaboration-Interdépartements

2017 CEA Bottom-up exploratory program

2015 “Hosting of High-Level Researchers” Programme ANR (4 ans)

2013 Magnetic Resonance in Chemistry Award for Young Scientist (MRC journal)

2010 Financement post-doctoral ARC (1 an)

2009 Prix Jacques Monod (pour des études moléculaires de la régulation cellulaire), Fondation
de France

1.4. Activités d’encadrement
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Depuis ma nomination comme chercheur au CNRS en 2016, j’ai encadré 6 stages M1 et 7
stages M2, j’ai co-encadré 1 these, et je co-encadre actuellement 2 théses. J’ai également supervisé
les activités de 3 ingénieures d’étude en CDD (18 a 40 mois). Les détails sont fournis ci-dessous :

Stages M1 :
2015-2016:

2018-2019:

2019-2020:

2021-2022 :

Stages M2 :
2016-2017 :

2017-2018:

2018-2019:

2020-2021 :

- Baptiste Nguyen, Univ. Paris-Sud, Parcours Biologie-Santé, Plateforme Génomique,
Biologie Moléculaire et Cellulaire, « Caractérisation des modifications post-traduc-
tionnelles du facteur de pluripotence Nanog. ».

- Marie Sorin, Univ. Paris-Sud, Parcours Biologie-Santé, Plateforme Génomique, Bio-
logie Moléculaire et Cellulaire, « Caractérisation des modifications post-traduction-
nelles du facteur de pluripotence Oct4. ».

- Bilgee Bayanaa, Sorbonne Université, M1 Biologie moléculaire et cellulaire, « Pro-
duction et purification de la protéine tyrosine-kinase Src humaine. ».

- Cladice Varela-Moreira, Sorbonne Université, M1 Biologie moléculaire et cellulaire,
« Expression et purification de CDK1/2 pour I'analyse des phosphorylations sur des
facteurs de pluripotence. ».

- Sarah Eissa, Sorbonne Université, M1 Chimie, « Production recombinante de MAP-
kinases actives. ».

- Nicolas Texier, Sorbonne Université, M1 Biologie moléculaire et cellulaire, « Carac-
térisation biochimique et structurale de la kinase Plk1, une cible anti-cancer. ».

- Bryan Hegy, Univ. Paris-Sud, M2 Biologie Santé, Ingénierie et Chimie des Biomolé-
cules, « Caractérisation de l'interaction entre I'a-synucléine et les membranes lipi-
diques par RMN. ».

- Chafiaa Bouguechtouli, Univ. P&M Curie, M2 Biologie moléculaire et cellulaire, Par-
cours Biochimie et Biologie Moléculaire, « Etude des modifications post-traduction-
nelles par RMN de deux facteurs de Transcription de pluripotence : Esrrb et Nanog. ».
- Benjamin Bacri, Univ. P&M Curie, M2 Biologie moléculaire et cellulaire, Parcours
Biochimie et Biologie Moléculaire, « Post-Translational Modifications of Sox2. ».

- Jéromine Carlo, M2 Biologie-Santé, Ingénierie et Chimie des Biomolécules, « Struc-
tural characterization of the interaction between the protein a-Synuclein and lipid
membranes. ».

- Amel Benabdi, Sorbonne Université, M2 Biologie moléculaire et cellulaire, Parcours
Biochimie et Biologie Moléculaire, « Influence des phosphorylations sur I'interaction
entre les régions centrales de p53 et Mdm2. »

- Hélene Chérot, Univ. Paris-Saclay, M2 Biologie-Santé, Ingénierie et Chimie des Bio-
molécules, « Etude de la régulation de la kinase Plk1. ».

- Yingyue Luo, Univ. Paris-Saclay, M2 Biologie-Santé, Ingénierie et Chimie des Biomo-
lécules, « Caractérisation des interactions intramoléculaires de MDM2. ».

Encadrement IE :
2017-2020 (40 mois) : - Chafiaa Bouguechtouli (M2 Univ. P&M Curie), Production recombinante

de facteurs de pluripotence Sox2, Esrrb, Production recombinante de ki-
nases, Production d’a-synucléine, Purification de mitochondries.

2017-2019 (18 mois) : - Rania Ghouil (M2 Univ. P&M Curie), Evaluation et optimisation de kits
d’expression cell-free Tayio Nippon-Sanso, Production recombinante de
kinases.
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2017-2019 (18 mois) :

Theéce co-encadrée :
Soutenue en 2021 :

Theéses encadrées :
Débutées en 2021 :

- Ania Alik (M2 Univ. Paris-Sud), Production recombinante de Mdm?2, Pro-
duction recombinante de kinases.

- Manon Julien, Univ. Paris-Saclay, Ecole doctorale n°569 Innovation Thé-
rapeutique du Fondamental a I’Appliqué (ITFA), co-encadrement Sophie
Zinn-Justin « Plk1 mitotic phosphorylation in the N-terminal region of the
BRCA2 protein: identification, characterization and role in protein inte-
ractions. » (http://www.theses.fr/2021UPASQ011).

- Yingyue Luo, Univ. Paris-Saclay, Ecole doctorale n°569 Innovation Thé-
rapeutique du Fondamental a I’Appliqué (ITFA), « Régulation de la ré-
ponse aux dommages de I'ADN par les clusters de phosphorylation du ré-
seau de signalisation de p53. » (http://www.theses.fr/s306151).

- Héléne Chérot, Univ. Paris-Saclay, Ecole doctorale n°569 Innovation
Thérapeutique du Fondamental a I’Appliqué (ITFA), « Biologie structurale
in-cell a I'échelle atomique par résonance magnétique : étudier I'inhibi-
tion de cibles anti-cancer, les kinases, dans |'environnement natif. »
(http://www.theses.fr/s302900).

Co-publication avec les jeunes chercheuses co-dirigées :

1- Proper chromosome alignment depends on BRCA2 phosphorylation by PLK1

Ehlén A, Martin C, Miron S, Julien M, ..., Carreira A

Nature Commun, 2020, 11, 1819

2- Sensitivity-Enhanced 13C-NMR Spectr. for Monitoring Phosphorylation at Physiological Temp.

and pH.

Alik A*, Bouguechtouli C*, Julien M*, Bermel W, Ghouil R, Zinn-Justin S, Theillet FX.

*co-1%t-authors

Angew Chem, 2020, 59, 10411-10415

3- 1H, 13C and 15N backbone resonance assignment of the human BRCA2 N-terminal region
Julien M, Miron S, Carreira A, Theillet FX, Zinn-Justin S.

Biomol. NMR Assign, 2020, 14, 79-85

4- Multiple site-specific phosphorylation of IDPs monitored by NMR

Julien M, Bouguechtouli C, Alik A, ...Zinn-Justin S, Theillet FX

Methods Mol. Biol., 2020, 2141, pp. 793-817

Formations a I’'encadrement doctoral :
- Participation a la “Formation a I'encadrement des doctorant(e)s » de I’Université Paris-
Saclay (16-17 avril 2019).

Participation a des activités d’accompagnement de la formation doctorale :
- Jury Poster/Présentation Orale de la Journée de I’Ecole Doctorale (ED569) 2018, 2019,

2022.

- Comités de suivi de thése (2022 : Muhammed Bilal Abdul-Shukoor, Université Bordeaux ;
Lucy Martin, Université de Lille).
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1.5. Contributions pour la société

Actions de vulgarisation et cours académiques :

En réponse a des sollicitations en 2016-2018, j’ai participé a des actions de vulgarisation scien-
tifigue, notamment sur la thématique de la présentation des protéines (journaux, radio France Cul-
ture, associations locales, aide a TPEs de lycéens). Jai écrit un article sur l'utilisation de la RMN en
Chémobiologie dans le numéro spécial « Chémobiologie » de I’Actualité Chimique 2021.

J'ai délivré des cours ponctuels en M1 et chaque année en M2 pour le cours M2 Pasteur de
Biochimie des protéines (théme : les modifications post-traductionnelles). J’assurerai une vingtaine
d’heures de TD de Biochimie a I'Université Versailles-St-Quentin au semestre 1 de I'année 2022-23.

Actions d’évaluation de productions et projets scientifiques :

Je suis régulierement contacté pour étre référé pour des revues scientifiques a comité de lec-
ture par les pairs (JBNMR, Biochemistry, JACS, Angew Chem, Nat Struct Mol Biol, ...), j'accepte entre
3 et 5 fois par an.

J'ai également été référé pour I'ANR et pour quelques programmes de financements locaux
(UPSaclay, ...), et j’évalue des demandes de temps d’acquisition pour l'infrastructure nationale IR-
RMN, désormais Infranalytics (~6 par an).

Actions d’animation de la communauté scientifique :

Je coordonne le club scientifique interne 12BC (Club Post-Translational Modifications ; 60 per-
sonnes). J'ai été membre du comité d’organisation de la conférence « Biologie Structural Intégra-
tive 2021 » (250 participants) ; activités de collaborations externes de la plate-forme RMN de I'I2BC.

Activités de recherche interdisciplinaire et/ou lien avec les milieux socio-économiques
Collaboration avec I'entreprise Cortecnet (Voisins-le-Bretonneux) : tests et améliorations de
kits de marquages isotopiques commercialisés par |'entreprise, aide/consulting pour le suivi client,
externalisation de I’analyse RMN via la plate-forme RMN 12BC (2017-2019).
Collaboration avec Sanofi : évaluation des interactions excipients/anticorps et conséquence sur
la viscosité des formulations thérapeutiques, analyse RMN via la plate-forme RMN [2BC. (2022-
2025).

1.6. Production scientifique
J'ai dressé des listes de mes contributions scientifiques écrites et orales ci-dessous.

Bibliométrie

Publications dans des journaux a revue par les pairs : 37

1¢" auteur : 13 ; auteur correspondant : 7

Chapitre de livres : 1 ; Brevet : 1

Nombre de citations (Scopus, septembre 2022) : 2133 - h-index : 20

Publications dans des revues internationales avec comité de lecture par les pairs

(1)  Theillet, F.-X.; Saul, F. A.; Vulliez-Le Normand, B.; Hoos, S.; Felici, F.; Weintraub, A.; Mulard,
L. A;; Phalipon, A.; Delepierre, M.; Bentley, G. A. Structural Mimicry of O-Antigen by a Pep-
tide Revealed in a Complex with an Antibody Raised against Shigella Flexneri Serotype 2a. J.
Mol. Biol. 2009, 388 (4), 839-850. https://doi.org/10.1016/j.jmb.2009.03.057.
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(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

(7)

(8)

(9)

(10)

(11)

(12)

(13)

(14)

Université Paris-Saclay

Dose, A.; Liokatis, S.; Theillet, F.-X.; Selenko, P.; Schwarzer, D. NMR Profiling of Histone
Deacetylase and Acetyl-Transferase Activities in Real Time. ACS Chem. Biol. 2011, 6 (5), 419—-
424, https://doi.org/10.1021/cb1003866.

Theillet, F.-X.; Binolfi, A.; Liokatis, S.; Verzini, S.; Selenko, P. Paramagnetic Relaxation En-
hancement to Improve Sensitivity of Fast NMR Methods: Application to Intrinsically Disor-
dered Proteins. J. Biomol. NMR 2011, 51 (4), 487-495. https://doi.org/10.1007/s10858-011-
9577-2.

Theillet, F.-X.*; Simenel, C.; Guerreiro, C.; Phalipon, A.; Mulard, L. A.; Delepierre, M. Effects
of Backbone Substitutions on the Conformational Behavior of Shigella Flexneri O-Antigens:
Implications for Vaccine Strategy. Glycobiology 2011, 21 (1), 109-121.
https://doi.org/10.1093/glycob/cwq136.

Theillet, F.-X.*; Frank, M.; Normand, B. V.-L.; Simenel, C.; Hoos, S.; Chaffotte, A.; Belot, F.;
Guerreiro, C.; Nato, F.; Phalipon, A.; Mulard, L. A.; Delepierre, M. Dynamic Aspects of Anti-
body:Oligosaccharide Complexes Characterized by Molecular Dynamics Simulations and Sat-
uration Transfer Difference Nuclear Magnetic Resonance. Glycobiology 2011, 21 (12), 1570—
1579. https://doi.org/10.1093/glycob/cwr059.

Binolfi, A.; Theillet, F.-X.; Selenko, P. Bacterial In-Cell NMR of Human a-Synuclein: A Disor-
dered Monomer by Nature? Biochem. Soc. Trans. 2012, 40 (5), 950-954.
https://doi.org/10.1042/BST20120096.

Cordier, F.; Chaffotte, A.; Terrien, E.; Prehaud, C.; Theillet, F.-X.; Delepierre, M.; Lafon, M.;
Buc, H.; Wolff, N. Ordered Phosphorylation Events in Two Independent Cascades of the
PTEN C-Tail Revealed by NMR. J. Am. Chem. Soc. 2012, 134 (50), 20533—-20543.
https://doi.org/10.1021/ja310214g.

Liokatis, S.; Stltzer, A.; Elsasser, S. J.; Theillet, F.-X.; Klingberg, R.; van Rossum, B.;
Schwarzer, D.; Allis, C. D.; Fischle, W.; Selenko, P. Phosphorylation of Histone H3 Ser10 Es-
tablishes a Hierarchy for Subsequent Intramolecular Modification Events. Nat. Struct. Mol.
Biol. 2012, 19 (8), 819-823. https://doi.org/10.1038/nsmb.2310.

Theillet, F.-X.; Liokatis, S.; Jost, J. O.; Bekei, B.; Rose, H. M.; Binolfi, A.; Schwarzer, D.;
Selenko, P. Site-Specific Mapping and Time-Resolved Monitoring of Lysine Methylation by
High-Resolution NMR Spectroscopy. J. Am. Chem. Soc. 2012, 134 (18), 7616—-7619.
https://doi.org/10.1021/ja301895f.

Theillet, F.-X.; Smet-Nocca, C.; Liokatis, S.; Thongwichian, R.; Kosten, J.; Yoon, M.-K.; Kri-
wacki, R. W.; Landrieu, |.; Lippens, G.; Selenko, P. Cell Signaling, Post-Translational Protein
Modifications and NMR Spectroscopy. J. Biomol. NMR 2012, 54 (3), 217-236.
https://doi.org/10.1007/s10858-012-9674-x.

Rose, H. M.; Stuiver, M.; Thongwichian, R.; Theillet, F.-X.; Feller, S. M.; Selenko, P. Quantita-
tive NMR Analysis of Erk Activity and Inhibition by U0126 in a Panel of Patient-Derived Colo-
rectal Cancer Cell Lines. Biochim. Biophys. Acta 2013, 1834 (7), 1396-1401.
https://doi.org/10.1016/j.bbapap.2013.01.023.

Theillet, F.-X.; Kalmar, L.; Tompa, P.; Han, K.-H.; Selenko, P.; Dunker, A. K.; Daughdrill, G. W_;
Uversky, V. N. The Alphabet of Intrinsic Disorder: I. Act like a Pro: On the Abundance and
Roles of Proline Residues in Intrinsically Disordered Proteins. Intrinsically Disordered Pro-
teins 2013, 1 (1), e24360. https://doi.org/10.4161/idp.24360.

Theillet, F.-X.; Rose, H. M.; Liokatis, S.; Binolfi, A.; Thongwichian, R.; Stuiver, M.; Selenko, P.
Site-Specific NMR Mapping and Time-Resolved Monitoring of Serine and Threonine Phos-
phorylation in Reconstituted Kinase Reactions and Mammalian Cell Extracts. Nat. Protoc.
2013, 8 (7), 1416-1432. https://doi.org/10.1038/nprot.2013.083.

Borcherds, W.*; Theillet, F.-X.”; Katzer, A.; Finzel, A.; Mishall, K. M.; Powell, A. T.; Wu, H.;
Manieri, W.; Dieterich, C.; Selenko, P.; Loewer, A.; Daughdrill, G. W. Disorder and Residual
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(15)

(16)

(17)

(18)

(19)

(20)

(21)

(22)

(23)

(24)

(25)

(26)

Helicity Alter P53-Mdm2 Binding Affinity and Signaling in Cells. Nat. Chem. Biol. 2014, 1-5.
#equal contributions https://doi.org/10.1038/nchembio.1668.

Gauthier, C.; Chassagne, P.; Theillet, F.-X.; Guerreiro, C.; Thouron, F.; Nato, F.; Delepierre,
M.; Sansonetti, P. J.; Phalipon, A.; Mulard, L. A. Non-Stoichiometric O-Acetylation of Shigella
Flexneri 2a O-Specific Polysaccharide: Synthesis and Antigenicity. Org. Biomol. Chem. 2014,
12 (24), 4218-4232. https://doi.org/10.1039/c30b42586;j.

Kosten, J.; Binolfi, A.; Stuiver, M.; Verzini, S.; Theillet, F.-X.; Bekei, B.; van Rossum, M.;
Selenko, P. Efficient Modification of Alpha-Synuclein Serine 129 by Protein Kinase CK1 Re-
quires Phosphorylation of Tyrosine 125 as a Priming Event. ACS Chem. Neurosci. 2014, 5
(12), 1203-1208. https://doi.org/10.1021/cn5002254.

Theillet, F.-X.; Binolfi, A.; Frembgen-Kesner, T.; Hingorani, K.; Sarkar, M.; Kyne, C.; Li, C.;
Crowley, P. B.; Gierasch, L.; Pielak, G. J.; Elcock, A. H.; Gershenson, A.; Selenko, P. Physico-
chemical Properties of Cells and Their Effects on Intrinsically Disordered Proteins (IDPs).
Chem. Rev. 2014, 114 (13), 6661-6714. https://doi.org/10.1021/cr400695p.

Danielsson, J.; Mu, X.; Lang, L.; Wang, H.; Binolfi, A.; Theillet, F.-X.; Bekei, B.; Logan, D. T.;
Selenko, P.; Wennerstrom, H.; Oliveberg, M. Thermodynamics of Protein Destabilization in
Live Cells. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2015, 112 (40), 12402—-12407.
https://doi.org/10.1073/pnas.1511308112.

Smith, M. J.; Marshall, C. B.; Theillet, F.-X.; Binolfi, A.; Selenko, P.; Ikura, M. Real-Time NMR
Monitoring of Biological Activities in Complex Physiological Environments. Curr. Opin. Struct.
Biol. 2015, 32, 39—47. https://doi.org/10.1016/j.sbi.2015.02.003.

Thongwichian, R.; Kosten, J.; Benary, U.; Rose, H. M.; Stuiver, M.; Theillet, F.-X.; Dose, A;
Koch, B.; Yokoyama, H.; Schwarzer, D.; Wolf, J.; Selenko, P. A Multiplexed NMR-Reporter Ap-
proach to Measure Cellular Kinase and Phosphatase Activities in Real-Time. J. Am. Chem.
Soc. 2015, 137 (20), 6468—6471. https://doi.org/10.1021/jacs.5b02987.

Binolfi, A.; Limatola, A.; Verzini, S.; Kosten, J.; Theillet, F.-X.; May Rose, H.; Bekei, B.; Stuiver,
M.; van Rossum, M.; Selenko, P. Intracellular Repair of Oxidation-Damaged a-Synuclein Fails
to Target C-Terminal Modification Sites. Nat. Commun. 2016, 7, 10251.
https://doi.org/10.1038/ncomms10251.

Mintener, T.; Haussinger, D.; Selenko, P.; Theillet, F.-X.* In-Cell Protein Structures from 2D
NMR Experiments. J Phys Chem Lett 2016, 7 (14), 2821-2825.
https://doi.org/10.1021/acs.jpclett.6b01074.

Mylona, A.; Theillet, F.-X.; Foster, C.; Cheng, T. M.; Miralles, F.; Bates, P. A.; Selenko, P.;
Treisman, R. Opposing Effects of Elk-1 Multisite Phosphorylation Shape Its Response to ERK
Activation. Science 2016, 354 (6309), 233-237. https://doi.org/10.1126/science.aad1872.
Samson, C.; Herrada, I.; Celli, F.; Theillet, F.-X.; Zinn-Justin, S. 1H, 13C and 15N Backbone
Resonance Assignment of the Intrinsically Disordered Region of the Nuclear Envelope Pro-
tein Emerin. Biomol NMR Assign 2016, 10 (1), 179-182. https://doi.org/10.1007/s12104-
015-9662-7.

Theillet, F.-X.; Binolfi, A.; Bekei, B.; Martorana, A.; Rose, H. M.; Stuiver, M.; Verzini, S.; Lo-
renz, D.; van Rossum, M.; Goldfarb, D.; Selenko, P. Structural Disorder of Monomeric a-Sy-
nuclein Persists in Mammalian Cells. Nature 2016, 530 (7588), 45-50.
https://doi.org/10.1038/nature16531.

Samson, C.; Celli, F.; Hendriks, K.; Zinke, M.; Essawy, N.; Herrada, I.; Arteni, A.; Theillet, F.;
Alpha-Bazin, B.; Armengaud, J.; Coirault, C.; Lange, A.; Zinn-Justin, S. Emerin Self-assembly
Mechanism: Role of the LEM Domain. FEBS J 2017, 284 (2), 338-352.
https://doi.org/10.1111/febs.13983.
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(27)

(28)

(29)

(30)

(31)

(32)

(33)

(34)

(35)

(36)

(37)

Celli, F.; Petitalot, A.; Samson, C.; Theillet, F.-X.; Zinn-Justin, S. 1H, 13C and 15N Backbone
Resonance Assignment of the Lamin C-Terminal Region Specific to Prelamin A. Biomol NMR
Assign 2018, 12 (2), 225-229. https://doi.org/10.1007/s12104-018-9813-8.

Shenoy, J.; El Mammeri, N.; Dutour, A.; Berbon, M.; Saad, A.; Lends, A.; Morvan, E.; Grélard,
A.; Lecomte, S.; Kauffmann, B.; Theillet, F.-X.; Habenstein, B.; Loquet, A. Structural Dissec-
tion of Amyloid Aggregates of TDP-43 and Its C-Terminal Fragments TDP-35 and TDP-16.
FEBS J. 2019. https://doi.org/10.1111/febs.15159.

Alik, A.; Bouguechtouli, C.; Julien, M.; Bermel, W.; Ghouil, R.; Zinn-Justin, S.; Theillet, F.-X.*
Sensitivity-Enhanced 13 C-NMR Spectroscopy for Monitoring Multisite Phosphorylation at
Physiological Temperature and PH. Angew. Chem. Int. Ed. 2020.
https://doi.org/10.1002/anie.202002288.

Bodor, A.; Haller, J. D.; Bouguechtouli, C.; Theillet, F.-X.; Nyitray, L.; Luy, B. Power of Pure
Shift HaCa Correlations: A Way to Characterize Biomolecules under Physiological Condi-
tions. Anal. Chem. 2020, 92 (18), 12423-12428. https://doi.org/10.1021/acs.anal-
chem.0c02182.

Ehlén, A.; Martin, C.; Miron, S.; Julien, M.; Theillet, F.-X.; Ropars, V.; Sessa, G.; Beaurepere,
R.; Boucherit, V.; Duchambon, P.; El Marjou, A.; Zinn-Justin, S.; Carreira, A. Proper Chromo-
some Alignment Depends on BRCA2 Phosphorylation by PLK1. Nat. Commun. 2020, 11 (1),
1819. https://doi.org/10.1038/s41467-020-15689-9.

Julien, M.; Bouguechtouli, C.; Alik, A.; Ghouil, R.; Zinn-Justin, S.; Theillet, F.-X.* Multiple Site-
Specific Phosphorylation of IDPs Monitored by NMR. In Intrinsically Disordered Proteins:
Methods and Protocols; Kragelund, B. B., Skriver, K., Eds.; Methods in Molecular Biology;
Springer US: New York, NY, 2020; pp 793-817. https://doi.org/10.1007/978-1-0716-0524-
0_41.

Julien, M.; Miron, S.; Carreira, A.; Theillet, F.-X.; Zinn-Justin, S. 1H, 13C and 15N Backbone
Resonance Assignment of the Human BRCA2 N-Terminal Region. Biomolecular NMR Assign-
ments 2020, 14 (1), 79-85. https://doi.org/10.1007/s12104-019-09924-8.

Verzini, S.; Shah, M.; Theillet, F.-X.; Belsom, A.; Bieschke, J.; Wanker, E. E.; Rappsilber, J.;
Binolfi, A.; Selenko, P. Megadalton-Sized Dityrosine Aggregates of a-Synuclein Retain High
Degrees of Structural Disorder and Internal Dynamics. J. Mol. Biol. 2020, 432 (24), 166689.
https://doi.org/10.1016/j.jmb.2020.10.023.

Marcelot, A.; Petitalot, A.; Ropars, V.; Le Du, M.-H.; Samson, C.; Dubois, S.; Hoffmann, G.;
Miron, S.; Cuniasse, P.; Marquez, J. A.; Thai, R.; Theillet, F.-X.; Zinn-Justin, S. Di-Phosphory-
lated BAF Shows Altered Structural Dynamics and Binding to DNA, but Interacts with Its Nu-
clear Envelope Partners. Nucleic Acids Research 2021, 49 (7), 3841-3855.
https://doi.org/10.1093/nar/gkab184.

Theillet, F.-X.* In-Cell Structural Biology by NMR: The Benefits of the Atomic Scale. Chem.
Rev. 2022, 122 (10), 9497-9570. https://doi.org/10.1021/acs.chemrev.1c00937.

Theillet, F.-X.*; Luchinat, E. In-Cell NMR: Why and How? Progress in Nuclear Magnetic Reso-
nance Spectroscopy 2022, 132—-133, 1-112. https://doi.org/10.1016/j.pnmrs.2022.04.002.

Présentations orales en conférence/workshops internationaux : 17 sélectionnées, 10 invitées (*)
1-07/2009  15th European Carbohydrate Symposium, Vienne, Autriche.

"Mimicking bacterial polysaccharide antigens by synthetic oligosaccharides : conformational
studies on Shigella flexneri 2a.”

2-12/2009 GTBio 2009, Paris, France. “Dynamic interactions antibody:polysaccharide.”

“13C NMR for IDPs.”
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3-08/2012  25th International Conference on Magnetic Resonance in Biological System, Lyon,
France.
“Post-translational protein modifications by NMR spectroscopy.”
4-06/2013  IDPbyNMR Workshop, Hersonissos, Grece.
“In-cell dynamics, interactions & structural features of the human amyloidogenic protein a-
synuclein.”
5-07/2013 EUROMAR Conference, Hersonissos, Gréce.
“In-cell dynamics, interactions & structural features of the human amyloidogenic protein a-
synuclein.”
6-09/2014 EMBO/FEBS Conference, Paris, France.
“Studying Post-Translational Modifications using NMR.”
7-07/2015  EBSA European Biophysical Congress, Dresden, Allemagne.
“Disorder and helicity control p53 signaling.”
8-08/2015 ISMAR Magnetic Resonance Conference, Shanghai, République Populaire de Chine.
“Post-translational modifications by NMR.”
9-04/2016 GERM Magnetic Resonance Conference, Lisbon, Portugal.
“NMR for in-cell structural biology and post-translational modifications.”
10- 06/2016* Magn. Resonance for Cellular Structural Biology Workshop, Grosseto, Italie.
“NMR for in-cell structural biology.”
11- 06/2016 Gordon Research Conf., Disordered proteins, Les Diablerets, Suisse.
“Elk1 phosphorylation and feedback.”
12- 08/2016 ICMRBS Magnetic Resonance for Biological Systems, Kyoto, Japon.
“NMR for in-cell structural biology.”
13-03/2017 Advanced Isotopic Labeling Methods for Struct. Biol. Grenoble, France.
“Paramagnetic tags for in-cell NMR and EPR.”
14- 07/2017* IUPAB/EBSA, “New&Notable” plenary presentation, Edinburgh, Ecosse.
“Structural disorder of a-synuclein persists in mammalian cells.”
15-07/2017 European Biophysics ARBRE-MOBIEU meeting, Edinburgh, Ecosse.
“NMR for in situ structural biology.”
16- 08/2017 Gordon Research Conference, PTMs networks, Hong-Kong, République Populaire de
Chine. "NMR spectroscopy for PTMs."
17-09/2017* FGMR meeting, Bayreuth, Allemagne.
“NMR for post-translational modifications and in-cell structural biology.”
18- 10/2017* 8th Asia-Pacific IDP Symposium, Seoul, Corée du Sud.
“NMR for post-translational modifications and in-cell structural biology.”
19- 07/2018* EUROMAR Magnetic Resonance Conference, Nantes, France.
“Disordered proteins closer to physiological conditions.”
20- 08/2018 ICMRBS Magnetic Resonance for Biological Systems, Dublin, Ireland.
“Disordered proteins closer to physiological conditions.”
21-10/2018* 9th Asia-Pacific IDP Symposium, Seoul, Corée du Sud.
“Disordered proteins closer to physiological conditions.”
22-11/2018* In-cell NMR Workshop, Rosario, Argentine.
“NMR for post-translational modifications.” & “How to get atomic details in cells?”
23-03/2019 Advanced Isotopic Labeling Methods for Struct. Biol. Grenoble, France.
“Amino acids alpha-deuteration makes kinases (almost) NMR friendly.”
24- 10/2019* 10th Asia-Pacific IDP Symposium, Seoul, Corée du Sud.
“IDPs are Intrinsically Disordered Phosphoproteins.”
25- 10/2019* 58th Annual Meeting of the NMR Society of Japan, Tokyo, Japon.
“Amino acids alpha-deuteration makes kinases (almost) NMR friendly.”
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26- 03/2022* Advanced Isotopic Labeling Methods for Struct. Biol. Grenoble, France.
“Novel mammalian expression systems and isotope labeling for in-cell NMR studies.”

27-09/2022 Advanced Isotopic Labeling Methods for Struct. Biol. Grenoble, France.
“Novel mammalian expression systems and isotope labeling for in-cell NMR studies.”

Conférences/workshops nationaux :
1- 06/2007 Congrés du groupe thématique de RMN de la SFBBM, Dourdan.
" Comportements structuraux et reconnaissances spécifiques par le systéme immunitaire
d’oligosaccharides fragments de ’Ag-O de Shigella flexneri 2a."
2-05/2008 6e congres des jeunes chercheurs de I'Institut Pasteur, Paris.
" Mimicry of bacterial polysaccharide antigens by synthetic oligosaccharides and peptides :
structural studies on the Shigella flexneri 2a model.”
3-02/2009 Journée Hiver 2008-2009 RMN GbP, Paris.
"Interactions dynamiques entre un mAb et son antigéne naturel polysaccharidique."
4-03/2009 21é congrés du GERM, Fréjus.
“Mimicry of bacterial polysaccharide antigens by oligosaccharides : structural studies on Shi-
gella flexneri 2a.”
5-06/2014  GERM, Biarritz.
“RMN in cellula, quels résultats? »
6-12/2016  SFB GTBio, Obernai.
“Transcription factor Elk1 phosphorylation and feedback.”
7-06/2017 Ecole Magnetisme Resonance Magnetique, Carry-le-Rouet.
“Protein structure and dynamics in cells studied by NMR.”
8-05/2022 Journées scientifiques du GDR Chembio, Toulouse.
“Novel mammalian expression systems and isotope labeling for in-cell NMR studies.”

Séminaires invités : 21

Brevets Internationaux :

- Mulard LA, Phalipon A, Vulliez-Le Normand B, Theillet FX, Bentley G, Saul F, Delepierre M, Felici F.
Immunogenic polypeptides that mimic the surface polysaccharide o-antigen from serotype 2a shi-
gella flexneri, method for obtaining the same, and their use in vaccine and diagnostic compositions
W02009141455 A1. 2009.
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2. Avant-propos — Déemarche

L’exercice de synthése auquel je me soumets ici n’est pas strictement défini par I’'Université
et par I'arrété relatif a I’habilitation a diriger les recherches. Il s’agit d’« un dossier de travaux, ac-
compagnés d'une synthése de l'activité scientifique du candidat permettant de faire apparaitre son
expérience dans I'animation d'une recherche. » |l doit démontrer une démarche originale dans un
domaine scientifique, la maitrise d'une stratégie autonome de recherche scientifique dans un do-
maine suffisamment large, et la capacité a I'encadrement de jeunes chercheurs.

J'ai décidé d’organiser la présentation de cette synthése en suivant I'ordre chronologique de
mes travaux depuis la thése de doctorat, en séparant les périodes correspondant aux positions que
j’'occupais. A chaque étape, j’ai expliqué le contexte et les questions initiales dans lesquels s’inscri-
vaient mes recherches, puis les résultats obtenus et leurs portées, les travaux qui n’ont pas abouti
aussi, et enfin leur intégration dans les années postérieures. Cette organisation laissera apparaitre
naturellement, je 'espeére, le recul sur mes activités, le champ disciplinaire et ses évolutions.

La mise en contexte, initial ou postérieur, s’Taccompagne nécessairement d’explications sur
les choix de directions scientifiques et personnelles. Ces choix peuvent en effet étre rationalisés,
surtout a posteriori, mais ils sont aussi ceux des préférences et des instincts. Les introductions et les
conclusions peuvent ainsi ressembler un peu a de I’égo-histoire, que je n’aime pas trop, mais qui est
inévitable au cours de cet exercice : il faut bien expliquer ces instincts de chercheur qui font son
parcours de recherche pour en faire voir la logique. Et pour faire voir « les capacités a concevoir,
animer et coordonner des activités de recherche et de valorisation. » J’ajouterai : et a rebondir face
a l'inattendu et aux évenements, les activités de recherche ne se déployant que dans un paysage
toujours changeant.

J'évoquerai dans un dernier chapitre comment je compte orienter mes travaux en fonction
de I’état actuel de ce paysage socio-économico-scientifigue du moment.

J'ai profité de I'écriture de ce manuscrit pour mettre a jour ma bibliographie, faire un état
des lieux de mes travaux et un répertoire des constructions peptidiques utilisées (fichier texte dis-
ponible dans le répertoire MyCore). La lecture dans le détail de ces travaux sera peut-étre un peu
fastidieuse, mais c’est aussi dans le détail que se trouve I'expérience acquise. Les sous-chapitres
d’introduction et de conclusion sont sans doute suffisants pour les mettre en perspective.
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3. Travaux de jeune chercheur: 2005-2016

3.1. Travaux de these

Sujet de la these : Comportements conformationnels et antigénicités des Ag-Os de Shigella flex-
neri et de leurs mimes.

Direction : Dr. Muriel Delepierre

Laboratoire : Unité de RMN des Biomolécules, UMR 3528, Institut Pasteur, Paris.

Publications : - Mulard LA et al. (2009) Brevet international W02009141455 Al.

- Theillet FX et al. (2009) J Mol Biol, 388, 839-850.1 (11 citations)
- Theillet FX et al. (2011) Glycobiology, 21, 109-121.2 (35 citations)
- Theillet FX et al. (2011) Glycobiology, 21, 1570-1579.3 (14 citations)

- Theillet FX et al. (2012) In Anticarbohydrate Antibodies, Springer (Vienna), 1-36.4
(11 citations)
- Gauthier C et al. (2014) Org Biomol Chem, 12, 4218-4232.> (24 citations)

3.1.1. Contexte — Des vaccins glycoconjugués contre les shigelloses ?

Dans le cadre de la définition d’antigénes a visées vaccinales, j’ai mené une étude structurale
sur les Antigenes-O (Ag-Os) de Shigella, bactérie responsable de 200 millions par an de cas de dy-
senteries dans le monde.® L’Ag-0 est la partie polysaccharidique, non-toxique du lipopolysaccharide
bactérien, composée d’unités oligosaccharidiques répétées. Sa composition est variable entre les
souches et définit des sérotypes reconnus par le systéme immunitaire a l'issue d’une infection. Les
équipes de I'Institut Pasteur cherchent a établir de nouvelles stratégies vaccinales contre S. flexneri,
ardemment encouragées par I’'OMS (https ://www.who.int/teams/immunization-vaccines-and-bio-
logicals/diseases/shigella). L’utilisation de fragments synthétiques de I’Ag-O liés a une protéine por-
teuse induisant une mémoire immunitaire était envisagée.”8

En collaboration avec des cristallographes (Equipe G. Bentley), des chimistes (Equipe L.A.
Mulard) et des immunologistes (Equipe A. Phalipon) de I'Institut Pasteur, j’ai étudié des fragments
oligosaccharidiques de I’Ag-O, qui peuvent étre de bonnes cibles immunogéniques,”® mais dont on
ignorait les structures tridimensionnelles. Je préfere d’ailleurs parler de comportements conforma-
tionnels plutot que de structures rigides : les polysaccharides présentent plusieurs conformations
favorisées énergétiqguement a chaque liaison glycosidique, dont aucune n’est sélectionnée par un
repliement stable du polymére, comme on peut I'observer pour les protéines. J'ai établi des corres-
pondances entre ces comportements conformationnels et immunogénicités de ces oligosaccharides
et j’ai mis en évidence les ressemblances conformationnelles entre les Ag-Os des différents séro-
types.

Cette description des molécules étudiées a contribué a consolider la pertinence du projet
vaccinal, et, modestement sans doute, aidé a I'obtention de financements importants de I’'Union
Européenne (projet Stopenterics, FP7, https ://cordis.europa.eu/project/id/261472/fr) et de la Fon-
dation Gates pour des tests cliniques. Des tests cliniques de phase | et Il ont été menés depuis et
ont montré la faisabilité d’'un passage a I’échelle industrielle, I'immunogénicité et la s(ireté de vac-
cins glycoconjugués.®?®
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3.1.2. Mime peptidique de ’Ag-O du sérotype 2a de S. flexneri

Des peptides « mimes » de polysaccharides Ag-O bactériens peuvent étre sélectionnés par
criblages contre des anticorps anti-Ag-O en utilisant le phage-display. L'utilisation de tels peptides
mimes avait été envisagée dans les années 2000 pour induire une réaction immunitaire mémoire
contre des bactéries pathogénes.!? Les peptides peuvent en effet induire une réponse engendrant
une mémoire immunitaire, contrairement aux polysaccharides seuls. J’ai mené I'étude conforma-
tionnelle d’un peptide mime par RMN, et de son interaction avec un anticorps monoclonal (mAb)
protecteur par RMN et calorimétrie.

J'ai caractérisé les structures d’un peptide mime nommé « B1 » et de I’Ag-O du sérotype 2a
de S. flexneri, et montré que B1 était un mime structural de ’Ag-O de S. flexneri 2a.! Cependant, les
anticorps obtenus aprés immunisation de souris par le peptide B1 ne reconnaissaient pas I’Ag-O de
S. flexneri 2a. Ainsi, nous avons montré pour la premiére fois que méme lorsqu’un peptide mime de
polysaccharide présente un haut degré de mimétisme structural, son mimétisme immunologique
était difficilement prévisible.

Les stratégies visant a utiliser des mimes peptidiques de polysaccharides a des fins vaccinales
ont disparu de la littérature dans les années 2010, a notre connaissance.

3.1.3. Dynamique structurale de complexes anticorps:oligosaccharide

Nous voulions définir les fragments optimaux pour un vaccin contre S. flexneri 2a utilisant un
oligosaccharide synthétique comme antigene. J’ai mené une étude structurale sur des oligosaccha-
rides synthétiques et leur interaction avec un mAb protecteur par RMN, modélisation informatique
(dynamique moléculaire), fluorescence et ITC.

En intégrant toutes ces données, j'ai décrit la structure et la
flexibilité de complexes anticorps:oligosaccharide.>* Nous avons ainsi
montré pour la premiére fois que les oligosaccharides fragments de
I’Ag-O qui adoptaient a I'état libre la conformation reconnue par le
mAb avaient les meilleures affinités et aussi les meilleures immunogé-
nicités.3 Nous pouvions ainsi choisir rationnellement les fragments
d’Ag-O pour une composition vaccinale.

Figure 1 : Structures d’un fragment de I’Ag-O de S. flexneri 2a en complexe
avec un mAb (rouge : en cristal ; lignes bleues : dynamiques moléculaires).
Theillet FX et al. (2011) Glycobiology, 21, 1570-1579 3

3.1.4. Comportements conformationnels des Ag-Os de 12 sérotypes de S. flexneri

L'espéce S. flexneri présente 14 sérotypes,®!! dont les Ag-Os présentent le méme squelette
saccharidique mais des substitutions différentes (glycosyls ou acétyls). Il faudrait définir une straté-
gie vaccinale protectrice contre un maximum de sérotypes. J’ai mené une étude structurale par
RMN et modélisation informatique sur les Ag-Os de 12 sérotypes.

Nous avons montré que ces substitutions réduisent I'espace conformationnel accessible
pour le squelette des Ag-Os, et ne suscitent pas de nouvelles conformations.? Cela m’avait amené a
émettre une hypothese : la présentation au systeme immunitaire d’une série limitée de sérotypes
combinés pourrait induire une réponse protectrice contre un plus grand nombre de sérotypes.
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Cette hypothése était cohérente avec les reconnaissances croisées, mais trés partielles, de
différents sérotypes de S. flexneri par des sera post-infections.'*2 Des immunogénicités croisées
issues d'immunisations multivalentes ont été observées par la suite, qui montraient des réactivités
envers des sérotypes absents des formules vaccinales testées.'>™1> Les vaccins anti-Shigella devront
nécessairement produire une immunogénicité couvrant un maximum de sérotypes, afin d’éviter
I’échappement de sérotypes non-contrdlés.o-18

3.1.5. La biologie structurale pour les polysaccharides : des capacités prédictives limitées ?

Mes travaux de thése m’ont permis d’explorer nombre de techniques et de concepts propres
aux approches de biologie structurale, en les appliquant a un sous-domaine assez peu populaire, la
biologie structurale des polysaccharides. J'ai eu la satisfaction de trouver des explications physiques
aux observations expérimentales, depuis la biophysique des interactions macromoléculaires
jusqu’aux immunogénicités des oligosaccharides étudiés. Cependant, j'ai également eu le sentiment
gue ces explications pouvaient sans doute se généraliser assez directement : les oligosaccharides
devaient étre suffisamment longs pour avoir un comportement structural et exposer des épitopes
similaires aux Ag-Os dont ils étaient les fragments, et pour étre de bons mimes pour le systeme
immunitaire. Ainsi, de nombreux candidats vaccins glycoconjugués ont été proposés qui montrent
leur efficacité, sans que les stratégies correspondantes ne nécessitent de biologie structurale pour
étre congues.922,

Des modélisations de polysaccharides de S. flexneri ont été reproduites depuis par d’autres
groupes, de nouveaux oligosaccharides et des interactions avec des anticorps aussi, qui vérifient
globalement les résultats obtenus au cours de ma thése.?326 J’avais accompli des travaux tardifs de
modélisation de polysaccharides intégrant des saccharides désoxygénés (un C-OH devient un CH sur
le cycle), qui sont parfois produits chez les étres vivants et peuvent étre synthétisés.?” Mon hypo-
these était qu’ils permettraient de bloquer les liaisons glycosidiques dans des conformations
uniques, ce qui aurait pu étre avantageux pour leur immunogénicité si I’épitope « désoxy » n’était
pas exposé au solvant. Mes modélisations par dynamique moléculaire confirmaient le blocage con-
formationnel dans certains cas. Ce travail et les développements de champ de force correspondant
n’ont pas été publiés : ils requerraient un travail de synthése important pour des vérifications expé-
rimentales, qui n’ont pas été entreprises.

A ma connaissance, les techniques d’études structurales de polysaccharides en solution et
de leurs interactions avec des protéines n’ont pas beaucoup évolué depuis ma thése, utilisant les
données limitées des NOEs ou de STD-NMR, et éventuellement de cristallographie et de dynamique
moléculaire.?®30 Est-ce a cause des limites évoquées en termes de capacités prédictives, ou du
manque d’attractivité du champ scientifique, mesurable aux faibles facteurs d’impacts des publica-
tions sur les carbohydrates ? La caractérisation des carbohydrates était et reste considérée comme
ingrate, offrant peu d’observables sur des objets trop flexibles et sans activité enzymatique ; les
connaissances sur les interactions carbohydrate:lectines/anticorps ont surtout progressé au cours
des 10 derniéres années grace a I'essor des approches « glycan-arrays ».31733 Quelques accomplis-
sements récents sont a mettre au crédit des approches de biologie structurale, notamment concer-
nant la caractérisation des parois cellulaires de microorganismes ou de plantes343¢ (voir aussi les
chapitres correspondant dans ma revue récente Theillet & Luchinat, 20223’) ; celles-ci ont été per-
mises par des marquages isotopiques et les développements en RMN du solide au cours des années
2010. D’autre part, une découverte récente pourrait donner lieu a des études de biologie structurale
tres intéressantes : la présentation de glycopeptides -fragments de composés glycoconjugués vac-
cinaux- par le MHCII a été démontrée avec I'existence associée de cellules T CD4+ reconnaissant
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spécifiquement les carbohydrates.'®38 Ces exemples ne donnent certainement pas une vue exhaus-
tive d’un champ scientifique duquel je me suis détaché en grande partie.

Cependant, I'impact (scientifique et éditorial) des études structurales sur les carbohydrates
en solution ne s’est pas amélioré dans les années 2010 a mon avis, ce qui était mon intuition dis-
suasive au moment de chercher une thématique de post-doctorat. Si les facteurs d’impacts ne don-
nent bien slir pas une vision compléte de I'intérét des travauy, ils sont malgré tout présents dans les
discussions décidant de I'avenir des jeunes chercheurs, de leur recrutement et de leurs finance-
ments. Ce dernier aspect a guidé en partie ma réflexion concernant le choix de post-doctorat. L'op-
portunité qui s’est présentée alors m’a convaincue de me tourner vers les protéines : I'ambition
d’observer ces polyméres directement dans les cellules, proposée par Dr. P. Selenko a Berlin, me
semblait enthousiasmante et suffisamment difficultueuse pour mon godt.

3.2. Post-doctorat

Axes principaux :
- Caractérisation des modifications post-traductionnelles (PTMs) de protéines par RMN.
- Etude structurale de I'a-synucléine in cellulo.
- Etudes des protéines intrinsequement désordonnées (IDPs)

Direction : Dr. Philipp Selenko

Laboratoire : In-cell NMR Group, Leibniz Institut fir Molekulare Pharmakologie (FMP), Berlin.

Publications : - Dose A et al. (2011) ACS Chem Biol, 20, 419-424.% (39 citations)
- Theillet FX et al. (2011) J Biomol NMR, 51, 487-491.%° (38 citations)
- Theillet FX et al. (2012) J Am Chem Soc, 134, 7616-7619.* (43 citations)
- Liokatis S et al. (2012) Nat Struct Mol Biol, 19, 819-823.% (65 citations)
- Binolfi A et al. (2012) Biochem Soc Trans, 40, 950-954.% (104 citations)
- Theillet FX et al. (2012) J Biomol NMR, 54, 217-236.% (121 citations)
- Cordier F et al. (2012) J Am Chem Soc, 134, 20533-20543.%° (44 citations)
- Rose HM et al. (2013) Biochim Biophys Acta, 1834, 1396-1401.% (14 citations)
- Theillet FX et al. (2013) Intrinsically Disordered Prot, e24360.%’ (147 citations)
- Theillet FX et al. (2013) Nat Protoc, 8, 1416-1432.%8 (60 citations)
- Theillet FX et al. (2014) Chem Rev, 114, 6661-6714.%° (291 citations)
- Kosten J et al. (2014) ACS Chem Neurosci, 5, 1203-1208.>° (47 citations)
- Borcherds W, Theillet FX et al. (2014) Nat Chem Biol, 10, 1000-2.5! (115 citations)
- Smith MJ et al. (2015) Curr Opin Struct Biol, 32, 39-47.2 (47 citations)
- Thongwichian R et al. (2015) J Am Chem Soc, 137, 6468-6471.> (13 citations)
- Danielsson et al. (2015) Proc Natl Acad Sci USA, 112, 12402-7.>* (146 citations)
- Binolfi A et al. (2016) Nat Commun, 7, 10251.> (69 citations)
- Theillet FX et al. (2016) Nature, 530, 45-50.°¢ (526 citations)
- Mintener T ... Theillet FX (2016) J Phys Chem Lett, 7, 2821-2825.>’ (73 citations)
- Mylona A et al. (2016) Science, 354, 233-237.%8 (72 citations)
- Verzini S et al. (2020) J Mol Biol, 432, 166689.° (4 citations)

3.2.1. Contexte - Les IDPs et 2 interrogations : leurs PTMs multiples et leur structure en cellule.

J'ai rejoint le groupe du Dr. Philipp Selenko alors qu’il finissait son installation au sein du
FMP de Berlin en 2010. Ses objectifs étaient centrés sur le développement de méthodes pour ob-
server des protéines in cellula par RMN. J'ai apporté mes connaissances pour I'amélioration de la
sensibilité des expériences, j'ai formé a la RMN les étudiants en these et les post-doctorants du
laboratoire. J'ai assuré le soutien de la plate-forme européenne INSTRUCT pour la RMN in-cell a
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Berlin. Dans ce cadre, j’ai aidé a réaliser et analyser les expériences de nombreux chercheurs : j'ai
travaillé en collaboration avec ~25 groupes de recherche de 14 pays. Mes travaux ont permis de
publier 21 articles.

Une publication en 2008 de P. Selenko avait rapporté la faisabilité de I'observation de phos-
phorylation sur un peptide désordonné injecté dans des ovocytes de grenouilles.®° Ceci lui avait
permis d’obtenir plusieurs financements pour étudier par RMN in-cell les activités kinases en cel-
lules sur des peptides reporters, et pour étudier la structure et I'agrégation de I'a.-synucléine en lien
avec la maladie de Parkinson. Les peptides désordonnés étaient donc au centre de I'activité du la-
boratoire, ce qui, rétrospectivement, a permis a nos activités d’étre productives : ces peptides peu-
vent produire des signaux RMN d’intensités bien plus importantes que les protéines repliées, un
facteur déterminant pour la RMN in-cell.

Je me suis donc intéressé a la caractérisation par RMN des protéines dites intrinsequement
désordonnées, i.e. protéines qui, isolées, ne présentent pas de structure tridimensionnelle stable.®!
Grace a leur grande surface exposée au solvant, elles sont trés utilisées par le vivant pour la signali-
sation cellulaire a travers leurs modifications post-traductionnelles et leurs interactions avec des
partenaires -leurs tendances conformationnelles sont donc importantes a étudier.575°

Ces protéines ou régions de protéines désordonnées (IDPs/IDRs) étaient progressivement
acceptée par la communauté scientifique au cours des années 2000,%¢77% [a RMN en solution est
I'outil essentiel de leur caractérisation et le champ scientifique de leur étude était en expansion au
début des années 2010 : elles représentent notamment environ un tiers des protéomes mammi-
féres.®! Ces aspects me semblaient trés prometteurs et motivants. Plus qu’a leur description struc-
turale précise, je me suis attaché a la caractérisation de leurs modifications post-traductionnelles
(PTMs) et a leur étude structurale en cellules, en utilisant la RMN en solution comme outil principal.

3.2.2. Caractérisation des PTMs de protéines par RMN

3.2.2.a. Caractéristiques spectroscopiques des PTMSs

La caractérisation de PTMs se fait habituellement par Western-blot ou par spectrométrie de
masse. Ces méthodes ont une grande sensibilité, mais détectent difficilement les PTMs inattendues
ou voisines et multiples.*®’! La caractérisation par RMN de PTMs est complémentaire avec ces mé-
thodes, en permettant de définir des schémas complexes faisant intervenir de nombreuses modifi-
cations sur des sites non-définis a I'avance (Fig. 2). J’ai développé les outils RMN pour les caractéri-
sations de phosphorylations, acylations, méthylations et oxydations de méthionines, pour lesquelles
j’ai produit les échantillons (expression/purification de protéines, extraits actifs de cellule mammi-
féres),3941,42,/44,45,48,55,55,56.58 A\ cours des années 2010, d’autres groupes ont approfondi et étendu
ces caractérisations de PTMs par RMN, e.g. glycosylations, sulfonations, oxidations, déamida-
tions...”2™79
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A Cas 1 Spectrométrie de masse (SM) B Cas 1 RMN
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Figure 2 : A. Caractérisation des sites de PTMs par spectrométrie de masse. B. Caractérisation des sites de
PTMs par RMN dans les mémes situations. C. Superposition de spectres de I’histone H3 non-modifiée (noir) et
modifiée dans un extrait de cellules HelLa (rouge). D. Caractérisation des cinétiques de plusieurs PTMs en une
seule expérience.*424448

3.2.2.b. Applications a des reporters d’activité enzymatique - Limites de I'approche

On peut suivre par RMN sans purification du substrat les cinétiques de PTM sur un substrat
marqué par les isotopes °N ou 13C dans un milieu complexe dans lequel les molécules (contenant
majoritairement les isotopes *N ou ?C) ne participent pas au signal RMN détecté. On peut ainsi
guantifier I'activité d’'une enzyme de PTM dans des cellules ou des extraits cellulaires en introdui-
sant un peptide « reporter » marqué isotopiquement et présentant un site de PTM spécifique pour
cette enzyme. J’avais mis au point des protocoles de préparation d’échantillon, d’acquisition et
d’analyse de cinétiques par RMN en extrait cellulaire publiés en 2013,%8 qui ont été mis a profit pour
cette stratégie.

Deux étudiants en thése du laboratoire de P. Selenko ont défini et synthétisé une quinzaine
de reporters d’activités de kinases. Je les ai initiés a la spectroscopie RMN des protéines et les ai
aidés dans leurs activités quotidiennes. Ces travaux ont donné lieu a la publication de deux articles
en 2014-15.46>3

Cette stratégie a été peu citée et reprise par la suite. Elle s’inspirait directement des travaux
de S.P. Gygi (Harvard Medical School, ou P. Selenko avait effectué son post-doctorat) qui utilisait la
spectrométrie de masse et des peptides reporters pour quantifier les activités kinases d’extraits
cellulaires, éventuellement issu de biopsies.8>%2 La spectrométrie de masse (MS) offrait dés 2009
une sensibilité >1000 fois supérieure a la RMN pour la détection de ces peptides reporters, évitant
ainsi de nombreux problémes : i) de faibles concentrations de peptides peuvent étre utilisées en
MS, inférieures aux Km rencontrés, tandis que la RMN nécessitait des concentrations > 50 uM ; ii)
I'activité de quelques dizaines de cellules pouvait étre mesurée avec la MS, tandis que la RMN utili-
sait des millions de cellules ; ii) I'évaluation des vitesses de phosphorylation était effectuée a des
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temps d’incubation faibles avec la MS, évitant I'altération progressive de I'activité de I'extrait ob-
servée apres ~1 heure.

Malgré ces aspects plus favorables, cette stratégie de quantification par MS ne s’est pas im-
posée comme outil courant de recherche ou de diagnostic ; seule une poignée de publications ont
utilisé des peptides reporters de phosphorylation pour I’évaluation d’activité de kinases par MS au
cours des 10 derniéres années, a notre connaissance. Plusieurs raisons peuvent étre évoquées, men-
tionnées dés 20098983 : i) un peptide reporter n’est jamais purement spécifique d’une seule kinase
(S.P. Gygi avait proposé de quantifier la phosphorylation de plusieurs peptides cibles d’'une méme
voie de signalisation de kinase et aux spécificités relatives connues, permettant une déconvolution
et I’évaluation de I’activité de certaines voies de signalisations kinases dans I’échantillon) ; ii) lors de
leur production, les extraits cellulaires souffrent de I'agrégation de nombreux composants cellu-
laires, de dilution, de réactions non-natives entre enzymes qui ne se rencontreraient pas dans la
cellule, etc... ces événements produisant des activités kinases non-représentatives ; iii) les méthodes
de protéomiques et phosphoprotéomiques quantitatives sont extrémement efficaces, qui permet-
tent une évaluation plus directe des activités effectives de kinases en cellules sur des milliers de
cibles peptidiques endogénes 2% ; iv) |a caractérisation du « kinome » par isolation des kinases et
leur quantification par MS depuis des lysats de cellules est elle aussi trés efficace 828 ; v) des pep-
tides reporters de phosphorylation ont été intégrés a des constructions a fluorescence activable,
congus pour observer les activations de kinases en cellules en temps-réel.8%°°

Ces (longues) considérations permettent de dessiner les contours du paysage scientifique
actuel dans ce domaine, et d’orienter les efforts de développements vers des applications utiles de
la caractérisation des PTMs par RMN.

3.2.2.c. Applications a des protéines portant de nombreux sites de PTMs

A notre avis, la caractérisation des PTMs par RMN prend tout son intérét lorsqu’un substrat
présente de nombreux sites de modifications voisins. Cette situation est trés souvent rencontrée,
car elle permet aux organismes de réguler de maniere plus robuste la transmission d’un signal au
sein d’une cellule : chez I'humain par exemple, la moitié des sites de phosphorylation sont distants
de 4 acides aminés ou moins d’un autre site de phosphorylation.®%%2

J’ai mené des études biochimiques de PTMs par RMN, en produisant les échantillons (pro-
duction recombinante dans E. coli, extraits actifs de cellules mammiferes) et développé les outils
RMN. Nous avons notamment publié dans Nature Protocols des protocoles pour ces applications.*®
J'ai depuis publié des méthodes et protocoles complémentaires qui ont approfondi cette expertise
(cf. Chapitre 3).

J'ai établi des mécanismes de modification que d’autres méthodes n’auraient pas pu mettre
en évidence sur des histones ou des facteurs de transcription comme p53 ou Elk1, qui ont appuyé
des travaux de biologie cellulaire menés en paralléle par nos collaborateurs.*?4>°05158 | ’étude sur
Elk1 montre combien la caractérisation par RMN peut aider a la compréhension mécanistique d’une
voie de signalisation : nos collaborateurs cherchaient depuis 15 ans a qualifier les fonctions positives
ou négatives de 8 sites phosphorylés par la kinase Erk ; la détermination des vitesses de phosphory-
lation respectives de ces 8 sites par RMN nous a amenés a I’hypothese que les sites de Elk1 phos-
phorylés rapidement ou lentement pourraient avoir des fonctions différentes ; la mutation de ces
sites (classé en 3 groupes) en cellule a permis de montrer en effet que les sites phosphorylés rapi-
dement permettaient le recrutement du complexe Mediator (et donc I'activation de I'expression
des génes cibles), tandis que les sites phosphorylés plus lentement avaient la fonction inverse. Nous
avons ainsi mis en évidence un systéme de rétrocontréle nouveau, qui limite les conséquences de
I'activation de Erk par elle-méme sans action de phosphatase : un stimulus de croissance ou de
stress prolongé ou trop intense stoppe par lui-méme I'activation de I’expression des génes cibles de
Elk1. L'apport d’information spécifique résidu par résidu de la RMN a été décisif dans ce cas.
Université Paris-Saclay 21

Espace Technologique / Immeuble Discovery
Route de 'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France



A Erk phosphosites

aa5 aa86  aa309 ® O 90 09 99 aa429
Elk1 | DNA-binding domain (DBD) | | Transactivation domain (TAD): |
B Phosphorylation as seen by NMR D -ERK2 +ERK2
[ c s=ss | Med23
4y EIk1-TAD J EIKL-TAD +Erk g — a2
(ppm) 1337, 7.354 73; =z } Med16
sl 5390\ l\;::: 3| [Fee] GsT-Elk1
sa2d® .\T418| —] Med23
prozy siego P 0 Mutations design H | S S
BeiTa Stable cell lines * | E== ot
ot 598 §88
pT364 L.JH _______ Elk1-mut. s\v"v“\ s‘v" v“\
900 90 (ppm) | Phosphosites |
c | @Fast | E
NMR-measured Phosphorylation (%) | @ Intermediate | qRT-PCR (Egr1/GAPDH)
100+ 7 1688588488 | @Slow | 3
_ | @ Ala-mutated |
1/ FE° oof | el 0090 g —— — — — — 2
501 /¢ e Phosphosites 1
Y. @ Fast: S384-T369
2 @ Intermediate: T364-T354-5390 0
o @ Slow: T418-5423-T337
0 j 200 " Time (min) S‘v"@v“ N
Mitogenic/stress Mediator
stimuli Mediator

Elk-1DBD

Target genes Transcription arrest

expression
Figure 3 : A. Structure primaire du facteur de transcription Elk1 ; B. Spectres 'H-">*N HSQC du TAD de Elk1
avant et apres phosphorylation par Erk in vitro ; C. Cinétiques de phosphorylation site par site établie a partir
des acquisitions de spectres RMN successif pendant la réaction de phosphorylation ; D. Pull-down révélés par
Western-blots des constituants du complexe Mediator en présence de divers mutants de Elk1 ; E. gqRT-PCR de
Egrl apres activation de Erk en cellules mammiféres exprimant les divers mutants de Elk1; F. Schéma du
mécanisme d’activation et désactivation de I’expression des génes de Elk1 en fonction de la phosphorylation
de Elk1 (SRF : Serum Response Factor).>®

3.2.3. Biologie structurale in cell

3.2.3.a. La RMN in-cell en 2010 - Contexte, et questions

Il avait été montré qu’il était possible observer par RMN une protéine en cellule et d’obtenir
de I'information résidu-spécifique au cours des années 2000. Cette approche reposait sur le principe
de I'utilisation d’un filtre isotopique de RMN (Figure 4) : les cellules étaient cultivées dans un milieu
contenant les isotopes en abondance naturelle (i.e. 98.9% de *C et 1.1% de 3C, 99.6% de N et
0.4% de °N), et la protéine d’intérét était produite dans un milieu enrichi en 13C ou en °N; les
séquences RMN utilisées permettaient de n’observer que les espéces marquées isotopiquement en
13C ou °N. L'observation en cellules par RMN du *°F avait également été utilisée pour des protéines
contenant des acides aminés non-naturels intégrant un *°F a la fin des années 1990, mais cette ap-

proche ne sera réutilisée que dans les années 2010 avec I'apparition de cryosondes intégrant un
canal 19F 9394
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Les stratégies de production d’échantillon étaient les suivantes (Figure 5). Plusieurs groupes
avaient utilisé des bactéries surexprimant une protéine d’intérét, ou injecté une protéine purifiée
trés concentrée dans des ovocytes de grenouilles.?%°>°5-103 En 2009, un groupe japonais avait résolu
la structure d’une petite protéine en bactéries vivantes par RMN ; un autre groupe avait réussi a
transloquer des protéines modeles et a les observer en cellules mammiferes. Toutes ces études
s’appliquaient a de petites protéines repliées ou des peptides désordonnés. Un obstacle important
s’était révélé : la relaxation des signaux RMN des protéines in-cell était fortement accélérée, en
comparaison de ce qui était connu in vitro, notamment en bactérie ol de nombreuses protéines
étaient simplement inobservables. De premiéres explications émergeaient, qui laissaient a penser
gue la viscosité intracellulaire n’était pas la principale responsable de ces relaxations accrues, mais
gue les interactions non-spécifiques (e.g. I'ubiquitine exprimée en bactérie ou elle n’a pas de parte-
naire).1% Ces questions ont été étudiées dans les années 2010 et sont bien mieux comprises au-
jourd’hui.0>

S’il semblait que les premiéres protéines modeles observées en cellule avait la méme struc-
ture que in vitro, de nombreuses recherches semblaient alors accessibles. La caractérisation struc-
turale des protéines in cell permettrait notamment de mieux appréhender le degré de validité des
études de biologie structurale menées in vitro. Ceci était particulierement vrai pour les IDPs dont la
flexibilité conformationnelle est telle que le milieu intracellulaire pourrait influencer fortement leur
comportement structural.3749,106
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Figure 5 : Méthodes de production d’échantillons pour la RMN in-cell. A. Accumulation de protéine marquée

dans E. coli/cellules d’insecte/cellules mammiferes par surexpression en milieu contenant des précurseurs
d’acides aminés marqués 3C et ou °N. B. Translocation de la protéine/I’oligonucléotide d’intérét marqué 3C
et/ou ©°N préalablement purifiée ; ceci peut s’effectuer par microinjection de protéine marquée dans des ovo-
cytes de Xenopus laevis, ou dans le cas des cellules mammiferes, par I'utilisation de peptides pénétrant (CPPs),
de toxines formant des pores dans les membranes (PFTs, ici la Streptolysin O, SLO) ou par électroporation.
Adapté de Theillet, Chem Rev 2022.1%

Au cours de mes travaux de post-doctorat dans le domaine de la RMN in-cell, les informa-
tions les plus intéressantes pour les biologistes ont été obtenues au sujet de I'a-synucléine. C’est en
effet une IDP de 140 acides aminés dont les agrégats amyloides sont retrouvés chez les patients
atteints par la maladie de Parkinson.!%’ Diverses questions se posent relatives a sa trés grande flexi-
bilité : 'a-synucléine se comporte-t-elle de manieres différentes structuralement in vitro et in vivo ?
Et dans différent types cellulaires (neurones, cellules épithéliales..) ? La prédisposent-ils a I'agréga-
tion ? Une publication de 2011 du laboratoire de D. Selkoe affirmait que I'a-synucléine extraite de
diverses lignées cellulaires humaines était en réalité un tétrameére hélical en cellule, et émettait
I’lhypothése que sa monomérisation était une étape préliminaire a son agrégation.!% |Is avaient en-
suite montré en 2013 la nécessité d’effectuer un cross-linking en cellules pour extraire une forme
tétramérique hélicale d’a-synucléine, qui se trouvaient déstabilisée par la lyse cellulaire (un peu en
contradiction avec la publication précédente).'%® Deux autres groupes avait affirmé purifier en 2011-
2012 des formes d’a-synucléine recombinante montrant une forte hélicité apres purification en
présence d’octyl-B-D-glucopyranoside (BOG), un détergent non-ionique.!'® Ces observations fai-
saient fortement écho a I'affinité de I'a-synucléine pour les membranes lipidiques, avec lesquelles
elle interagit en adoptant une conformation hélicale.}'%!12 Cette étude trés controversée, dont les
résultats ont été remis en question par plusieurs groupes,t13114 était rejetée par une majorité de la
communauté travaillant sur le sujet. Ses auteurs ont néanmoins maintenu leur hypothese, avec
beaucoup de vigueur, comme nous le discuterons plus bas. C’'est dans ce contexte que nous avons
travaillé a I'étude du comportement structurale de I'a-synucléine en cellules, et que j'ai développé
des méthodes pour I'observation par RMN des protéines dans les cellules.

3.2.3.b. RMN in cell dans Escherichia coli
Deux équipes avaient affirmé que I'a-synucléine était tétramérique et repliée dans des con-
ditions cellulaires,%®1> et que seules les conditions de purification sont responsables de I'état
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monomérique non-replié. L'un de ces articles (Wang et al., PNAS 2011) rapportait I'existence de I'a-
synucléine tétramérique lorsqu’elle était surexprimée dans E. coli -la construction peptidique était
GST-aSyn.!° Ces conclusions s’appuyaient sur des spectres RMN de I'a-synucléine purifiée dans des
conditions dites douces et non-dénaturantes, en présence du détergent BOG. Ces spectres étaient
en tout point similaires a ceux obtenus par toute la communauté, i.e. des spectres de protéines
désordonnées.

J'ai établi les protocoles pour la spectroscopie RMN in cell de protéines surexprimées dans
E. coli, que nous avons utilisés pour étudier I'ai-synucléine sans étape de purification. Nous avons
montré que les spectres RMN du monomere désordonné habituel obtenu aprés purification -y com-
pris avec BOG- étaient exactement superposables a ceux de la protéine in cell (Fig. 5).*3 Des résultats

o similaires ont été obtenues par une autre équipe (C. Waudby, J Christodou-
N (ppm) ?métabolites lou). Nous avons ainsi montré I'absence de preuves expérimentales pour
* e

les affirmations publiées par Wang et al. Notre étude en bactérie ne réfutait
en rien les arguments de Bartels et al. concernant I'état tétramérique héli-

120} cal de I'a-synucléine extraite de cellules humaines.1%®

Figure 5 : Spectres RMN de I’a-synucléine purifiée dans des conditions dénatu-
rantes (noir) in cellulo (rouge). Les signaux RMN dans E. coli sont plus larges en

eo"  invitro raison de la trés grande viscosité intracellulaire. (Binolfi A et al. (2012) Biochem
“, inE. coli Soc Trans, 40, 950-954)*3
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T
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3.2.3.c. ’a~synucléine observé par RMN in cell dans des cellules mammiféres

J'ai produit des échantillons de protéines in cell en utilisant I’électroporation pour la translo-
cation de >N-a-synucléine recombinante purifiée dans 5 lignées cellulaires mammiféres. Les cel-
lules analysées contenaient entre 5 et 100 uM d’a-synucléine transloquée. J'ai caractérisé ces
échantillons par RMN en mesurant notamment des parametres de relaxation (T1, T2, HN-nOes). J'ai
également développé le marquage de protéines par des étiquettes paramagnétiques stables dans
la cellule pour la mesure de distances intramoléculaires par RMN et par RPE. Cette étude a requis la
production et purification de plusieurs grammes d’a-synucléine, et de dizaines de milliards de cel-
lules mammiferes.

J’ai ainsi montré que I'a-synucléine observable par RMN et RPE in cell : i) est observée a
I’état de monomere, ii) a le méme rayon de gyration que in vitro; iii) a les mémes conformations
locales que in vitro, iv) interagit avec des entités cellulaires non-identifiées sur 2 régions bien défi-
nies.>® Il s’agissait de la premiére vraie preuve expérimentale de la possibilité pour une protéine de
se comporter en IDP en cellule mammifére, un résultat fondamental pour la communauté.

Ces observations étaient faites sur des cellules réattachées sur des boites de culture, ayant
intégré I'a-synucléine 5-6 heures avant leur transfert dans un tube RMN. Les expériences RMN
étaient réalisées sur le culot cellulaire obtenu (~150 millions de cellules) sans apport de milieu frais,
a 283 K et pendant ~18 heures. Les cellules étaient donc dans un état de latence, leur ATP étant
épuisé ~2 heures apres leur transfert dans le tube RMN. L'intégrité des cellules et I'absence de re-
largage d’a-synucléine était vérifié systématiquement. Ces conditions expérimentales limitent con-
sidérablement le champ d’interprétation de nos résultats. Ceux-ci montraient la stabilité de I'a-sy-
nucléine en tant que protéine monomérique désordonnée, dont le comportement structural était
tres similaire a celle observée avec la protéine purifiée in vitro. Ceci ne contredisait pas la possibilité
de trouver d’autres formes dans des cellules plus « physiologiques », ou simplement que des éve-
nements co-traductionnels puissent diriger I'ai-synucléine vers d’autres conformations. Cependant,
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si un monomere cytosolique venait a exister, il pouvait étre stable et adopter le comportement
conformationnel décrit. Les interprétations fonctionnelles devaient étre évitées.

Ces résultats ont été reproduits et confirmés 3 ans plus tard par une équipe suisse,**® qui
ajouta a la description une observation intéressante : I'a-synucléine introduite dans les cellules HEK
adheére aux membranes lipidiques de maniére prépondérante apres inhibition/silencing des chape-
rons Hsp90/Hsc70. Ici aussi, les observations RMN avaient été réalisées a basse température (279
K). Nous pouvons aussi mentionner la démonstration de I'absence de température de dénaturation
en extraits cellulaires observée par spectrométrie de masse/protéomique.!’
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Figure 6 : A. Spectres 2D *H-**N LHSQC d’a-synucléine en cellules mammiféres (lignée cellulaire A2780, les
spectres obtenus dans les lignées Hela, ou les lignées neuronales B65, SK-N-SH et RCSN-3 étaient extréme-
ment similaires).”® La protéine avait été exprimée de maniére recombinante en E. coli, purifiée, et transloquée
dans les cellules mammiferes par électroporation. La protéine était acétylée en N-terminal pendant la pro-
duction recombinante, par co-expression avec l'acétyltransférase NatB, mais la forme recombinante non-
Nter-acétylée transloquée en cellule mammifére était 100% acétylée apres 5 heures d’incubation dans les
cellules mammiféres (cette modification était pensé comme co-translationnelle auparavant, nous avons cons-
tatée qu’elle pouvait étre aussi pos-translationnelle). La N-ter-acétylation génére un changement d’environ-
nement chimique important révélé par des déplacements chimiques caractéristiques sur les 10 premiers
acides aminés. Le spectre RMN in-cell de I’a-synucléine sauvage montre des intensités atténuées pour les
acides aminés du N-terminal par rapport au spectre in vitro, tandis que le spectre de la forme mutante F4A-
Y39A n’est pas affecté en N-terminal ; les diminutions d’intensité en C-terminal sont par contre observées
dans les deux cas. B. Représentation schématique du comportement conformationnel de I'a-synucléine en
cellules mammifeéres, tel qu’observé par RMN et RPE in-cell a 283 K. La protéine est désordonnée, et les régions
N- et C-terminales protégent la région centrale amyloidogénique de toutes interactions avec les macromolé-
cules cellulaires ; I'a-synucléine interagit région de maniere transitoire avec des molécules cellulaires, interac-
tions centrées sur les résidus Phe4 et Tyr39, et la région C-terminal tres acide. Burmann et al. ont montré que
les chaperones cellulaires Hsp90 et Hsc70 étaient les principales contributrices des interactions avec Phe4 et
Tyr39.116
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3.2.3.d. Tétramere, monomeére ? Une controverse vivace autour de I’ a-synucléine

Nos résultats ont eu un impact sur la communauté, qui les a notamment intégrés dans la
controverse autour de la forme native que I'a-synucléine adopterait en cellule. Comme je I’ai expli-
gué précédemment, nos résultats ne devraient pas étre surinterprétés, et ne prouvaient que la pos-
sibilité pour I'a-synucléine d’adopter une forme monomérique désordonnée en cellule. D. Selkoe et
ses co-auteurs ont combattu nos conclusions, convaincus de leur hypothése des « tétrameéres » sta-
bilisables par cross-linking et de I’"hypothése d’'un monomere comme étape vers la fibrillation. La
surface académique, financiere et d’influence de ce laboratoire a permis et suscité des études cher-
chant a explorer cette hypothése.

En 2015, U. Dettmer, post-doctorant chez D. Selkoe, a extrait des « tétrameéres » de cerveaux
humains,®11% et a congu un triple-mutant Glu->Lys qui les défavorise par rapport au monomere et
provoque plus d’inclusions toxiques en cellule, éveénements également observés avec les mutants
de maladie de Parkinson familiale.}'%120 De maniére inquiétante, 'extraction de « tétraméres »
montrait des résultats extrémement variables ; certains échantillons ne générant aucun tétramere
ont été laissés a température ambiante 4 jours et généraient finalement des conformations héli-
cales, synonymes de tétraméres pour ces auteurs dans leurs publications.!*® ’association de I'o-
synucléine a des membranes en conformation hélicale, stabilisée par cross-linking, avait également
été observée en la laissant incuber en présence de cellules neuronales par une équipe italienne, qui
n’en concluait qu’une interaction a-synucléine:membrane lipidique banale, connue depuis le début
des années 2000.?! Des publications d’autres groupes ont également isolés aprés cross-linking des
oligomeres hélicaux d’a-synucléine en présence de membranes lipidiques ou d’extraits de cer-
veaux,'?? ou en simple présence d’acide arachidonique.*?3 Cependant, ces « tétraméres » sont ap-
paremment perdus dans les cellules déficientes en glucocérébrosidase 1 (clivant le glucosylcéramide
en glucose et céramide).'?* D. Selkoe et ses coauteurs ont ensuite montré que la triple mutation
Glu->Lys provoquait une affinité accrue pour toutes les membranes lipidiques et I'accumulation
toxique d’inclusions d’a-synucléine intégrant des vésicules lipidiques.'?>71?” Ce mutant induit un
phénotype trés proche de la maladie de Parkinson en modéle animal,'?® affecte la forme et la fonc-
tionnalité des vésicules synaptiques, et diminue la capacité de I'a-synucléine a interagir avec ses
partenaires dans les synaptosomes.'?° D. Selkoe et ses coauteurs insistent dans ces publications sur
la disparition de « tétrameéres » plutot que sur la perte fonctionnelle du mutant d’a-synucléine et
I'accumulation de vésicules lipidiques, qui rappellent pourtant les images de microscopie électro-
nique de corps de Lewy (les agrégats associés a la maladie de Parkinson).'3°

Pourtant, a partir de 2018, il a été montré que I'inhibition de la stéaryl-coA désaturase (SCD),
une enzyme importante pour la formation de lipides monoinsaturés favorisant I'interaction avec
I’a-synucléine, atténuait la toxicité de I'a-synucléine.!3! Ces résultats ont été confirmés par D. Sel-
koe et ses coauteurs sur leurs modeles de triples mutants en cellules et chez I'animal.*32713 |Is ont
de plus montré que la surexpression d’a-synucléine ou I'expression du mutant familial E46K aug-
mentent le contenu en acides gras monoinsaturés et la formation de gouttelettes lipidiques, qui
eux-mémes augmentent la toxicité de I'a-synucléine.!® La diminution de ces acides mono-insaturés
s’accompagne aussi de I'augmentation du contenu en « tétrameéres » d’a-synucléine. De maniére
intéressante, certains mutants qui diminuent I’affinité pour les membranes lipidiques sont égale-
ment toxiques et augmentent I'agrégation de I'a-synucléine chez I'animal, sans doute en liaison
avec la perte fonctionnelle au niveau des synapses.'*® Il est ainsi difficile de séparer les différentes
conséquences des mutations utilisées, entre perte fonctionnelle a la synapse, ou formation d’inclu-
sions de protéines associées a des gouttelettes lipidiques, et adoption possible de « tétrameéres ».
La perte de ces derniers est toujours présentée comme |’explication systématique de la toxicité par
D. Selkoe.
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L'intense communication en congrés et sur les forums de D. Selkoe et ses coauteurs a ce
sujet n’a donc pas cessé depuis 2011. Il est difficile pour moi, et pour une grande partie de la com-
munauté, de discerner les éléments totalement convaincants de I'existence et de la pertinence de
ces « tétrameres » dans les publications présentées ici. Des corrélations y sont souvent interprétées
comme des causalités, des résultats de collégues réinterprétés comme des arguments en faveur de
tétrameres. Il est clair que D. Selkoe et ses coauteurs sont influencés par le succes de la stabilisation
par le tafamidis du tétrameére la transthyrétine (PDB : 3TCT), dont la monomérisation puis |'agréga-
tion sont responsables des dépots amyloides des amyloses a transthyrétine.'37:138 §’jl existe, un té-
trameére natif et sain d’a-synucléine serait une cible thérapeutique tres attirante. Il est en tout cas
dommage que ses défenseurs n'aient jamais fourni les chromatogrammes de leur purification a plu-
sieurs longueurs d’onde et n’aient jamais couplé leurs chromatographies d’exclusion a une analyse
MALS, ou DLS.

Comme nous I'avons vu, les publications récentes liées a I'implication de I'ai-synucléine dans
la maladie de Parkinson s’orientent vers une autre cible, la régulation du métabolisme et du trafic
lipidique, ce qui diminuera peut-étre la tension autour de la controverse tétrameére:monomeére. De
plus, une importante publication a montré en 2022 que I'ai-synucléine module la stabilité des ARNm
en interagissant avec des protéines de P-bodies, interactions médiées par sa région N-terminale en
compétition avec les interactions avec des membranes lipidiques.'*® Ceci permettrait de bien com-
pléter le schéma explicatif des conséquences nocives d’accumulation d’a-synucléine cytoplasmique
ou du recrutement accru d’a-synucléine par des vésicules lipidiques.

Les controverses autour de I'a-synucléine ne vont pas s’éteindre pour autant a mon avis.
Des publications récentes ont montré la possibilité d’observer de la séparation de phase avec cette
protéine, dans des conditions peu physiologiques (hautes concentrations de protéine partiellement
protéolysée, faibles concentrations de sels, test in vitro avec du PEG changeant radicalement les
propriétés physiques du solvant, trés hautes concentrations et stress cellulaire pour les tests en
cellule...), mais qui ne manquent déja pas de trouver ses adeptes et ses adversaires.'*° (La coacer-
vation d’a-synucléine avec Tau est également explorée).141,142

3.2.3.e. Une nouvelle méthode pour la structure in-cell de protéines repliées

Au cours de mes investigations sur I'a-synucléine en cellule, jai utilisé des chélateurs non-
réductibles de lanthanide attachée a la protéine pour évaluer les distances intra- et inter-molécu-
laires in-cell via le mécanisme de Paramagnetic Relaxation Enhancement (PRE). Ce genre d’étiquette
est aussi utilisé pour la résolution de structure de protéines in vitro, en utilisant soir les PRE, soit les
PseudoContactShifts (PCSs) qui offrent une qualité et une précision d’information structurale plus
grande (distance + orientation des noyaux observés par rapport au centre paramagnétique lantha-
nide).}43144 J’avais a I'esprit d’appliquer cette approche en cellule pour obtenir des informations
structurales et éventuellement résoudre une structure de protéine in-cell. Les études rapportant de
telles résolutions de structure utilisaient jusqu’alors les techniques plus habituelles d’attribution de
résonances et de mesures de NOEs obtenus avec des spectres tridimensionnels. Cette approche
nécessitait des concentrations intracellulaires de 1 mM ou plus #>4¢ (de récentes améliorations ont
fait descendre ces concentrations a ~150 uM).1#7148 Je pensais que les PCSs permettraient de réali-
ser cette tache a des concentraionts plus faibles en n’utilisant que des spectres bidimensionnels.

Les étiquettes paramagnétiques utilisées pour les PREs et I'ai-synucléine n’étaient pas assez
précises et trop flexibles pour réaliser des études utilisant les PseudoContactShifts (PCSs). J’'ai con-
tacté Pr. Daniel Halssinger (Univ. Basel), qui a congu des ligands de lanthanides tres rigides et per-
mettant des mesures de PCSs tres intenses. Ses étiquettes sont de loin les plus performantes a mon
avis. Nous avons congu une étiquette résistante aux conditions réductrices cellulaires, que nous
avons attaché a trois mutants cystéine de la petite protéine modele GB1. De maniére satisfaisante,
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j’ai pu mesurer les PCSs désirés apres avoir injecté ces protéines dans des ovocytes de Xenopus
laevis (Figure 7). Les spectres pouvaient étre enregistrés a des concentrations intracellulaires de 50
1M en une heure a 600 MHz. De maniere tres intéressante, ces étiquettes ont méme permis un
alignement partiel de nos protéines dans le champ magnétique, permettant ainsi la mesure de cou-
plages scalaires résiduels (RDCs) qui eux aussi donnent de I'information structurale (i.e. les orienta-
tions respectives des vecteurs NH amides). Les déplacements chimiques étaient extrémement simi-
laires in-cell et in vitro ; les structures calculées étaient donc logiquement extrémement similaires.>’

Un groupe chinois et un groupe japonais ont proposé des approches trés similaires a
quelques semaines d’intervalle.}49150 Ce genre de phénomeéne révele souvent la qualité d’une idée.
Malgré de nombreuses citations, cette idée n’a pas été remise en ceuvre. La faible disponibilité des
étiquettes est peut-étre responsable. Mais il faut aussi noter que toutes les structures in-cell pu-
bliées montrent des structures identiques a celles obtenues in vitro ; ceci est logique puisque ces
études cherchaient a montrer la faisabilité de leur approche sur des petites protéines modeéles tres
stables, et elles ont parfaitement réussi a cet égard. Ces approches trouveraient donc sans doute
un intérét plus grand pour la communauté si des différences ou des ressemblances étaient obser-
vées en cellule pour des protéines adoptant plusieurs conformations.
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Figure 7 : Principes de I'utilisation des PCSs et RDCs mis en ceuvre pour la RMN in-cell. A. Représentation du
chélateur de lanthanides DOTA-M7Py, lié de maniére covalente a la protéine étudiée. Ce schéma montre
I'exemple de mutant cystéine GB1-E19C-DOTA-M7Py[Lu/Tm]. Lu(lll) est utilisé comme référence diamagné-
tique ; Tm(lll) est paramagnétique avec un tenseur d’anisotroie fort. B. Les PCSs sont mesurés avec la diffé-
rence de déplacements chimiques dans les situations dia- ou para-magnétiques, en utilisant des expériences
classiques 1H->N SOFAST-HMQC ou HSQC. C. Les RDCs sont mesurés avec la différence de couplages sclaires
mesurée entre les situations dia- ou para-magnétiques dans des spectres *H->N IPAP-HSQC. D. Les PCSs et les
RDCs peuvent étre mesurés en cellule, ici dans des ovocytes de X. laevis dns lesquels >N-GB1-E19C-DOTA-
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M7Py[Lu/Tm] a été préalablement injecté ; le filtre isotopique produit par I'utilisation d’expériences *H-1°N
HSQC permet I'observation sélective de la protéine étudiée. E. Les PCSs et RDCs mesurés étaient trés similaires
in vitro et en cellule pour GB1. F. Les structures obtenues en utilisant les PCSs et RDCs mesurés en cellule
comme contraintes dans GPS-ROSETTA produisent des structures trés proches de celles obtenues in vitro par
RMN ou cristallographie. Adapté de Miintener et al. (2016) J Phys Chem Lett.>’

3.2.4. Biophysique des IDPs

J'ai développé ou été associé a de nombreux projets succincts proches de mes axes de re-
cherche principaux. J'ai résumé ci-dessous ceux qui sont publiés.

3.2.4.a. Amélioration de la sensibilité pour la spectroscopie RMN des IDPs

Les protéines sont présentes en cellule dans des concentrations faibles (micromolaire ou
inférieures), et les cinétiques de modifications d’un substrat dépendent de sa concentration. J'ai
travaillé a I'optimisation de la sensibilité des expériences RMN.

J'ai défini des conditions augmentant la sensibilité d’un facteur 2 pour les expériences d’ac-
quisition rapide 2¢, portant les limites de détection d’IDPs a ~1-2 uM. Cette amélioration s’appuyait
sur : i) I'utilisation d’un chélateur d’ions des métaux de transition (DO2A, un dérivé du DOTA utilisé
pour le Gd3* en IRM), permettant d’obtenir un composé paramagnétique a la relaxation électro-
nique adéquate pour accélérer les T1 et non les T2 des molécules étudiées, en I'occurrence Ni%*-
DO2A? ;i) 'optimisation de I'effet d’accélération apparent des T1 des protons amides chez les IDPs,
due a I'’échange rapide entre les protons amides et les protons de I'eau.

Ces premiers travaux ont beaucoup influencé le reste de mon post-doctorat. L’utilisation des
chélateurs de métaux a permis les études structurales sur I'a-synucléine en cellules, et la résolution
de la structure de GB1 par les PCSs. J'ai également mis a profit la compréhension de I'’échange de
protons amides avec les protons de I'eau pour améliorer la sensibilité de la RMN, qui a été essen-
tielle pour I'étude de I'a-synucléine en cellule. Cet échange est malgré tout tres problématique a
beaucoup d’égards : il rend quasiment impossible I’étude par RMN des IDPS en conditions physio-
logiques de pH et de température. J'ai cherché a développer I'utilisation de séquences d’impulsion
qui ne souffriraient pas de cet échange, recherches que j’ai reprise des années plus tard en revenant
en France.

2.2.4.b. Hélicité de p53 : conséquences sur la signalisation cellulaire

La région N-terminale de p53 adopte une conformation en hélice lorsqu’elle interagit avec
Mdm?2, son principal partenaire et régulateur.’! Le site d’interaction de p53 est entouré de prolines
n’interagissant pas avec Mdm2. Nous avons quantifié les degrés d’hélicité en fonction des mutations
de proline de p53 et leurs conséquences sur les affinités avec Mdm?2 in vitro. En collaboration avec
Gary Daughdrill de I’'Université de Floride, et Alexander Loewer du Max Delbriick Center de Berlin,
nous avons montré que ces différences d’affinités peuvent empécher I'arrét du cycle cellulaire par
p53. Ainsi, I’'hélicité des IDPs observées in vitro peut avoir un grand réle dans I’lhoméostasie cellulaire
(Figure 8).°!

Cette étude a été trés appréciée par la communauté s’intéressant aux IDPs, puisqu’elle four-
nissait I'exemple le plus abouti et le mieux démontré de I'importance du caractere flexible des IDPs
pour la régulation fine des affinités dans la signalisation cellulaire.
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Figure 8 : Conséquences de I’hélicité de p53 sur le comportement cellulaire. Des mutations induisant une plus
grande hélicité de la région de transactivation N-terminale de p53 (p53TAD) permettent une meilleure affinité
entre p53 et Mdm?2 (E3-ubiquitine-ligase), et donc la dégradation plus rapide de p53. Cette instabilité rend
I'arrét du cycle cellulaire par p53 peu efficace, puisque le facteur de transcription a une durée de vie plus
courte et moins de temps pour déclencher I'expression de ses génes cibles. (Theillet et al. (2014) Nat Chem
Biol, 10, 1000-1002) **

2.2.4.c. Revues

Cette attention portée aux IDPs, a leurs spécificités et a I'importance des prolines en leur
sein nous a amené a en discuter avec Vladimir Uversky, I'un des leaders dans la recherche sur les
IDPs. Nous en avons conclu qu'’il serait intéressant d’écrire une revue a ce sujet, qui traite donc de
I'importance des prolines pour les fonctions des IDPs.*’ La proline est en effet I’acide aminé dont les
IDPs sont les plus enrichies par rapport aux protéines globulaires, ce qui correspond a des caracté-
ristiques physiques et fonctionnelles intéressantes. Les prolines permettent notamment aux d’IDPs
d’adopter des conformations globales plus étendues, de diminuer leur contenu en structures secon-
daires (important pour éviter I'agrégation, ou la formation de motifs d’interactions), de former des
motifs de phosphorylation. La capacité accrue des prolines a adopter la conformation cis reste ap-
paremment d’'une importance marginale, trés peu d’exemples existant d’une fonction ou d’un im-
pact quelconque sur des interactions ou des PTMs. J'avais finalement répertorié et caractérisé ma-
nuellement tous les complexes IDPs:protéines globulaires présents a I’époque dans la PDB, afin de
savoir si des prolines se trouvaient régulierement a proximité des motifs hélicaux d’interactions
d’IDPs, comme celui que nous avions caractérisé sur p53 ; je ne trouvais finalement pas d’enrichis-
sement en proline notable, ce qui interdisait une généralisation du role des prolines dans la régula-
tion fine des affinités des interactions IDPs:protéines repliées.

Nous avons également été invités a écrire une revue dans le journal Chemical Reviews sur
les connaissances de I'époque concernant I'influence de I’environnement cellulaire (encombrement
stérique, interactions non-spécifiques, PTMs spécifiques et non-spécifiques, etc..) sur la structure,
la mobilité et la fonction des IDPs.*° Peu de choses concrétes étaient connues sur les IDPs en cellule,
et I'écriture de cette revue m’a surtout donné I'occasion de trouver et lire toute I'information alors
disponible sur la composition et les caractéristiques physiques de I'intérieur cellulaire. Cette revue
est d’ailleurs souvent citée pour ces informations concrétes sur la cellule. Les indications concernant
le comportement conformationnel des IDPs en cellule étaient peu nombreuses alors, et les effets
de I'encombrement stérique (« Crowding ») étaient discuté principalement a partir des études in
vitro. )’y renseignais également les aspects, fondamentaux a mon avis, de I'inhomogénéité dues aux
modifications post-traductionnelles non-stcechiométriques observées chez les IDPs. Ce travail im-
portant, réalisé essentiellement a quatre mains avec Andres Binolfi (qui avait traité les aspects liés
a I'agrégation des IDPs en cellule), m’a permis de consolider mes connaissances sur le contenu cel-
lulaire et d’avoir des représentations mentales mieux définies, de mieux appréhender les questions
a se poser dans le domaine. L'une d’entre elles n’avait été que trés peu traitée a I'époque : la sépa-
ration de phase liquide:liquide, qui est souvent favorisée par des régions désordonnées de protéine ;
cet aspect avait été mis au jour notamment par I'équipe de S. McKnight en 2012,1°27154 et 3 été
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progressivement rationnalisée a partir de 2015.1°>1°¢ C’est le point aveugle le plus dommageable de
cette revue soumise en 2013.

Une derniere revue dans le journal Current Opinion in Structural Biology s’intitule « Real time
NMR monitoring of biological activities in complex physiological environments ». En collaboration
avec Mitsuhiko lkura (Université de Toronto), nous y présentions les derniers développements de
I"utilisation de la RMN pour 'observation des PTMs, de I'activité des GTPases, ou de repliements
des protéines.>? Les parties concernant les PTMs étaient focalisées sur les PTMs d’IDPs et les mé-
thodes que nous avions développées au cours des années précédentes.

2.2.4.d. Les IDPs et la séparation de phase, une évolution récente

Le champ scientifique lié a la séparation de phase et aux organelles sans membranes est
assez récent. Les premieres études dédiées a I'étude de cet aspect datent de la fin des années 2000,
avec notamment les études de Brangwynne et Hyman sur les Granules P des cellules germinales de
Caenorhabtidis elegans et les nucléoles d’ovocyte de X. laevis.*>” 15 implication des régions dé-
sordonnées de protéine dans la formation de séparation de phase est progressivement devenue
claire a partir de 2012,'°27%>% puis rationnalisée a partir de 2015.1°>%6 Cette évolution a été immé-
diatement ressentie comme une étape importante pour la biologie, qui mettait éventuellement au
centre I'étude des IDPs, un domaine qui peinait a convaincre de son intérét aprés ~10 ans d’exis-
tence, a mon sens. J’avais pu m’en rendre compte a la Gordon Conference IDPs de I'été 2016 : I'ex-
citation autour de la séparation de phase était tres grande. Il apparaissait cependant déja que la
RMN ne pourrait contribuer que marginalement a I'’étude de ce phénoméne et de ses implications
biologiques, avec les premiéres contributions de N. Fawzi. 0 || ne s’agit en aucun cas de dénigrer le
travail de RMN sur la séparation de phase, mais de constater que la microscopie est naturellement
plus adapté pour fournir de I'information dans ce domaine : il s’agit aprées tout d’étudier un phéno-
mene spatial, d’établissement de concentrations localisées de protéines a I’échelle nano-micro-sco-
pique, a laquelle la RMN ne peut actuellement pas contribuer efficacement. Quelques premiéres
caractérisations RMN sur les aspects dynamiques a I'échelle atomique ont été obtenues récemment
sur des condensats purs (sédimentés en tube), qui apportent des éléments uniques de compréhen-
sion cependant.6?

Mon post-doctorat s’était appliqué a I'étude des IDPs dans un registre plus classique de bio-
physique et de biochimie « conventionnelles », considérant des populations de molécules vues
comme des entités distinctes, avec des concentrations, des affinités et des cinétiques interprétées
dans le cadre habituel des corps dilués homogénes. La fin de mon post-doctorat a ainsi coincidé
avec l'essor tres rapide de I'étude de la séparation de phase, qui trouve désormais des réles dans
quasiment tous les domaines de la vie cellulaire.62-167
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4. Travaux actuels : 2017-2022

Apres avoir le bonheur de me voir attribuer un financement ANR « Hosting of High-Level
Researchers » puis le poste de CR1 proposé par la section 16 du CNRS en 2015, j'ai achevé les révi-
sions nécessaires aux études soumises et terminé les derniéres expériences pour la résolution de
structure par PCSs en cellule (Cf. 2.2.3.d.).

J’ai également écrit a 'automne 2015 un projet ERC Starting Grant (panel LS1), qui proposait
d’étudier par RMN in-cell la protéine TDP-43, dont les agrégats sont associés a la maladie de Charcot
et aux démences fronto-temporales. Ce choix de protéine d’étude était sans doute trés-trop risqué ;
mes données préliminaires ne montraient que I'observabilité des régions isolées de TDP-43 en mi-
lieu dense (BSA a 200 g/L) par RMN, ce qui a été souligné par les évaluateurs. Le projet était en
grande partie dévolu a I'établissement de nouvelles méthodes de marquage 3C/**N d’acides aminés
incorporés dans le milieu de culture de cellules stables exprimant TDP-43 de maniére inductible.
J'expliquais explicitement vouloir éviter I'électroporation utilisée précédemment avec I'a-synu-
cléine (cf. 2.2.3.c.). Trois référés furent tres positifs, et le dernier assura que I'électroporation de
protéines était une trés mauvaise méthode, ce qui disqualifiait mon projet. L’avait-il simplement
lu ? J'échouais et terminais I'année 2016 en grande fatigue aprés 6 années de travail intenses a
I’exces.

J'échouais aussi au dernier tour a la 3-4¢ place de I'appel de I'Institut Pasteur pour fonder un
groupe début 2017 (2 groupes recrutés, ~150 participants). Le projet proposé était sans doute trop
dispersé et pas assez appliqué pour le conseil scientifique qui prenait la décision. Je proposais en
effet d’étudier les IDPs, et notamment leur réle dans la signalisation cellulaire chez les facteurs de
transcription et leur agrégation par RMN in-cell. Je m’appuyais sur I'expertise et les travaux de mon
post-doctorat. Mon sentiment est que mes propositions ont été percues comme trop générales,
sans orientations simples et claires ; je n’avais pas choisi quelle était la question et le sujet biolo-
gique a étudier sur les 10-20 prochaines années, ce qui correspond a la culture de I'Institut Pasteur,
mais moins a celle de spectroscopiste et de biologiste structural qui est la mienne. Ai-je bien saisi la
lecon ?

Je commencais donc a travailler plus sérieusement a mes nouveaux projets début 2017.
Javais été recruté par le CNRS avec un projet proposant d’étudier les mécanismes de signalisation
cellulaire régulés par les protéines désordonnées et leurs PTMs : je devais focaliser mes travaux sur
les facteurs de transcription de pluripotence, et sur la protéine Mdm2 qui était I'objet d’étude cen-
tral du projet financé par I’ANR.

Ce financement permettait le recrutement d’ingénieur(e)s en CDD, les recrutements de doc-
torant(e)s étant plus contraint par les régles liées a I’'HDR. J’étais coordinateur et seul partenaire de
ce financement de 500 ke, entre 2015 et 2020. Le projet avait pour intitulé « Signalisation des dom-
mages de I'ADN étudiée par RMN in cellulo: Régulation structurale et fonctionnelle de Mdm?2 par
ses phosphorylations. » et pour acronyme « Mdm2-StructReg ». Ce contrat m’a notamment permis
de recruter des ingénieurs d’étude en début de carriere (1 IE pendant 3 ans et 2 IE pendant 1.5 an,
total ~240 keuros de salaire), et d’acheter de I'équipement pour le laboratoire (~150 keuros).

N’ayant pas la pression a la publication pour les étudiant(e)s, je décidais donc d’explorer et
d’établir les techniques nécessaires sur le long terme : production de kinases actives au laboratoire,
amélioration des protocoles et des séquences RMN pour I'observation des IDPs, techniques de pull-
down pour les IDPs modifiées, tests de nouveaux marquages isotopiques, purification d’organelles,
manipulation de diverses lignées cellulaires (insecte ou mammiféres), établissement de lignées cel-
lulaires stables. Je présente ces travaux ci-dessous avec les objectifs de long terme qui les sous-
tendent et les relient.
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4.1. Protéines intrinsequement désordonnées et signalisation cellulaire
4.1.1. Etatdes lieux en 2015 : Les IDPs et leur étude par RMIN

4.1.1.a. Les IDPs, leur fonction, leurs modifications et leur caractérisation structurale

Les régions désordonnées de protéines (IDRs) représentent un tiers des protéomes euca-
ryotes.! Les premiéres études biophysiques sont apparues dans les années 1990,°¢ qui montraient
I'absence de repliement natif de certaines protéines isolées, et éventuellement I'adoption de struc-
tures plus ordonnées lors de I'interaction avec un partenaire. Les premiéres caractéristiques de ces
protéines dites intrinséquement non-repliées ou non-structurées, et bientét protéines ou régions
de protéines intrinsequement désordonnées (IDPs/IDRs) furent décrites au début des années 2000,
et progressivement connues et acceptées par les biologistes,®®7? bien que I'époque aient été mar-
quée par les approches de génomique structurale.'®®1%° La communauté travaillant sur les IDPs/IDRs
s’est structurée dans les années 2010 et des banques de données intéressantes ont été mises en
place,®*® qui témoignent de I'implication des régions désordonnées de protéines dans toutes sortes
d’événements biologiques.®*17%171 Les IDPs/IDRs participent notamment a une part importante des
mécanismes de signalisation cellulaire, liés aux cancers, diabéete, maladies neurodégénératives ou
cardiovasculaires.1717173

Dans leurs caractéristiques canoniques, les IDPs/IDRs ne forment pas de structure repliée
compacte, et leurs segments flexibles et exposés leur permettent de s’engager dans de nombreuses
interactions. Elles sont les cibles privilégiées d’enzymes qui leur apportent des modifications post-
traductionnelles (PTMs), régulant ainsi leurs interactions intra- et intermoléculaires et donc leur ac-
tivité, 4962171172 méme si la fonctionnalité des sites de PTMs détectés est plus souvent question-
nables au sein des IDPs 86174175

Ainsi, pour mener une étude structurale et fonctionnelle exhaustive d’une IDP/IDR, il est
nécessaire d’utiliser des techniques d’analyse en solution et souvent d’effectuer des modifications
post-traductionnelles. La cristallographie peut contribuer treés efficacement a la description des
complexes IDR:protéine repliée, mais seules les techniques en solution (dichroisme circulaire, du
SAXS, de la RMN, des spectroscopies/microscopies de fluorescence FCS ou smFRET, et des diverses
méthodes d’études de biophysique des interactions) permettent une compréhension du comporte-
ment structural de I'IDP/IDR. Un autre challenge provient du fait que les IDRs sont intégrées dans
de longues protéines intégrant des domaines repliés et désordonnés qui sont souvent difficiles a
produire entiéres de maniére recombinante. Ainsi, jusqu’a aujourd’hui, la trés grande majorité des
études d’IDRs/IDPs sont réalisées sur des fragments de protéines non-modifiées. Les possibles inte-
ractions intramoléculaires et la fonctionnalité des PTMs sont donc trop rarement |'objet d’études
structurales. Enfin, I'influence de I'’environnement cellulaire sur ces objets trés flexibles n’a été que
trés peu renseignée jusqu’a présent.

4.1.1.b. Apports et limites des caractérisations structurales des IDPs par RMN

La spectroscopie RMN a la capacité unique de permettre la caractérisation structurale des
IDPs résidu par résidu, a I’échelle atomique. L’application de la RMN a ces protéines s’est donc dé-
veloppée depuis la fin des années 2000, et des avancées importantes avaient été réalisées pour la
description physique des IDPs.1’® Elle semblait plafonner @ mon avis au mi-temps des années 2010,
ne suscitant qu’un intérét trop limité aupres de nos collégues biologistes : les protéines étudiées
étaient peu diversifiées, et les subtilités sur leurs dynamiques conformationnelles n'étaient que peu
reprises et citées dans la littérature en dehors de la communauté les étudiant (je force un peu le
trait peut-étre au goQt de certains de mes collegues).
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Si 'on accepte mes exagérations, la plupart de ces études d’IDPs par RMN avaient plusieurs
handicaps, dont les suivants : i) elles n’apportaient que peu d’informations mécanistiques au sens
ou les biologistes I'entendent, puisqu’elles étudiaient des interactions déja identifiées, sur des seg-
ments déja délimités (a 'opposé, les quelques exemples apportant des éléments mécanistiques sur
les interactions d’IDPs ont été publiés et cités avantageusement, e.g. 1777182); ii) elles ne fournissaient
gue peu de cibles thérapeutiques classiques, permettant la recherche de petites molécules inhibi-
trices qui se lieraient difficilement aux IDPs si flexibles, ou a la surface d’interaction souvent tres
plate de leurs partenaires repliés; iii) elles étudiaient les formes non-modifiées des IDPs, qui sont
pourtant la cible privilégiée des PTMs qui régulent souvent les interactions avec leurs partenaires. Il
est ainsi commun de rencontrer des études de biologistes employant la « force brute » pour délimi-
ter les zones d’interaction entre des partenaires identifiés contenant une ou des régions désordon-
nées : des mutants sont exprimés qui sont des formes tronquées sur des longueurs variables des
segments désordonnés et les interactions sont testées par pull-down ; une description par RMN
pourrait étre avantageusement et rapidement mise en place, mais est rarement associée.

J'avais alors a I'idée que la RMN nous permettrait d’intégrer des éléments complémentaires
pour I'étude des IDPs : la caractérisation de leurs PTMs et la délimitation rapide des régions d’inte-
ractions. Il semblait ainsi possible de produire des formes modifiées et capables d’interagir, bien
caractérisées par RMN, puis de les utiliser pour isoler des partenaires par pull-downs analysés en
protéomique. La RMN serait enfin réutilisée pour délimiter les régions d’interactions de I'IDP et
éventuellement concevoir un peptide plus court permettant des criblages d’inhibiteurs.

Cette stratégie était pensée dans le cadre classique d’interactions protéine:protéine diluées
de maniére homogéne. Nous verrons que la physique de la séparation de phase liquide:liquide a
contrecarré ces idées.

4.1.1.c. Caractériser les IDPS en conditions physiologiques ?

Un autre élément me contrariait depuis toujours dans I’étude des IDPs par RMN : elle néces-
sitait d’utiliser des conditions trés peu physiologiques de température et de pH. Pour obtenir de
I'information au niveau du résidu, les chaines latérales sont peu utiles car les signaux sont tres su-
perposés en raison d’environnement chimiques trés similaires. Il est donc nécessaire d’utiliser des
techniques de corrélation entre les *H et les °N du squelette peptidique. Or les protons amides des
IDPs sont trés accessibles au solvant et donc en échange avec les protons de I'eau, avec des ciné-
tigues souvent supérieures a des dizaines de Hz a température et pH physiologiques. Ils sont ainsi
rendus inobservables par RMN, puisque la cohérence de magnétisation est perdue avant d’avoir pu
acquérir un signal. Les études d’IDPs par RMN sont donc réalisées a pH~6.5 et a ~283K le plus sou-
vent. Cela est problématique a plusieurs titres : i) un polymére flexible ne se comporte par de la
méme maniere a 283K et a 310K ; ii) les charges électriques ne sont pas les bonnes a pH6.5, notam-
ment pour les histidines ou les résidus phosphorylés (pKa compris entre 6 et 7)8 ; iii) les suivis
enzymatiques requierent des températures supérieures a 293K et parfois des pH supérieursa 7 ; iv)
les interactions d’IDPs peuvent étre trés dépendantes de la température, notamment avec les mem-
branes lipidiques ; v) les cellules humaines sont idéalement étudiées a 310K, y compris pour la RMN
in-cell.

Au cours de mon post-doctorat, j'avais tenté de mettre en ceuvre les séquences d’impulsion
a détection directe du *3C, mises au point par W. Bermel et I. Felli.1®*18> J’en avais constaté les avan-
tages mais aussi le manque de sensibilité, malgré les avancées a cet égard. Je n’avais d’autre part
pas a proximité de spectrométre équipé de sonde dédiée a I’acquisition *3C directe. J’avais donc mis
guelques idées en attente, ayant en téte que certaines améliorations pourraient étre portées, qui
permettraient d’atteindre une sensibilité proche du micromolaire, plus compatible avec nos études.
Je présente les travaux correspondants ci-dessous.
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4.1.2. Les facteurs de transcription de pluripotence Oct4, Sox2, Nanog, Esrrb

4.1.2.a. Contexte, questions

Les facteurs de transcription (TFs) sont au cceur de la signalisation de la différentiation, de la
prolifération ou de I'arrét du cycle ou cellulaires, en permettant I'activation ou la répression de la
transcription des génes.'8187 Environ 90% des ~1600 facteurs de transcription humains contiennent
de longs segments désordonnés (>30 aa), et cette corrélation entre TFs et IDRs existe dans tous les
domaines du vivants.'®9 Deux articles précoces de 2006 et 2012 sur le sujet avaient attiré mon
attention, montrant le haut contenu en IDR des TFs et notamment des TFs de pluripotence.'®%19! |Is
ont visiblement aussi attiré I'attention de quelques collegues de la communauté des IDPs de-
pUiS.188’192’193

Les IDRs des TFs ont pour rdle de recruter des co-facteurs de transcription (Activateurs ou
répresseurs), ou la machine de transcription, et d’améliorer la spécificité de reconnaissance de leurs
séquences d’ADN cibles, ce qui est un peu mieux compris grace a des études parues dans les 4 der-
niéres années.'88194-202 | e [ien est connu depuis longtemps entre activation de facteurs de trans-
cription et activation de signalisations cellulaires médiées par des enzymes exécutant des PTMs ;
des exemples épars de mécanismes de régulation par PTMs étaient connus en 2015,2% dont le
nombre s’est étoffé depuis. Ainsi, les sites de PTMs sont trés nombreux sur leurs IDRs ;187:204.205 jcj
encore la fonctionnalité des PTMs correspondantes n’est pas toujours assurée, ou difficile a cerner
car issue de la combinaison avec d’autres PTMs.

Les caractéristiques des TFs les rendent abordables pour la RMN: entre 300 et 500 résidus
avec des régions désordonnées de ~100 résidus séparant des domaines repliés de moins de 100
résidus.’® 11 Leur description structurale permettrait la compréhension des mécanismes de signa-
lisation cellulaire a I'’échelle atomique et la définition de cibles thérapeutiques nouvelles, méme si
cette classe de protéine est notoirement difficile a inhiber.2%72%7 || me semblait donc que cette
classe de protéines était adaptée aux études par RMN complétée par la biochimie des PTMs, exper-
tise qui étaient les miennes.

Parmi les TFs, ceux impliqués dans I'acquisition de la pluripotence étaient particulierement
attractifs. La possibilité de reprogrammer des cellules somatiques vers un état induit de pluripo-
tence s’est révélée au cours des années 2000, portant de grandes espérances pour la médecine
future.?98:299 | "activation d’un réseau de pluripotence dont le cceur comprend les facteurs de trans-
cription Oct4, Sox2 et Nanog (OSN) induit cette pluripotence, en se fixant sur des séquences ampli-
ficatrices, et en activant ou réprimant ainsi de nombreux genes liés a la pluripotence ou a la diffé-
rentiation cellulaires.?%213 Les combinaisons de TFs capables d’induire la pluripotence sont nom-
breuses et différentes entre les espéces.?!* Leur mauvaise régulation est impliquée dans de nom-
breux cancers, et des PTMs de plus en plus nombreuses avaient été décrites sur les facteurs OSN
ces derniéres années,?10211,215-221 ¢ang description structurale a notre connaissance.

Les domaines de liaison a ’ADN (DNA-BD) des facteurs OSN ont été décrits structuralement
en complexe avec leurs séquences cibles (Figure 9).222223 Oct4 présente un domaine POU, qui peut
s’assembler en homodimeére ou hétérodimere en fonction de la séquence d’ADN a laquelle il se
lie.?1® ’hétérodimérisation de Oct4 peut se créer avec des facteurs de transcription de la famille
Sox, qui présentent un domaine de liaison a ’ADN HMG.??#22> Un grand nombre de combinaisons
homodimeéres ou hétérodiméres sont possibles en fonction des concentrations relatives des fac-
teurs de transcription Oct et Sox.??> Nanog assure la liaison a I’ADN via un homéodomaine dont les
séquences cibles sont incertaines, mais dont la nature serait influencé par des interactions coopé-
ratives avec Sox2 -seules des modélisations de l'interaction de leurs domaines de liaison a ’ADN
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existent, et I'interaction détectée entre leurs domaines désordonnés est sans doute liée a de la sé-
paration de phase et coacervation.??67228 Graces aux avancées en cryo-EM, de remarquables études
récentes ont déterminé les structures des DNA-BDs de Oct4 et Sox2 en interaction avec de ’ADN
nucléosomal, décryptant ainsi leurs capacités de « pioneer factors ».229723¢ Une structure du com-
plexe Sox2 liant I'importine Impa.3 a également été récemment publiée, permettant de comprendre
I’engagement des deux NLSs encadrant le DNA-BD de Sox2 pour son importation au noyau.?3’

Les autres régions des facteurs OSN sont prédites comme intrinséquement désordonnées.%?
Aucune caractérisation structurale n’en a été publiée a notre connaissance, bien que ces régions
semblent étre importantes pour des interactions avec des partenaires impliqués dans la reprogram-
mation épigénétique, la réorganisation de la chromatine et le recrutement des machineries de
transcription ou de répression.?10211,216.225227 Ceg rjles sont mal compris et peu étudiés ; des études
récentes montrent que les régions désordonnées C-terminales de Oct4 et Sox2 sont essentielles
pour leur capacité de reprogrammation,?'4238 notamment en s’engageant dans des condensats mo-
léculaires avec le complexe Mediator.'*®* Comme évoqué plus haut, les caractéristiques propres aux
IDRs de TFs impliqués dans les fonctions activatrices ou répressives ont été un peu détaillées ces
dernieres années : schématiquement, des segments sont composés de patchs hydrophobes entou-
rés d’acides aminés acides, qui peuvent favoriser la séparation de phase ou s’engager de maniéere
peu spécifique dans des interactions notamment avec la sous-unité du Mediator Med15. Ces des-
criptions diminuent quelque peu l'intérét a priori des études structurales des IDRs de TFs,188194-202

J'avais contacté Pablo Navarro Gil, un des seuls spécialistes des TFs de pluripotence en
France, a I'Institut Pasteur, pour initier une collaboration permettant la discussion entre biologie
cellulaire et biologie structurale. Il travaille notamment sur Esrrb, un facteur de pluripotence impor-
tant, cible de Nanog, et sur Nr5a2, un autre TF de pluripotence. J'ai donc également entrepris des
études sur Esrrb et Nr5a2. Ses travaux I'ont amené aussi a considérer le réle de Sox2 et des méca-
nismes de colocalisation avec Essrb, pour lesquels il avait engagé une post-doctorante ayant travaillé
sur la séparation de phase (A. Molliex). Ces travaux ont été handicapés et interrompus par le Covid
et sont désormais en attente apres le départ de cette post-doctorante ; P. Navarro Gil s’est recentré
sur le projet pour lequel il a obtenu un financement ERC.

J'ai engagé I'étude des IDRs de ces TFs dans le but de caractériser leur structure, leurs phos-
phorylations sur les sites consensus S/T-P correspondant aux MAP-kinases et aux Cyclin-dependent
kinases (Cdk), et les interactomes des formes non-modifiées et phosphorylées. )’ espérais ainsi ré-
véler I'existence d’interactions nouvelles impliquées par ces TFs, qui seraient éventuellement régu-
|ée par des phosphorylations tres courantes.
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Figure 9 : Domaines des facteurs OSN et positions des sites de phosphorylation. Les structures des domaines
repliés sont représentées (complexes avec séquences ADN cibles : PDB 1GT0, 3L1P, 4RBO, le domaine HMG
de Sox2 est en complexe avec les domaines POU et HD de Oct1).

4.1.2.b. Production et attribution des spectres

J'ai entrepris de produire les IDRs de Oct4, Sox2, Nanog et Esrrb humaines (puis Sox2 et Esrrb
de souris pour étre en cohérence avec les cellules souches embryonnaires utilisées par P. Navarro
Gil) de maniére recombinante. De nombreux étudiant(e)s de Master ont travaillé avec moi dans ce
but dans les années 2016-2017. Tous ces segments ont pu étre produits en E. coli BL21(DE3)Star
transformées par des plasmides pET intégrant des séquences codantes synthétisées par Genscript
(Cf. Annexe). Les constructions correspondantes contenaient une séquence de coupure pour la pro-
téase Tev (produite au laboratoire), permettant d’éliminer les étiquettes de purification. Les cys-
téines ont été le plus souvent mutées en alanine pour simplifier les manipulations biochimiques ;
I'impact de ces mutations a souvent été vérifié sur une version « sauvage » par RMN, qui montre le
plus souvent une augmentation du contenu hélical local de I'ordre de 20%. Les purifications ont été
effectuées par une combinaison classique de chromatographies His-Trap et SEC (éventuellement
complétée par une chromatographie sur HiTrap héparine pour les constructions contenant un DNA-
BD). La lyse et la premiére His-trap sont effectuées en présence de DTT a 10 mM, puis 2 mM de DTT
sont ajoutés aux fractions d’intérét aprés chaque étape de purification avant concentration pour
I’étape suivante. Des inhibiteurs de protéase (cOmplete, EDTA-free, Roche) et éventuellement de
I'EDTA a 0.5 mM sont ajoutés de maniere similaire pour la lyse et entre chaque étape de purification.

Seule I'IDR C-terminale de Nanog s’est révélée impossible a purifier, et méme insoluble dans
un tampon contenant de l'urée a 8 mol/L (les constructions GST-His6-Tev-Nanog-Cter sont solubles
dans I'urée a 8 mol/L, peuvent étre dialysées en tampon sans urée pour la coupure Tev, mais préci-
pitent aprés). Sa composition en acides aminés (9 Trp, 21 Asn, 17 GIn, 4 Cys, 6 Tyr parmi 150 acides
aminés) est sans doute adaptée a des interactions ou a de la séparation de phase en cellule et ne
permet pas de l'isoler en solution. Une autre exception est rencontrée avec I'IDR C-terminale de
Sox2, qui nécessite de réaliser les HisTrap en urée a 8 mol/L, et la SEC finale en urée a 2 mol/L; les
analyses RMN de ces constructions de Sox2 sont effectuées a 0.5 mol/L aprés une dilution du stock.

Toutes ces constructions peptidiques sont conservées a -20 °C ou -80 °C sans probleme
d’agrégation a la décongélation (Sox2 C-ter est conservée en urée a 2 mol/L). Les marquages
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isotopiques ont été effectués par expression dans un milieu minimum M9 ne contenant que du 3C-
glucose et du >’N-ammonium comme sources de carbone et azote.

Les signaux RMN du squelette peptidique ont été attribués par une approche classique com-
binant I'enregistrement et I’analyse de spectres 2D 'H->N HSQC (et éventuellement 2D 3CA-CO), et
de spectres 3D *H-13C-1>N HNCO, HN(CA)CO, HNCACB, et (H)N(CA)NH (et éventuellement HNCA avec
une trés haute résolution). Ces spectres ont été obtenus dans des tampons aqueux contenant de
I’'Hepes a 10-20 mM et du NaCl a 50-100 mM, a pH 6.8 et a 283 K, avec des peptides *H-13C-°N
concentrés entre 100 et 600 uM, a 600 ou 700 MHz (et 950 MHz a Gif-sur-Yvette pour I'IDR C-ter-
minale de Sox2, qui a requis I'attribution de plusieurs sous-fragments pour aider I'attribution finale).
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Figure 10 : a. d. Spectres 2D *H-**N HSQC des IDRs N-terminale et C-terminale de Oct4 humain, avec les attri-
butions des signaux ; les zones grisées sont celles ol se trouvent habituellement les résonances d’acides ami-
nés adoptant un comportement structural random coil. c. e. Propensions aux structures secondaires calculées
@ partir des déplacements chimiques Ca et Cf3du squelette peptidique, en utilisant I’algorithme ncSPC.**
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Figure 11 : a. d. Spectres 2D *H-*>N HSQC des IDRs N-terminale et C-terminale de Sox2 humain, avec les attri-
butions des signaux ; les zones grisées sont celles ol se trouvent habituellement les résonances d’acides ami-
nés adoptant un comportement structural random coil. c. e. Propensions aux structures secondaires calculées
@ partir des déplacements chimiques Ca et C3du squelette peptidique, en utilisant I’algorithme ncSPC.?*°(Sox2
Nter : BMRB 51534).
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Figure 12 : a. d. Spectres 2D H->N HSQC des IDRs N-terminales de Nanog et Esrrb humains, avec les attribu-
tions des signaux ; les zones grisées sont celles ol se trouvent habituellement les résonances d’acides aminés
adoptant un comportement structural random coil ; Les tirets orange représentent les positionnements des
cystéines, les tirets noirs ceux des tryptophanes dans Nanog. c. e. Propensions aux structures secondaires
calculées a partir des déplacements chimiques Ca et Cf du squelette peptidique, en utilisant I'algorithme
ncSPC.%%*

Toutes ces régions de TFs de pluripotence étaient prédites comme IDRs, ce que confirme
sans ambiguité I'analyse par RMN. Les propensités de structures secondaires sont faibles dans tous
les cas. Les T1, T2 et HN-noes ont été mesurés pour la plupart des constructions. Les attributions
n’ont pas toutes été soumises a la BMRB, il faut que je me force a trouver le temps de le faire.

Nos collégues de I'Institut Pasteur ont observé des colocalisations qui leur semblaient inté-
ressantes sur la chromatine entre Esrrb et Nr5a2. Des hypotheses d’interactions ou de co-séparation
de phase ont été imaginées, possiblement en conjonction avec Med1.1°® Ces deux facteurs de trans-
cription sont importants pour la maintenance de la pluripotence ; ils intégrent tous les deux un do-
maine prédit comme IDR en N-terminal, un DNA-BD et un Ligand-binding domain (LBD) C-terminal.
Nous avons congu diverses constructions de Esrrb, Nr5a2 et Medl pour tester les possibles

Université Paris-Saclay 41
Espace Technologique / Immeuble Discovery
Route de 'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France



interactions intra- ou inter-moléculaires, séparation de phase et également pour effectuer la carac-
térisation structurale du LBD de Esrrb, qui n’était pas connue. J’'ai entrepris des travaux de produc-
tion/purification, la turbidité des constructions Esrrb-aal-188 et Esrrb-aal-211 en présence d’ADN
était prometteuse, ces travaux devaient étre prolongés avec une étudiante en stage. Le covid-19 a
tout interrompu, et la post-doc de I'Institut Pasteur a ensuite arrété de travailler a ce sujet et n'a
pas prolongé son contrat. Des structures cristallographiques du LBD d’Esrrb ont été publiées a I'été
2020.2%° De plus, la corrélation entre Esrrb et Nr5a2 était due a la reconnaissance de séquences
cibles d’ADN trés similaires.?*! Il n’y a donc pas de regrets a avoir. Des projets structuraux sur les
protéines entiéres, et pas seulement sur les domaines repliés, seraient sirement intéressants a me-
ner. lls sont en dehors des préoccupations de nos collégues biologistes, et des financements seront
donc difficiles a obtenir sur ce sujet dans le proche avenir.

4.1.2.c. Phosphorylation, biotinylation, pull-downs de mESCs et protéomique

J'ai engagé I'étude des IDRs de ces TFs dans le but de caractériser leur structure, leurs phos-
phorylations sur les sites consensus S/T-P correspondant aux MAP-kinases et aux Cyclin-dependent
kinases (Cdk), et les interactomes des formes non-modifiées et phosphorylées. )’ espérais ainsi ré-
véler I'existence d’interactions nouvelles impliquées par ces TFs, qui seraient éventuellement régu-
lée par des phosphorylations trés courantes. Il fallait donc établir les conditions de phosphorylation
de nos IDRs, et concevoir des constructions peptidiques permettant d’effectuer des pull-downs pour
I'analyse « interactomique ».

Initialement, j'avais pensé utiliser des constructions GST-peptide, que nous aurions atta-
chées a des billes sepharose-glutathion. Cependant, j’ai noté que I'IDR d’intérét rendait la liaison
GST-glutathion assez peu efficace, et donc peu reproductible dans de nombreux cas. L'IDR formee
peut-étre un « nuage » moléculaire qui handicape la bonne liaison de la GST au glutathion. Un test
d’analyse protéomique (PF Sicaps de I'I2BC) de pull-downs utilisant une construction GST-Sox2 sur
des extraits cellulaires (Hela) a été tenté donnant des résultats peu satisfaisants, tous nos proto-
coles n’étant pas trés au point. Le manque de reproductibilité de I'attachement de nos constructions
était de toutes fagons un point a résoudre.

J’ai donc ensuite congu des constructions intégrant un motif peptidique « AviTag » (GLN-
DIFEAQKIEWHE),?*? permettant d’attacher une biotine par réaction catalysée par 'enzyme BirA
(https://www.addgene.org/20857/), que nous avons produite au laboratoire. La caractérisation
structurale par RMN de ces constructions montre que I’AviTag est lui-méme désordonné et n’a pas
d’influence sur le comportement conformationnel du peptide d’intérét (Figure 13a, observations
identiques sur AviTav-Sox2_aal37-240, AviTag-Sox2_ aa234-317, AviTag-Esrrb_aal-102 et
Esrrb_aal-102-AviTag). Nous avons également utilisé la RMN pour analyser I'avancement réaction-
nel et la spécificité de la biotinylation par BirA (Figure 13b). Nous avons constaté la grande spécificité
et rapidité de cette réaction. Nous avons donc établi des conditions optimales permettant une ré-
action stoechiométrique rapide, qui évite la protéolyse progressive de nos IDRs d’intérét. Ces pep-
tides sont naturellement trés sensibles a la protéolyse non-spécifique des contaminants toujours
présents apres purification, et le sont souvent encore plus dans leur état phosphorylé (constatation
empirique, malgré le fait que la poly-phosphorylation d’IDRs n’engendre le plus souvent qu’une dé-
compaction modérée 243-247),

Nous avons testé I'attachement de nos constructions AviTag biotinylées a des billes fonc-
tionnalisées a la streptavidine. Nous avons choisi d’utiliser des billes magnétiques pas trop oné-
reuses (Magbeads, Genscript) qui donnaient satisfaction (Figure 14).
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Figure 13 : a. Spectre 2D 1H-15N HSQC de 15N-His6-AviTag-Sox2_aa234-317 indiquant I'attribution des si-
gnaux du peptide AviTag en bleu ; b.c. Propensions aux structures secondaires calculées a partir des déplace-
ments chimiques Ca et Cf3 du squelette peptidique, en utilisant 'algorithme ncSPC ;**° d. Superposition des
spectres 2D 1H-15N HSQC de la construction Esrrb_aal-102_C12A-C72A-C91A_AviTag-His6 avant (noir) et
aprés (magenta) biotinylation par BirA ; les signaux des acides aminées de I’AviTag a proximité du site de
biotinylation sont indiqués, qui permettent de quantifier la biotinylation ; e. Schéma de la réaction de biotiny-
lation ATP-dépendante par BirA sur I’Avi-Tag.

a. Esrrb(1-102)AviTag-biot. b. Esrrb(1-102)-S22A-AviTag-biot. c. AviTag-biot-Sox2(234-317) d. AviTag-biot-Sox2(115-317)
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Figure 14 : Analyse SDS-PAGE de tests d’attachement de 1 nmol de constructions peptidiques AviTag-biotiny-
18s (Inp.=input) sur 25 ul de billes magnétiques fonctionnalisé a la streptavidine (Magbeads, Genscript ; le
manuel d’utilisation indique une capacité de charge de ~1.5 nmol de protéine biotinylée pour 25 ul de billes) ;
les lavages montrent la stabilité de I’attachement de nos constructions, les élutions a la biotine montrent que
les billes relarguent également de la streptavidine ; la bande correspondant a la streptavidine est observable
dans le dernier puit, issu de la dénaturation des Magbeads dans un tampon de Laemmli. d. Un de nos tests
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avec Sox2_aall5-317 a été réalisé sur un peptide partiellement protéolysé (a notre grand dam), qui permet
de constater qu’un des peptides résultant ne contenant pas I’AviTag est élué lors du premier lavage.

Dans le méme temps, nous avons testé les capacités de différentes kinases sur nos IDRs de
TFs. Ces phosphorylations ont été effectuées avec des kinases recombinantes produites au labora-
toire ou commerciales. Des spectres enregistrés avec des pH et température croissants ont été ac-
quis pour attribuer les spectres dans les conditions de phosphorylation. Celles-ci ont été suivies par
I'enregistrement de spectres 2D *H->N SOFAST-HMQC, beaucoup plus efficaces en S/N pour les
IDPs.4%48 Ceci nous a permis de caractériser les sites de phosphorylation, notamment par p38a. (que
nous produisons localement a faible co(t) et les déplacements chimiques de ces sites phosphorylés.
Les trois sites Ser/Thr-Pro de I'IDR N-terminale de Esrrb sont bien phosphorylés par les MAPK et CDK
testées. De maniére intéressante, p38a phosphoryle les 3 sites Ser/Thr-Pro de I'IDR C-terminale de
Sox2 (5220, T232,S251), mais phosphoryle aussi 2 sites non-canoniques (5209, motif YNSM, et T306,
motif PGTA).248:249

d Esrrb(1-102) Esrrb + p38 Esrrb + Cdk1
Esrrb(1-102) + p38 % phosphorylation % phosphorylation
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Figure 15 : a. Superposition de spectres 2D *H-">*N HSQC de > N-Esrrb_aa1-102_C12A-C72A-C92A enregistrés
a 283K (noir) et apres (gris et phospho-pics en couleurs) phosphorylation par p38c; b. Cinétiques de phospho-
rylation & 298K obtenues par RMN (séries de spectres 2D *H->’N SOFAST-HMQC) de Esrrb_aal-102_C12A-
C72A-C92A (pSer22 en rouge, pSer34 en violet, pSer58 en bleu) en présence de p38c, Cdk1-cyclinA2 ou Erk2 ;

la présence de la GST en N-terminal n’a pas d’impact sur les préférences de phosphorylation par p38c.
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Figure 16 : a. Superposition de spectres 2D *H-*>N HSQC de *N-Sox2_aal15-240 enregistrés a 283K avant
(noir) et apreés (rouge) phosphorylation par p38c ; les cinétiques de chaque site ont été analysées par RMN
(séries de spectres 2D H-'N SOFAST-HMQC); b. Superposition de spectres 2D H-*N HSQC de **N-
Sox2_aa234-317 enregistrés a 283K avant (noir) et aprés (rouge) phosphorylation par p38« ; les cinétiques
de chaque site ont été analysées par RMN (séries de spectres 2D 1H-*>N SOFAST-HMQC).

Nous avons pu ainsi ensuite établir des protocoles permettant la phosphorylation stoechio-
métrique des IDRs au sein de constructions AviTag-IDR ou IDR-AviTag. Nous avons ensuite utilisé
des échantillons AviTag-Sox2_aal15-240 et AviTag-Sox2_aa234-317 phosphorylés ou non par p38a,
pour effectuer des pull-downs sur des extraits nucléaires de cellules souches embryonnaires mu-
rines (mESCs, cellules cultivées par nos collaborateurs de I'Institut Pasteur, équipe Epigénomique,
Prolifération et Identité Cellulaire dirigée par P. Navarro). Nous avons choisi d’utiliser les capacités
de protéomique semi-quantitatives proposées par la plate-forme de protéomique de I'Institut Curie.
Cette approche permet de comparer quantitativement les éluats obtenus a I'issue d’expériences de
pull-downs. Nous avions décidé de comparer les interactomes de deux fragments de I'IDR C-termi-
nale de Sox2, qui comportaient chacune une région riche en résidus hydrophobes, habituellement
associés a des motifs d’interactions chez les IDRs.

Les résultats (Figure 17) montrerent un enrichissement modéré de certains facteurs de
transcription dans I’éluat de Sox2(aal15-240), cet enrichissement disparaissant aprés phosphoryla-
tion de Sox2(aall5-240). Les enrichissements les plus remarquables concernent les kinases
CK1a,0,€ et la prolyl-isomérase Pinl, que I'on retrouve enrichis seulement dans les éluats de phos-
pho-Sox2_aall15-240, et plus encore de phospho-Sox2_aa240-317. Nous n’avons par contre par ob-
servé d’enrichissement en sous-unités du complexe Mediator, alors que des interactions Sox2-
Mediator ont été décrites.196:2°0
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Figure 17 : a. Schéma des structures primaires d’IDRs de Sox2 utilisées pour les pull-downs visant a identifier
des partenaires de Sox2 ; b. Etapes de I'expérience de pull-down ; c. Volcano plots de I'analyse en protéomique
semi-quantitative des éluats obtenus a l'issue de I'expérience de pull-down ; quelques familles de protéines
sont mises en valeur par des couleurs : bleu: facteurs de transcriptions associés a Sox2(aal15-240) peu ou
non affectés par la phosphorylation ; vert : facteurs de transcriptions associés a Sox2(aal15-240) mais pas a
sa version phosphorylée; magenta: partenaires phospho-dépendants de Sox2(aa115-240); violet: partenaires
phospho-dépendants de of Sox2(aal15-240) et Sox2(aa234-317). Les pull-downs ont été effectués unique-
ment en duplicat, en utilisant 15 millions de cellules par échantillon (concentration de I’extrait cellulaire : 5
mg/mL) et 1 nmol de protéine appdt.

Nous avons vérifié par RMN que phospho-Sox2(aal15-240) and la prolyl-cis/trans isomérase
Pinl interagissaient directement (Figure 18): Pinl reconnait le motif consensus pSer-Pro de Sox2,
mais aussi un motif pSer-Ala inconnu jusqu’alors. Des interactions entre Pinl et Oct4 ou Nanog
avaient été publiées antérieurement,?12°2 dont I'impact sur la stabilité des facteurs de transcrip-
tion, et pour la pluripotence et le cancer avait été décrit.>>3 Les interactions entre phospho-
Sox2(aal1l5-240) et les isoformes de CK1 étaient également tres intéressantes. Il avait été montré
récemment que l'inhibition de CK1 stimulait I'induction de Oct4, Nanog et Esrrb, et menait a une
conversion vers des ESCs naives efficace.'® Il semblait ici que nous avions identifié une affinité de
CK1 pour des substrats déja phosphorylés, ce qui était intéressant. Nous avions presque défini les
conditions de production de CK1e au laboratoire, et je pensais peut-étre essayer de décrire l'inte-
raction entre CK19 et phosho-Sox2. Cependant, japprenais qu’un collegue allemand (Pr. V. D6tsch)
allait publier la premiere description de I'interaction de CK1le avec des fragments préphosphorylés
de p63 (trés belle publication 2°%).
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Figure 18 : a. Superposition de spectres 2D *H-1*N HSQC de **N-Sox2_aa115-240 seule (noir) ou en présence
de Pin1 (non marquée isotopiquement) (gris); en haut a droite : rapports d’intensités pour chaque résidu dans
les spectres de Sox2_aa115-240 seule et en présence de Pin1. b. Superposition de spectres 2D *H->N HSQC de
N-phospho-Sox2_aal15-240 seule (rouge) ou en présence de Pin1 (gris) ; en haut & droite : rapports d’inten-
sités pour chaque résidu dans les spectres de phospho-Sox2_aal15-240 seule et en présence de Pin1.

J'ai incorporé ces résultats préliminaires a des demandes de financement ANR et INCA a Ia
fin 2017, qui proposait de caractériser structuralement les interactions déja publiées entre OSN et
leurs partenaires, de financer les recherches interactomiques avec plus de réplicats sur les autres
IDRs de TFs de pluripotence, et de vérifier les interactions identifiées en mESCs par mutations de
fragments d’IDRs (collab. PF protéomique Institut Curie, et P. Navarro de I'Institut Pasteur). Le projet
n’a pas été retenu (échec au 2° tour), 'aspect exploratoire de recherches interactomiques n’ayant
pas été bien percu notamment. Ces études de recherche de partenaires directs sont en pause de-
puis : les expériences de protéomique coltent cher, je pensais avoir plus de chances de finance-
ments sur d’autres sujets pour l'instant, et nos observations expérimentales ainsi que des publica-
tions montrant de la séparation de phase associées aux IDRs de TFs de pluripotence en 2018 chan-
geaient beaucoup la situation.

4.1.2.d. La séparation de phase et les limites de nos approches

Nous avions en effet reconnu la capacité des IDRs de Sox2 de provoquer la séparation de
phase in vitro. Cela avait rendu I'attribution RMN de Sox2_aal15-317 tres difficile, car cela s’asso-
ciait a une concentration limite maximale d’environ 100 uM et a I'agrégation progressive de ce pep-
tide. Je ne détaillerai pas les résultats, suivant le souhait de mes collaborateurs. Je peux tout de
méme en parler, puisque des observations similaires ont été publiées par le groupe de R. Young.1%®
Les quelques récentes années ont vu la publication d’études tres éclairantes sur le sujet, dont j’ai
déja parlé en introduction (cf. 3.1.2.3.)188194-202 || est possible que I'enrichissement en TFs observé
a l'issue de nos pull-downs utilisant I'IDR C-terminale de Sox2 soit lié a ce genre de phénomene. Jai
en tout cas le sentiment qu’il sera difficile de faire financer des études structurales dans ce champ
scientifique dans un proche avenir : il semble que les TFs puissent interagir de maniere multivalente,
faible et peu spécifique avec la machinerie de transcription et avec d’autres TFs ; ceci rend I'enga-
gement dans de telles études risqué, et peu attractif pour les agences de financement francaises,
dont je percois une préférence pour les recherches liées a des évéenements biologiques avec lesquels
on peut interférer (e.g. inhibition ou activation a des fins thérapeutiques). Il serait trés difficile
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d’obtenir et de publier suffisamment de caractérisations structurales en séparation de phase sur ces
TFs avec nos moyens, qui pourraient pour motiver une agence de recherche a poursuivre dans cette
voie. J’ai donc mis cette partie de mes travaux en pause depuis 2018. Je publierai certainement les
résultats présentés dans un article invité en 2023 (Comptes rendus de I’Académie des Sciences).

4.1.3. Caractériser les IDPs par RMN en conditions physiologiques : la détection *3C directe

Mes travaux sur les IDRs/IDPs et leur caractérisation par RMN ont toujours eu un aspect que
je trouvais frustrant : nous étions dans I'obligation de les observer a faible pH <7 et faible tempéra-
ture < 298K. Cela est dl au fait que nous les analysons en utilisant des expériences bidimension-
nelles de corrélation *H->N des fonctions amides du squelette peptidique : ces expériences géné-
rent des spectres dont les signaux sont suffisamment distincts, et dont la sensibilité est maximale...
mais diminue lorsque I'’échange de protons entre I'eau et les fonctions amides s’accélére a pH et
température croissantes. J'avais travaillé a trouver des parades a cela en post-doctorat, améliorant
I'utilisation de ces expériences *H->N pour les IDPs. J’avais également testé des expériences utilisant
la détection directe 13C, proposées par I. Felli et W. Bermel.*3*18> Malheureusement, ces expériences
souffrent d’une sensibilité plus faible, notamment celle établissant une corrélation *CO-*>N qui gé-
nerent des pics distincts pour chaque résidu (~1h d’acquisition a ~200 uM). J'avais gardé a |'esprit
gue certaines améliorations pouvaient étre portées et j’ai donc travaillé a ce sujet en 2018-2019.

Une autre expérience en détection '3C directe attirait mon attention : la corrélation 3Ca-
13CO permettait a priori une meilleure sensibilité que la corrélation'3CO->N, mais les signaux étaient
intrinsequement plus superposés dans les spectres. Cependant, mes collegues I. Felli et W. Bermel
n’avaient pas concu leurs expériences pour observer de longues FID des '3Ca, synonyme d’amélio-
ration de la résolution, ce qui était pourtant possible étant donnée les caractéristiques de relaxation
favorables des *3Ca. J’ai donc recongu des expériences de corrélation 3Ca-*3CO utilisant une évolu-
tion « constant-time » dans la dimension indirecte d’évolution du *3Ca, pour éliminer les couplages
scalaires avec les carbones voisins ; j'ai également optimisé les temps de transferts de magnétisa-
tion, utilisé de nouveaux pulses plus efficaces que ceux des expériences précédentes, et remplacé
le découplage 3C-13C virtuel IPAP par un homodécouplage pendant I'acquisition. Toutes ces amé-
liorations ont permis d’améliorer la sensibilité d’un facteur 3, auquel on peut ajouter une augmen-
tation de signal grace a des composés paramagnétique accélérant les T1. Nous pouvons désormais
obtenir des spectres d’IDPS exploitables pour I'analyse résidu par résidu en 1 heure a ~10 uM (signal
sur bruit par heure et par micromolaire S/N/h/uM~1a 2 ht.uM* dans un tube « shigemi advanced »
5 mm contenant 320 plL d’échantillon utile), en utilisant la cryosonde TXO installée sur un 700 MHz
de I'ICSN (Gif-sur-Yvette).

Ces développements ont été publiés en 2020 dans le journal Angewandte Chemie.?>> L’ article
correspondant montrait la capacité de cette nouvelle approche 3Ca-13CO a générer des spectres de
haute qualité sur de nombreuses IDRs (Figure 19). || montrait également I'utilité de cette approche
a haute sensibilité pour I’'analyse des cinétiques de phosphorylation d’IDPs en toutes conditions de
pH et de températures (Figure 20), ce que les approches *H-1>N ou 3C-°N ne permettent pas a
cause de I’échange de protons entre eau et fonctions amides.
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Figure 19 : Spectres (*H-flip*)-*Ca**CO-LB de I’ a-synucléine obtenus @ 700 MHz, en utilisant des temps d’évo-
lution « constant-time » dans la dimension indirecte croissants (multiples de 1/J(CaCb)).
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Figure 20 : a. Spectres 2D *H-**N HSQC et b. (*H-flip*)-CaCO-LB du fragment IDR de Mdm2 humaine (aa284-
434) a pH7/7.5 et T=283K/303K ; ¢. Spectres 2D (*H-flip*)-CaCO-LB du fragment IDR de BRCA2(aa190-284)
avant (noir) et aprés (rouge) phosphorylation par Plk1 ; d. Spectres 2D (*H-flip*)-CaCO-LB du fragment IDR de
Oct4(aal-145) avant (noir) et aprés (rouge) phosphorylation par p38c ; e.f. Cinétiques de phosphorylation de
BRCA2(aa190-284) et Oct4(aal-145)par Plk1 et p38a telles qu’observés par I'acquisition de séries de spectres
2D (*H-flip*)-CaCO-LB au cours des réactions.

Université Paris-Saclay

Espace Technologique / Immeuble Discovery
Route de 'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France

49



Nous avons commencé a utiliser cette approche pour explorer les interactions entre I'a-sy-
nucléine et les membranes lipidiques.

L'a-synucléine joue en effet un réle dans le recyclage des vésicules synaptiques (~40 nm de
diameétre).?°® Cette capacité d’interaction avec les membranes semble avoir des effets délétéres en
cas de surexpression de I'a-synucléine, avec I'accumulation de gouttelettes lipidiques et la perte de
physionomie normale et d’activité mitochondriale.13>136.257 | "affinité pour les membranes lipidiques
a été beaucoup étudiée, elle est fortement modulée par la charge des tétes polaires lipidiques, par
la courbure de la membrane, et par la fluidité de la membrane, mais ces deux derniers aspects ne
sont pas bien documentée a mon avis, notamment du point de vue structural.}12258-262 Grace aux
expériences 13Ca-13CO, nous avons montré que ces interactions o-synucléine/larges vésicules (>100-
200nm) sont tres dépendants de la température (Figure 21). Nous avons notamment observé I'in-
teraction entre a-synucléine et des mitochondries purifiées de cellules HeLa a 310K, mais pas a
283K. Cette étude nécessiterait quelques expériences supplémentaires pour étre publiable, elle
n’est pas dans nos priorités immédiates.

PigBrainPolarLipids (PBPL) Figure 21 : Caractérisation de l'interaction entre I’aSyn, a 30
Large Unilamelar Vesicles (LUVs) HM) et des vésicules larges unilamellaires (LUVs) d’extraits de
lipides polaires de cerveaux de porc (4g/L). Les vésicules ont
un diameétre moyen de ~100 nm (DLS). Cette taille est suffi-
samment large pour empécher l'interaction avec I’aSyn a

o 00 000 283K, en accord avec la littérature : les différences d’intensi-
Diameter (nm) tés, résidu par résidu, des signaux RMN de I’aSyn seule (1) et
aSyn(NMR intensities) + PBPL LUVs en présence de LUVs (1) sont trés faibles, indiquant un envi-
ronnement chimique similaire de I’ aSyn observé dans les 2 si-
tuations, i.e. un monomeére en solution. Cependant, grdce a
I'utilisation de nouvelles séquences permettant la détection
RMN 3C, nous avons pu mesurer de larges différences d’in-
tensité a 310K, température a laquelle I'interaction est obser-
vable par les différences d’intensités. Nous pouvons ainsi car-
tographier cette interaction faisant intervenir les 100 pre-
miers résidus de I’aSyn.

s 140
residue nb

Une autre application plus excitante, celle que j'avais en téte depuis 7-8 ans, vient enfin
d’étre mise en ceuvre. Nous avons récemment utilisé I'approche 3Ca-'3CO a la RMN in-cell. Ceci
nous a permis d’obtenir les premiers spectres au monde d’IDPs en conditions physiologiques de pH,
température et en cellule (cf. chapitre 3.3.). Nous allons essayer de publier ces résultats au plus vite.

Un probléme demeure pour les approches utilisant la détection '3C-directe: le prix élevé du
13C-glucose utilisé pour la production recombinante de protéine marquées *3C. Un gramme co(ite
en ce moment ~200-300 euros, quasiment le prix d’exploitation d’un spectromeétre pendant un jour.
Il faut 2 grammes de glucose par litre de culture. Ces colts deviennent difficiles a assumer.

Nous avons également exploré les possibilités d’utilisation de la corrélation *Ha-'3Ca, qui
permet une meilleure sensibilité a tout pH et toute température, en collaboration avec une collégue
hongroise (A. Bodor).?%® ’expérience RMN qui a été concue est cependant moins applicable pour la
RMN in-cell. L.E. Kay lui-méme a récemment publié une séquence permettant d’évaluer la relaxation
transverse des Ha pour caractériser des IDPs en conditions physiologiques, en lien avec les investi-
gations sur I’état des IDPs en séparation de phase.?®* Le probléme des conditions utilisées pour la
caractérisation des IDPs commence donc a étre considéré par la communauté.
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4.1.4. Amélioration des protocoles de suivi de phosphorylation par RMN

En continuant a travailler sur les phosphorylations d’IDRs par des kinases, et leur analyse par
RMN, j’ai rencontré plus de situations parmi celles possibles et amélioré les protocoles liés a cette
analyse, de la préparation des échantillons a I'analyse des cinétiques. Ces améliorations aux proto-
coles élaborés pendant mon post-doctorat ont été publiés en 2020 dans un numéro spécial de
Methods in Molecular Biology dédié aux IDPs ; I'’étudiante en thése que je co-encadrais, M. Julien, a
assuré I'écriture et la réalisation des aspects expérimentaux de I'exemple utilisé pour décrire ces
nouveaux protocoles.?®® Les détails et les astuces qui sont fournis dans cette publication sont nom-
breux et précis, trop pour étre énumérés ici. Il me semble normal de renvoyer les lectrices et lec-
teurs a la lecture de celle-ci, le manuscrit est disponible via orcid et HAL.

4.1.5. Le facteur de transcription Elk1

Mes travaux de post-doctorat sur le TF Elk1 avaient permis de révéler une régulation trés
particuliére de I'interaction entre I'IDR de Elk1 et le complexe Mediator : les premiéres phosphory-
lations de Elk1 par Erk2 augmentaient I'affinité pour le Mediator, tandis que des phosphorylations
plus tardives I'abolissaient (cf. chapitre 2.2.2.c. et Figure 3).°® La description structurale de ces éve-
nements n’est toujours pas résolue cependant. Les difficultés liées a la production des formes de
Elk1 phosphorylées en sont sans doute en partie responsables. Elk1 induit la transcription de nom-
breux geénes liés a la prolifération cellulaire, et il est logiquement impliqué dans de nombreux can-
cers.2%57273 | 3 caractérisation structurale de I'interaction entre Elk1 et le complexe Mediator serait
donc tres intéressante. Il a été montré que cette interaction dépend de la présence de la sous-unité
Med23. Cette sous-unité a longtemps résisté aux tentatives d’études biochimiques, mais avait été
produite en cellule d’insecte, purifiée et stabilisée par des collégues a Lille, notamment grace a
I’ajout d’'un nanobody qui avait permis la cristallisation de Med23.274 Nous avons repris ces proto-
coles pour étudier les interactions des formes phosphorylées de I'IDR de Elk1 avec Med23 par RMN.

J'ai tenté de cartographier la région d’interaction de I'IDR N-terminale de Elk1, en enregis-
trant des spectres de °N-Elk1 en présence/absence de Med23 : les résidus en interaction voient
leur intensité RMN diminuer (Med23 est une protéine repliée de 200 kDa). Nous avons produit di-
verses versions de Elk1, dont des sites de phosphorylation ont été mutés en alanine, pour quantifier
I'impact de ceux-ci sur I'interaction avec Med23.

Cette étude est rendue difficile par le fait que Med23 est trés sujet a I'agrégation, et ne sup-
porte pas les pH neutres ou acides. Travailler a pH 8 rend I'observation classique d’IDRs par RMN
1H-15N trés difficile, en raison de I’échange rapide entre protons de I’eau et des fonctions amides (cf.
chapitre 3.1.3.). L'utilisation des nouvelles séquences d’impulsion décrites en 4.1.3. nous a permis
d’obtenir des résultats préliminaires intéressants. Nous avons observé la disparition de certains pics
de phospho-*>N-Elk1(Aslow) (5 sites phosphorylés, 3 phosphosites lents mutés pour affinité maxi-
male, cf. chapitre 2.2.c.) en présence de Med23, qui correspondraient a la région d’interaction entre
le facteur de transcription Elk1 phosphorylé et la sous-unité Med23 du complexe Mediator (Figure
22). Certains de ces pics perdent aussi en intensité dans Elkl non-phosphorylée en présence de
Med23.

Nous avons aussi produit des constructions biotine-AviTag-Elk1(Aslow) phosphorylées ou
non pour effectuer des pull-downs d’extraits nucléaires de cellules HelLa. Nous espérions observer
des différences d’intensités pour Med23 révélée en western-blot, mais les bandes obtenues étaient
tres faibles, trop pour étre vraiment analysées.

Université Paris-Saclay 51
Espace Technologique / Immeuble Discovery
Route de 'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France



Nous avons soumis un projet pour financement par I’ANR a la fin 2018 pour finaliser cette
étude, qui n’a pas été financée (échec au 2° tour). La principale critique portait sur la possibilité de
compléter la RMN par de la microscopie électronique du complexe Mediator (task optionnel pro-
posé en fin de projet), qui a été fortement mise en doute par un(e) référé(e). C’'était un mois avant
la publication des premiéres structures cryo-EM de ce Mediator. Les avancées dans la description
structurale du Mediator et de son interaction avec la RNA polymérase Il par cryo-EM ont été d’ail-
leurs phénoménales au cours des 3-4 derniéres années.?’>276

Ce projet n’est pas réalisable sans ce financement et je ne I’ai pas priorisé. (L'année suivante,
j’ai en effet préféré soumettre a I’ANR un projet lié au réseau p53-Mdm2-Chk2, en collaboration
avec A. Loewer, Univ. Darmstadt). Une étude récente a montré I'intérét thérapeutique potentiel
fort de I'inhibition entre Med23 et un autre facteur de transcription, EIf3 qui induit la production de
Her2.2”7 |l semble que Elk1 et EIf3 n’interagissent pas de la méme maniére avec Med23 selon cette
étude. Pour finir, je n’ai pas pris le temps de tenter des prédictions structurales d’un complexe Elk1-
Med23 en utilisant Alphafold. Il est possible cependant que I'interaction soit peu spécifique ou s’ef-
fectue a travers des mécanismes de séparation de phase, suivant de nombreux autres exemples
récents.188'194_202
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Figure 22 : Superposition des spectres 2D Ca-CO du domaine désordonné de transactivation Elk1-TAD(Aslow),
i.e. Elk1(aa309-429)-(T337A-T418A-5423A) muté sur les sites de phosphorylation lents, dont nous avions mon-
tré I'impact négatif sur l'interaction avec le complexe Mediator (Mylona et al. 2016 Science).’® A gauche :
superposition de Elk1-TAD(Aslow) non phosphorylé (noir) et phosphorylé (rouge) par Erk. En haut a droite :
superposition de Elk1-TAD(Aslow) non phosphorylé seul (noir) et en présence de Med23 (bleu), tous les deux
a 10 uM. Nous observons des intensités de pics décroissantes dans la région entre T369 et A392, qui suggeérent
une interaction faible entre Elk1-TAD(Aslow) et Med23. En bas a droite : superposition de Elk1-TAD(Aslow)
phosphorylé seul (rouge) et en présence de Med23 (bleu) tous les deux a 10 pM. Nous observons des dispari-
tions de pics dans la région entre A352 et A392, qui suggeérent une interaction plus forte entre phospho-Elk1-
TAD(Aslow) et Med23. Tous les spectres ont été enregistrés en PBS, a pH8 et a 283K (700 MHZ TCI cryosonde,
12h d’acquisition).
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4.1.6. Mdm2, I'ubiquitine-ligase de p53

4.1.6.a. Contexte, questions

J'avais mené des travaux sur l'interaction entre p53 et Mdm2 au cours de mon post-docto-
rat. La trés étudiée protéine p53 est un TF « suppresseur de tumeur », mutée dans environ 50% des
cancers, dont les génes cibles sont trés nombreux, certains déclenchant arrét du cycle cellulaire,
sénescence.?’® Mdm2 est sa principale E3-ubiquitine ligase qui promeut la dégradation réguliére de
p53 (Figure 23). Cette activité régule la quantité intracellulaire de p53, permettant le déroulement
normal de la vie cellulaire.?’228 Inhiber la liaison de Mdm2 a p53 et 'ubiquitination de p53 est de-
puis longtemps une stratégie anticancer attractive.

Cassures de ’ADN Stress ribosomal;
Expression d’oncogénes

lation de p53 et Mdm?2.
. . / Interactions p
p

rotéine-protéine
Ubiquitinatioi
—_—
——
Transcription
/ / \ \ I —p Activation 1
! 1
1 —— Inhibition I
|
|

Arrét du cycle Apoptose Prévention de Réparation 1
cellulaire 'angiogénése de I’ADN . _’_P_hgsfh_o?lft? rl'

Figure 23 : Schéma bref de I'activation et régu-

Nous nous intéressions pendant mon post-doc a I'influence des propensités en structure se-
condaire de I'IDR N-terminal de p53 sur son affinité pour son ubiquitine-ligase Mdmz2, et a ses con-
séquences sur la signalisation cellulaire de p53 (cf. chapitre 2.2.4.b.).>* Ces travaux se basaient sur
des caractérisations in vitro utilisant des fragments courts N-terminaux de p53 et Mdm2, complé-
tées par de la microscopie de fluorescence en cellule vivante pour détailler I'évolution dynamique
des concentrations de p53 et Mdm?2. Cette interaction entre I'IDR N-terminale de p53 et le domaine
N-terminal p53-BD (aal-112) de Mdm?2 était celle qui occupait toute la communauté, pour plusieurs
raisons : entre autres, d’abord parce qu’on savait produire et purifier ces peptides, mais aussi no-
tamment parce que I'inhibition de cette interaction était vue comme une stratégie anti-cancer pro-
metteuse. De nombreux composés liant Mdm2 et inhibant I'interaction avec p53 ont été développés
et méme testés en clinique,?8-282 mais ces applications thérapeutiques ne sont toujours pas satis-
faisantes (pas assez toxiques envers les cellules cancéreuses, trop toxiques envers les tissus sains,
et mutations d’échappement de p53 créant des clones cancéreux graves).?83284 Des dérivés de ces
inhibiteurs sont actuellement développés, qui induisent la protéolyse de Mdm2 (PROTACs).2%

Cette interaction entre les domaines N-terminaux de p53 et Mdm?2 a été décrite structura-
lement depuis 1996.%2%° Les structures des autres domaines repliés de ces deux protéines ont égale-
ment été décrites (Figure 24). Le doigt de zinc (aa290-334) lie certaines protéines ribosomales
lorsqu’une instabilité ribosomale se présente.?®’-28% Le domaine dimérique C-terminal RING E3-ubi-
quitine ligase est responsable de I'ubiquitination de p53 (en homodimeére ou en hétérodimére avec
le domaine RING de MdmX). Récemment, des structures ont été publiées qui détaillent les com-
plexes intégrant le dimere du domaine RING de Mdm2 (ou I’'hétérodiméres des domaines RING de
Mdm?2 et de son homologue MdmX ) et son E2-ubiquitine ligase.??%2°1
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Figure 24 : Structures primaires de Mdm2 et p53, les régions repliées sont en bleu foncé et orange, les régions
désordonnées en bleu ciel et jaune; la région en violet de Mdm2 correspond a un segment désordonné tres
chargé négativement (Asp/Glu). Les structures présentées proviennent de la PDB. Les sites de phosphorylation
des kinases CK1, CK2 et DNAPK sont indiqués par des pastilles de couleur. Plusieurs publications ont montré
que la région centrale de Mdm2 contenant les segments désordonnés et le ZF inhibe la reconnaissance de
I’ADN par le DNA-Binding Domain de p53.

Ces structures laissent cependant de nombreuses questions sans réponses. Nous pouvons
en lister quelques-unes, qui pourraient étre éclairées par des travaux de biochimie et de biologie
structurale.

- Est-ce que l'interaction des deux domaines N-terminaux de p53:Mdm?2 est la seule importante et
utilisable pour des interventions thérapeutiques ?

- Quelle structure adopte le complexe des protéines entiéres p53:Mdm2 ?

- Comment les nombreuses modifications post-traductionnelles (PTMs) de p53 ou Mdm2 influen-
cent-elles leurs structures isolées et en complexe, ou I'activité ubiquitine-ligase de Mdm?2 ?

- Avec quelles conséquences sur la reconnaissance des génes cibles de p53 ? 20

- Comment les PTMs influencent-elles les interactions de Mdm?2 avec les protéines ribosomales, et
comment ces interactions influencent-elles peuvent-elles influencer son activité ? 287-289,292-294

D’autres questions existent sur les activités p53-indépendantes de Mdm?2, ou indépendantes
de ses capacités d’E3-ubiquitine ligase.?8%29>
- Comment Mdm2 ubiquitine-t-elle ses autres cibles ? 2962%°
- Quels sont les détails structuraux des interactions rapportées entre Mdm2 les mRNAs de p53, RB,
MYCN, XIAP, VEGF ou Slug, et comment ces PTMs les influencent-elles ? 30°-3%8 Et comment les inhi-
biteurs de ces interactions fonctionnent-ils ?309-312

- Comment Mdm?2 interagit-elle avec des partenaires coactivateurs ou répresseurs sur la chroma-
tine 9 297,313-317

Toutes ces questions nécessitent de prendre en compte les IDRs de Mdm?2 et p53. p53 a
focalisé la plupart des efforts de la communauté pendant les années 1990-2000-2010, si I'on ex-
cepte les recherches de composés liant le domaine p53-BD N-terminal de Mdm2. De nombreuses
études ont caractérisé les IDRs de p53, dont les conclusions sont mitigées : de nombreuses PTMs
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ont été identifiées comme ayant un role important dans la régulation de I'activité ou la stabilité de
p53 en cellules, mais leurs conséquences sont moins claires chez I'lanimal (a part celles affectant
I'ubiquitination en C-terminal, bien s(ir) ;283318321 noys pouvons noter que les résultats sur ces PTMs
variaient en fonction des lignées cellulaires utilisées, et que de nombreuses expériences menées
dans les années 2000 étaient peu adaptées au fait que les niveaux de p53 ou Mdm?2 oscillent rapi-
dement dans le temps aprés les dommages de I’ADN.322

Ainsi, travailler sur le « suppresseur de tumeur » était une évidence. Mais Mdm?2 a des ca-
pacités oncogeénes qui en font une cible plus logique dans la recherche d’inhibiteurs.?8%2% Certaines
PTMs des IDRs de Mdm2 semblent étre les cibles de voies de signalisations qui régulent in fine I'ac-
tivité de p53,279323732% mais qui ont également des conséquences indépendantes de I'activité de
p53. Des contacts intramoléculaires avaient notamment été suggérés entre le domaine acide et le
domaine RING, contacts modulés par des phosphorylations qui réguleraient ainsi I'activité de Mdm?2
et son interaction avec p53.1°1:323:330-332 Ces contacts avaient été détectés par des expériences de
pull-down, mais ils n’ont pas été caractérisés plus précisément.

Il était donc urgent de travailler sur les IDRs de Mdm?2, et sur des fragments longs intégrant
les domaines repliés et les IDRs, voire sur la protéine entiere. Ces IDRs de Mdm2 n’avaient et n’ont
toujours quasiment pas été caractérisées dans la littérature.333

4.1.6.b. Produire les fragments de Mdm2 et Mdm2 entiére, attributions des spectres RMN

Nous avons congu et produit une longue liste de constructions peptidiques intégrant au fur
et a mesure les différents domaines de Mdm?2 (Figure 25). Nous avons décidé d’utiliser préféren-
tiellement la production recombinante en bactérie pour deux raisons : i) elle permet des marquages
isotopiques uniformes pour I'analyse RMN ; ii) elle génére des peptides non modifiés, contrairement
a la production recombinante en cellules d’insecte.33* Nous avons tout de méme effectué des tests
de production en cellules d’insectes, qui ont montré la faisabilité de cette approche ; elle n’apparait
pas indispensable si I'on considére la balance entre les rendements et une certaine lourdeur de
I"utilisation des baculovirus/cellules d’insecte.

1 111 296 331 491 1 393
Mdm?2 p53 | [  owasp [ fret] |
NLS NES 436 482 90 290 326 360
aal-112 (I /1
aal7-112 [ [ [ ]
aal-293 O | ——
aa111-230 /1 [ 1]
aa111-230 /T [ [ 1]
aa111-293 "IDR1" [T |
aa284-333 "zZF" [ L344P-mono | I I I |
aa284-434 ] L344R-di | I I
aa333-434 "IDR2" I tetra | [ |
aalll-434 |:-:| 1 111 301 333 429 490
B o — | Mdmx [l [=] [rinG |
aal-434 (s e [ —
aal-434-AAD [N I [ | [ O
aal-434-ANES [ [ Do ] [ I I
aal-434-AzF [ T I I 1 |
Mdm2-G443T+ m 0 MdmX(RING) [
[ I I |
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Figure 25 : Constructions peptidiques de Mdm2, p53 et MdmX que nous avons réussi a produire/purifier au
laboratoire. Nous avons privilégié la production recombinante en bactérie pour permettre un marquage iso-
topique a colt abordable. Nous avons également produit des constructions de Mdm2 en cellules d’insecte et
en cellules mammiferes.
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Les constructions peptidiques de Mdm2 sont trés sensibles a la protéolyse, notamment car
nous devons travailler en absence d’EDTA, un inhibiteur de protéase simple mais utile, pour éviter
de déstabiliser le ZF et le RING, et pour éviter les interférences avec le Mg?* nécessaire a I'activité
des kinases.

La production des IDRs n’a pas posé beaucoup de problémes, mais j'ai concu des construc-
tions contenant des segments tronqués de ces IDRs notamment pour I’attribution des signaux RMN.
Cette attribution a permis de confirmer expérimentalement I'absence de repliement stable de ces
IDRs (Figures 26-27-28). La mutation des cystéines en alanines n’a qu’un faible impact sur le com-
portement conformationnel (Figure 26). Produire et maintenir soluble des IDRs contenant plus
d’une ou deux cystéines est trés pénible, nous avons donc utilisé les mutants alanine par la suite.
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Figure 26 : a. Spectre 2D H->N HSQC a 283K de I'IDR Mdm2(aa111-230) avec I'attribution des signaux ; la
zone grisée est celle ot se trouvent habituellement les résonances d’acides aminés adoptant un comporte-
ment structural random-coil ; b. Schéma de la structure primaire de Mdm2 humaine et propensions aux struc-
tures secondaires calculées a partir des déplacements chimiques Ca et CFdu squelette peptidique, en utilisant
I'algorithme ncSPC.*° Les tirets orange représentent les positionnements des cystéines.

L'intégration du doigt de zinc (ZF pour zinc-finger) n’a pas eu d’influence sur les déplace-
ments chimiques des deux IDRs, ni sur les intensités des pics correspondants (Figure 28). Les inten-
sités du ZF, un petit domaine mais replié, sont plus faibles que celles des IDRs, comme prédit par la
théorie de la RMN ; ces intensités du ZF sont encore plus atténuées dans les constructions longues,
en comparaison a celles observées sur le ZF seul, ce qui est sans doute simplement lié a un temps
de corrélation plus long (Figure 26). De maniére intéressante, le ZF a bel et bien deux conformations
associées a I'adoption de conformations cis ou trans de 3 prolines, comme cela avait été rapporté
par une étude structurale antérieure.33> On peut noter que les constructions contenant le ZF ont
tendance a retenir des acides nucléiques, qui obligent a ajouter une chromatographie échangeuse
d’anions ou héparine entre les étapes His-trap et SEC. Ces différentes étapes et constructions ont
confirmé le bien-fondé d’une approche de segmentation des fragments IDRs pour leur étude struc-
turale et I'attribution des signaux RMN.
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Figure 27 : a. Spectre 2D 1H-*>N HSQC & 283K de Mdm2(aa284-434) avec I'attribution des signaux ; la zone
grisée est celle ol se trouvent habituellement les résonances d’acides aminés adoptant un comportement
structural random coil ; b. Schéma de la structure primaire de Mdm2 humaine et propensions aux structures
secondaires calculées a partir des déplacements chimiques Ca et C3du squelette peptidique, en utilisant I'al-

gorithme ncSPC.**°
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c. Méme spectre qu’au-dessus, mais a un niveau de contours inférieur, qui permet de vi-
sualiser les pics du ZF ; d. Vue en 3D isométrique du méme spectre.
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Figure 28 : Gauche. Spectre 2D 'H->N HSQC & 283K de Mdm2(aal11-434_4C4A) avec I'attribution des si-
gnaux ; la zone grisée est celle ol se trouvent habituellement les résonances d’acides aminés adoptant un
comportement structural random coil ; Droite. Superposition des spectres 2D H-*N HSQC & 283K de
Mdm2(aa111-434) (noir), Mdm2(aa111-293) (bleu) et Mdm2(aa283-434) (bleu) ; les résidus dont les dépla-
cements chimiques sont affectés par les mutations Cys->Ala et par les troncatures sont indiqués, des fléeches
montrent les changements de déplacements chimiques.

L'intégration du domaine N-terminal de liaison a p53-Nter, dit p53-BD, a été un peu plus
difficile. Ce domaine est trés bien connu, il a été utilisé pour des dizaines, peut-étre des centaines,
d’études sur des inhibiteurs de I'interaction p53:Mdm2. Sa production s’effectue a basse tempéra-
ture, ce qui correspond a sa faible stabilité et sa tendance a agréger en I'absence de ligand pour sa
poche d’interaction avec p53-Nter. Son intégration au sein de nos constructions peptidiques dimi-
nue substantiellement les rendements de production en bactérie, qui s’effectue a 293 K sur la nuit.
Les spectres RMN des constructions intégrant le domaine N-terminal p53-BD ne permettent pas
d’observer ce domaine : comme pour le ZF, les intensités du p53-BD sont tres faibles dans les cons-
tructions longues, a tel point qu’elles ne sont pas observables. Une surprise est apparue : les pics de
certains acides aminés de I'IDR-aal112-292 ont des intensités plus faibles dans Mdm2(aal-434) que
dans Mdm2(aal12-434) (idem pour aal-333 vs aal12-333) (Figure 29). Cela signifie qu’une interac-
tion faible et transitoire existe entre le p53-BD et I'IDR-aa112-292. Nous avons testé son impact sur
I'interaction avec p53 par la suite grace a des mutants dont certains fragments de I’'DR-aal112-292
avaient été retirés (cf. 4.1.6.f.).
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Figure 29 : a. Superposition des spectres 2D H-1>N HSQC & 283K de Mdm2(aal-434_4C4A) (bleu) et
Mdm2(aa111-434 4C4A) (noir) a 20 uM avec I'attribution des signaux dont les intensités sont les plus affec-
tées ; b. Schéma de Mdm2(aal-434_4C4A) et rapport d’intensités des signaux *H-*>N HSQC dans la construc-
tion Mdm2(aa1-434_4C4A) par rapport a la construction Mdm2(aal11-434 _4C4A); les motifs peptidiques
concernés sont mentionnés en dessous: aal94-206=FDESLALAVIRE| (correspond au NES) et aa246-
252=FSVEFEV.

L'intégration du domaine RING dans nos constructions a requis plusieurs années de travail.
Une structure RMN avait été publiée de ’lhomodimére de Mdm2-RING humain en 2006,3%® et une
structure cristallographique de I'hétérodimére Mdm2-RING:MdmX-RING en 2008.3¥” Les rende-
ments de production étaient faibles, I’'homodimeére avait été purifié depuis la fraction non-soluble
de I'extrait bactérien, produisant ~1 mg/L de culture selon ses auteurs. Nous avons essayé de repro-
duire le protocole correspondant, sans grand succes. J'ai discuté en 2016 avec P.E. Wright, 'auteur
correspondant de la structure RMN, qui m’avait simplement confirmé la difficulté sans plus de sou-
venirs concrets. Dans une publication de 2017 rapportant une structure de ’lhomodimeére de RING-
Mdm2 (en complexe avec son E2-ubiquitine ligase), d’autres auteurs confiaient avoir utilisé 36 L de
culture pour la production recombinante bactérienne.?® Le domaine RING se replie en dimére au-
tour de quatre ions Zn?* qu’il chélate par 6 cystéines et 2 histidines. Il n’est pas trés stable et agrége
progressivement in vitro. Nous avons con¢cu de nombreuses constructions peptidiques intégrant le
domaine RING humain, dans plusieurs souches bactériennes (BL21-DE3star avec et sans surexpres-
sion de DnaK-DnaJl ou GroEL-GroES, bactéries Vmax, Vmax2 338, SoluBL21, a 310-303-298-293-288K)
(cf. https://wwwl.biocat.com/products/CL1300-05-GVO-SGI, et https://www1l.biocat.com/pro-
ducts/C700200-GL ). Rien n’a vraiment aidé. Pour toutes les constructions intégrant I'IDR-aa333-429
ou plus, nous avons obtenu des quantités raisonnables de protéine soluble, mais qui éluaient a ~99%
dans le volume mort des colonnes SEC Superdex200. Les spectres RMN enregistraient montraient
un massif de signaux larges et indéfinis. Ces échantillons correspondaient donc vraisemblablement
a des agrégats solubles, issus de la solubilisation de domaines RING mal repliés par les IDRs. Les
tentatives de dénaturation en urée suivie de renaturation par dialyse n’ont pas été concluantes. Je
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ne voulais pas travailler avec des échantillons aussi peu sirs. Je note que les études biochimiques
sur Mdm?2 entiere produite en bactérie dans la littérature ne procédent pas a cette étape de SEC
avant les analyses fonctionnelles.3%6:308

Une étude récente a montré que 'intégration d’une mutation G443T (présente chez Xenopus
tropicalis) diminue considérablement I'agrégation de Mdm2-RING, sans affecter ses capacités de
E3-ubiquitine ligase; cette mutation permet une multiplication par ~10 des rendements de produc-
tion.>3® Nous avons intégré cette mutation dans des constructions TrxA-Mdm?2 (pET32) ou GST-
Mdm2 (pET41), seules les constructions GST-Mdm?2 ont fourni des résultats satisfaisants en BL21-
DE3star a faible température. Pour autant, les rendements étaient faibles en LB, et inexistants en
milieu minimum M9. Nous avons ensuite utilisé une souche commerciale dérivée de BL21-DE3star,
i.e. Arctic-Express-(DE3) qui permet I'expression de deux chaperones Cpn10 and Cpn60 de Oleispira
antarctica, une bactérie psychrophile, qui sont homologues a GroEL/GroES mais maintiennent leur
activité en dessous de 293K.34% Nous utilisons ces bactéries pour la production a 288 K sur le week-
end. Nous avons enfin co-transfecté les plasmides codant pour Mdm?2 avec un plasmide codant pour
MdmX-RING (soir MdmX-aa334-490, soit MdmX-aa425-490 pour Mdm2-FL). Les rendements sont
désormais satisfaisants pour les constructions Mdm2(aa417-491), Mdm2(aa333-491), et plus faibles
mais acceptables pour Mdm2(aal-491). Toutes ces constructions subissent des chromatographies
HisTrap, échangeuse d’anions et SEC, et sortent de la SEC aprés le volume mort. Les volumes d’élu-
tion correspondent par contre a ceux de protéines repliées bien plus grosses (équivalent a des poids
moléculaires ~3-4 fois supérieurs), ce qui est cohérent avec le contenu en IDRs de Mdm?2.

Ces efforts pour produire la forme entiere de Mdm2 me semblaient nécessaires pour donner
tout leur sens aux expériences effectuées avec les constructions plus courtes. J'espére valoriser ce
travail au plus vite. L’angle de valorisation le plus immédiat semble étre la comparaison des affinités
des différentes constructions Mdm2:p53 et phospho-Mdm2:p53, telles que mesurées par ITC, avec
des compléments de RMN. La caractérisation structurale plus fine de Mdm2 entiére, seule ou en
complexe avec p53 entiére, demandera au moins une analyse en SAXS et des expériences de RMN
supplémentaires (FRET et RPE seraient appréciables,3 mais seront-ils faisables dans des délais ac-
ceptables ?). Une caractérisation de I'impact de Mdm?2 et de ses phosphorylations sur la reconnais-
sance des séquences d’ADN par p53 serait aussi intéressante.

4.1.6.c. Les phosphorylations de Mdm2 : le contexte

Dés sa découverte en 1992 comme partenaire et régulateur de p53, Mdm2 avait été détectée
en tant que protéine fortement phosphorylée.3*? (L’analyse SDS-PAGE la montrait d’ailleurs migrant
comme une protéine de 90 kDa, alors qu’elle ne fait que 55 kDa ; nous savons depuis que cela est
relativement indépendant de ses phosphorylations, les forts biais de composition en acides aminés
rendent sa migration lente avec beaucoup d’acides aminés chargés négativement et peu d’hydro-
phobes pour fixer le SDS.) A la fin des années 1990 et dans les années 2000, des études ont progres-
sivement montré que Mdm?2 était nativement poly-phosphorylée en absence de stress, les sites
correspondant se situant notamment dans la région acide (~aa230-290).330343:344 Apres irradiation
Y, ces phosphorylations disparaissaient et d’autres phosphorylations sur I'IDR2(aa333-423) appa-
raissaient. Ces derniéres étaient établies notamment sur des sites Ser/Thr-Gln nombreux sur cette
IDR2, qui correspondent aux sites consensus des kinases de signalisation de dommages de 'ADN
ATM/ATR/DNA-PK. Un troisieme cluster de phosphorylations existe autour des sites de signal d’ex-
port et d'import nucléaires (NES et NLS), qui sont régulées notamment par la kinase Akt.

Si le mécanisme de régulation d’'import/export au noyau par les intégrines et leur inhibi-
tion/activation par des phosphorylations peut étre aisément compris, le réle et le fonctionnement
des autres clusters de phosphorylation est moins clair. Les phosphorylations du domaine acide ne
sont pas nécessaires pour I'ubiquitination de p53 mais le sont pour sa dégradation,330:343345 et elles
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augmentent I'affinité de Mdm2 pour p53.3%¢ Des études ont rapportées que les phosphorylations
sur I'IDR2 augmentent l'activité ubiquitine-ligase de Mdm2 sur elle-méme, mais la diminue sur
p53;291328 j| 3 notamment été montré que S394-murine (S395-humaine) était nécessaire (mais pas
suffisante) a la stabilisation de p53 en souris,3?>32¢ tandis que phospho-5429 accélére un peu I'auto-
ubiquitination de Mdm?2 in vitro, et augmente un peu le niveau de p53 en cellule.?®* Toutes ces
phosphorylations ont en effet un impact sur I'activité ubiquitine-ligase de Mdm2 sur p53 et sur elle-
méme.3** (Une exception : la sérine 17, possiblement phosphorylée par ATM/ATR/DNA-PK, semble
n’avoir pas de conséquences sur la reconnaissance de p53 347).

Plusieurs kinases semblent participer a la poly-phosphorylation du cluster du domaine acide
de Mdmz2, dont les kinases constitutivement actives CK1, CK2 et GSK-3[3, mais aussi Plk1,345348-350
GSK-3p peut étre inactivée par Akt, elle-méme activée par DNA-PK en présence de dommages a
I’ADN. Cela donnerait un début d’explication pour la perte de phosphorylation en cas de dommages
de ’ADN, mais quelles sont les conséquences sur les autres kinases, et quelle phosphatase(s) sont
nécessaires pour déphosphoryler le domaine acide ? Du c6té de I'IDR2, les kinases ATM/ATR/DNA-
PK sont naturellement celles qui phosphorylent Mdm?2 lorsqu’elles sont activées par des dommages
de I'ADN, et il est admis que Wip1 est la phosphatase qui permet le retour a I'équilibre, et la dé-
phosphorylation de Mdm2. Mais la question de savoir quels sont les phosphosites les plus impor-
tants et comment ils régulent I'activité ubiquitine-ligase de Mdm2 n’est pas élucidée.

Cependant, les phénotypes observés en souris mutée sur la Ser294 étaient importants, au
contraire de ce qui avait été vu pour les nombreux mutants non-phosphorylables de p53. Les études
correspondantes du début des années 2010 m’avaient amené a penser qu’il vaudrait mieux étudier
les phosphorylations de Mdm2 pour comprendre la régulation du réseau p53/Mdmz2, ce que j'ai
donc proposé.

Les études sur la phosphorylation de Mdm2 ont été finalement peu nombreuses dans les an-
nées 2010. Des schémas ont été proposés, a partir d’expériences de biologie cellulaire et de de pull-
downs. Les phosphorylations de I'IDR2 par ATM/ATR/DNA-PK défavoriseraient la dimérisation du
domaine RING,3313%1 et défavoriseraient les contacts activateurs entre le domaine acide et le do-
maine RING,33? ce qui rendraient Mdm2 active. Quelles sont les schémas de phosphorylation exact
avant et apres dommages de I’ADN ? Sont-ils les mémes en fonction du type de cellules et du type
de stress ? Quelles kinases modifient quels sites exactement ? Quelles sont les conséquences struc-
turales intra- et intermoléculaires des différents schémas de phosphorylation ? Pourraient-ils expli-
guer les changements d’activité de Mdm2 ?

4.1.6.d. Les phosphorylations de Mdm?2 : notre travail

Ces questions étaient en suspens en 2015 et le restent aujourd’hui. Nous avons entrepris
d’étudier Mdm2 dans ses formes phosphorylées seule et en interaction avec p53. La littérature ne
donne pas une description exacte des états de phosphorylation de Mdm?2, car les sites sont nom-
breux et proches les uns des autres, si bien qu’ils sont difficiles a caractériser en western-blots ou
en spectrométrie de masse, encore plus en termes de stoechiométries. Cependant, les régions de
phosphorylation sont connues, et il semble qu’un basculement de phosphorylation s’effectue de-
puis le domaine acide AD, en absence de stress, vers I'IDR2, en présence de dommages de I’ADN.
Nous avons choisi de produire ces deux situations, certainement caricaturales, comme modeéles
d’étude : Mdm2-phosphoAD (phospho-acid domain) pour Mdm2 en absence de stress et Mdm2-
phospholDR2, pour Mdm?2 en présence de dommages de I’ADN.

Pour produire Mdm2-phosphoAD, nous avons utilisé CK13, que nous exprimons et purifions
au laboratoire. Pour produire Mdm2-phospholDR2, nous avons utilisé DNA-PK commercial (trés
onéreuse) ou des extraits cellulaires de cellules Hela soniqués qui présentent une haute activité
ATM/ATR/DNA-PK. Nous savions que CK13 (qui a un site le méme site consensus que CK1a et CK1g)
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ne phosphorylerait peut-étre pas tous les phosphosites natifs de Mdm2 : CK2 et GSK-3[3 permettent
certainement quelques phosphorylations supplémentaires. Mais CK15 était disponible et capable
de produire un mime intéressant de Mdm2-phosphoAD, au moins en termes d’électrostatique.

Chronologiquement, nous avons commencé a travailler sur la phosphorylation de I'IDR2. Nous
avons utilisé notamment la constructions Mdm2(aa284-434) qui se produisait bien et n’était pas
trop instable. Nous avons commencé par étudier sa phosphorylation par DNA-PK commerciale, puis
par des extraits nucléaires activés pour 'activité ATM/ATR/DNA-PK par sonication. Cette étude a
été un peu ralentie par le fait que DNA-PK requiert un motif de cassure d’ADN pour étre active, que
nous fournissons avec de 'ADN de thymus de veau le plus souvent; or nous avons compris, aprés
qguelques péripéties, que notre construction Mdm2(aa284-434) interagit avec I’ADN, diminuant ainsi
I'activation de DNA-PK. Nos mesures de cinétiques a différentes concentrations de Mdm2 pour dé-
terminer un Km ont été maintes fois surprenantes. Le prochain probléme était le suivi de réaction
par RMN, qui ne permettait pas de bien suivre et normaliser les intensités de tous les phospho-pics
dans les spectres 2D H->N SOFAST-HMQC. Nous avons alors appliqué une méthode complémen-
taire que nous développions pour la détection 3C-directe de la corrélation '3Ca-*3CO (cf. chapitre
4.1.3.). La complémentarité de ces deux méthodes RMN nous a permis de déterminer les sites de
phosphorylation par ATM/ATR/DNA-PK de Mdm2 (Figure 30) et leurs vitesses respectives (Figure
31). Nous avons révélé quatre nouveaux sites de phosphorylation ATM/ATR/DNA-PK, dont certains
ne correspondent pas au site consensus Ser/Thr-GIn de ces kinases. Des expériences menées sur
d’autres peptides au laboratoire tendent a montrer que cela n’est pas si rare. Le site Ser395, dont
la littérature a montré I'importance pour la régulation de l'activité de Mdm2, n’est que le 5° par
ordre de vitesse (Figure 31). L'équivalent Ser394 chez la souris n’est pas lui non-plus le phosphosite
préférentiel. Si ce site est vraiment le site fonctionnel régulation I'activité de mdm2, nous aurions
la un exemple de « tampon de phosphorylation » : plusieurs sites non fonctionnels servent a ralentir
la phosphorylation régulatrice de sorte qu’une activité de signalisation kinase robuste et prolongée
soit nécessaire pour avoir des conséquences.
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Figure 30 : Phosphorylation de Mdm2(aa284-434) par DNA-PK observée par RMN. a) Superposition de
spectres 2D HSQC *H-**N & 283 K avant (noir) et aprés (rouge) la phosphorylation. b) Superposition de spectres
2D (1H-flip*)**Ca**CO-LB & 303 K avant (noir), au cours (bleu clair), and a la fin (rouge) de la réaction de
phosphorylation. A droite : vues élargies des régions spectrales des Gin, lle, and Thr. Les fléches indiquent les
d’placements de pics dues aux phosphorylations de 2 acides aminés voisins : certains ensembles de pics sont
des reporters des 4 états de phosphorylation Q384(5386—Ser388)/Q384(pS386—-S388)/Q384(5386—
pS388)/Q384(pS386—pS388); a linverse, 1382(pS388) and T383(pS388) rapportent [I‘apparition de
Mdm2(5386-pS388), tandis que 1382(pS386) et Thr383(pS386) rapportent la présence de Mdm2(pS386—
Ser388) + Mdm2(pS386—-pS388). pS = phosphosérine.
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Figure 31 : Cinétiques de phosphorylation telles qu’observées par RMN de a. Mdm2(aa284-434) _humaine et
b. Mdm2(aa282-432) souris par DNA-PK et un extrait nucléaire de cellules HeLa observée par RMN. En bas :
schémas de structure primaires des constructions, et du placement des sites de phosphorylation ; le site
S$395humain/S394souris est le 5¢ et le 3¢ plus rapidement phosphorylé.

L’étude sur la phosphorylation par CK10 est un peu moins aboutie. Je n’ai pas eu le temps
d’attribuer les signaux RMN des spectres phosphorylés. Il semble y avoir une dizaine de phospho-
sites, proches les uns des autres et dont les déplacements chimiques évoluent de maniere corrélées
et compliquées car ces phosphorylations ne sont pas purement séquentielles. Nous savons en tout
cas qu’une dizaine de site est phosphorylable, et que ces sites se trouvent sur le segment aa200-
290 (nous avons effectué les mémes expériences sur des constructions plus courtes, ol nous re-
trouvons les mémes phosphopics ou pas en fonction des fragments) le protocole est établi et repro-
ductible, pour obtenir rapidement 5-6 phosphorylations a 100% et 4-5 autres a 50-80%. L’expé-
rience n’est pas facile, car Mdm2-phosphoAD devient trés sensible a la protéolyse. De plus, la puri-
fication post-phosphorylation nécessite deux étapes, car CK10 reste attachée a Mdm2-phosphoAD
au cours des chromatographies d’exclusion de taille ; nous effectuons donc une chromatographie
échangeuse d’anions pour les séparer auparavant. Cette interaction avec CK10 est facilement ob-
servable en RMN (Figure 32b). Il est intéressant de constater que les résidus engagés dans I'interac-
tion avec CK1d ne sont pas les mémes qu’avec RPL11, qui semble interagir avec les acides aminés
de Mdm?2 autour des résidus 220 et 270 (Figure 32c).

Les protocoles de phosphorylation pour obtenir les deux versions Mdm2_phosphoAD et
Mdm2_phospholDR2 sont donc assez fastidieux : aprés phosphorylation et re-purification, on n’ob-
tient souvent qu’un tiers de la protéine engagée dans la modification.
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Figure 32 : a. Superposition des spectres 2D *H->N HSQC (a 283K en PBS, pH7.2, a 20 uM) de Mdm2(aal11-
434) avant (noir) et aprés phosphorylation par CK16 (Mdm2 repurifié aprés phosphorylation); b. Superposi-
tion des spectres 2D *H->N HSQC (& 283K en PBS, pH7.2, @ 20 uM) de Mdm2(aal111-333) phosphorylée par
CK15 et repurifiée, seule (rose), et mise en présence de CK15a 20 uM (bleu) sans ATP:Mg?* ; ¢. Superposition
des spectres 2D *H-">N HSQC (& 283K en PBS, pH7.2, & 20 uM) de Mdm2(aa111-333) phosphorylée par CK15
et repurifiée, seule (rose), et mise en présence de RPL11 a 20 uM.

4.1.6.e. L’interaction Mdm2:RPL11, phosphoMdm2:RPL11

De nombreuses protéines ribosomales ont été décrites comment interagissant avec Mdm?2,
notamment son domaine IDR acide.?7-2%9 Parmi ces interactions, celle entre RPL11 a été particulie-
rement scrutée,?87-289,292-294,352 Rp| 11 est normalement intégrée dans la particule ribonucléopro-
téique 5S5-RNP (RPL5:RPL11:55-rRNA), assemblage intermédiaire de la sous-unité ribosomique 508S,
particulierement sensible au stress ribosomal. Elle a été trés t6t décrite comme capable d’inhiber
I'activité d’ubiquitine-ligase de Mdm2 sur p53.

Nous avions donc proposé dans le projet d’ANR sur Mdm?2 de caractériser cette interaction
RPL11-Mdm2 ou RPL5-RPL11-Mdmz2. Une équipe chinoise a cependant publié la structure cristallo-
graphique du complexe RPL11:Mdm2 mi-2015 (Figure 33).2% Cette structure montrait que le ZF
central de Mdm?2 s’insérait dans la partie concave de RPL11 qui accepte le 285-rRNA dans le ribo-
some ; le ZF de Mdm2 et le 28S-rRNA avait d’ailleurs des affinités similaires pour RPL11 (~1 uM).
Cette étude n’a cependant pas permis de comprendre comment cette interaction inhibe Mdm?2.
RPL11 seule n’a pas cette capacité in vitro, ce qui laisse penser que le 5S-RNP entier serait peut-étre
nécessaire. 2°32% [’engagement du ZF de Mdm?2 dans ces interactions ne donne en tout cas pas la
clé de compréhension pour la perte d’efficacité du domaine RING de Mdm?2 envers p53.

Nous avons donc pensé utiliser nos constructions allongées de Mdm2 pour comprendre
comment la liaison a RPL11 ou RPL5-RPL11 pourrait affecter I'activité du domaine RING. J’'ai congu
des constructions RPL5, RPL11 et une chimeére RPL5-RPL11 ; nous n’avons réussi a produire correc-
tement que RPL11 dans de bonnes quantités. Cette protéine agrége a la décongélation, ce qui im-
pose de la purifier peu de temps avant les expériences d’interaction. L’analyse par RMN montre que
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I'interaction entre RPL11 et Mdm2 ne se limite pas au ZF, mais que I'IDR le précédent est également
impliqué (Figure 33).

Nous voulions comparer les affinités de RPL11 pour Mdm2(aa293-333) et Mdm2(aal-434)
ou Mdm2(aal-333). Nous avons effectué des titrations ITCs, qui se sont révélées difficiles a mener :
dans nos conditions, nous avons souvent observé la présence d’agrégats dans la cuve a la fin de la
titration, qui se manifestent par une discontinuité et du bruit dans le signal mesuré aprés avoir fran-
chila stoechiométrie 1:1. Ces titrations ne peuvent s’effectuer qu’avec RPL11 dans la cuve ; les titra-
tions avec Mdm?2 dans la cuve générent des agrégats systématiquement. Les seules courbes d’as-
pect correct que nous avons obtenues entre RPL11 et Mdm2(aa293-333) ont I'air peu reproductibles
: Kd~140 nM pour RPL11~20 uM dans la cuve, Kd~18 nM pour RPL11~10 uM (Figure 34); ceci pour-
rait étre da a I'agrégation a stoechiométrie 1:1 évoquée plus haut. L'ITC est une technique qui pro-
duit facilement de faux résultats donnant tous les atours d’une titration... Nous pourrions tenter
d’effectuer ces titrations ITC en homogénéisant a plus faible vitesse. Devant la difficulté de ces ex-
périences, nous avons décidé de réussir d’abord celles concernant Mdm2 et p53.
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Figure 33 : a. Superposition des spectres 2D *H-**N HSQC (d 283K en PBS, pH7.2, a 20 uM) de *>N-Mdm2(aa1-
434) seule (bleu) et en présence de **N-RPL11 & 20 uM (noir) ; b. Superposition des spectres 2D *H-**N HSQC
(G 283K en PBS, pH7.2, @ 20 uM) de > N-Mdm2(aa1-434)-phosphoAD seule (rose) et en présence de **N-RPL11
a 20 uM (noir) ; c. Ratio d’intensités des signaux RMN en fonction des résidus ; les pics du domaine N-terminal
p53-BD ne sont pas observables a cette concentration dans cette construction.
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Figure 34 : Courbes de titration par calorimétrie isotherme de RPL11 par Mdm2(aa293-333). Des agrégats se
forment dans la cuve en présence d’agitation aux alentours de la stcechiométrie 1 :1, qui peuvent produire
des courbes visuellement satisfaisantes, mais dont I’'analyse montre qu’elles correspondent a des résultats
trés peu reproductibles.

4.1.6.f. Produire les fragments de p53 et p53 entiére

La protéine p53 a fait I'objet de trées nombreuses études structurales, qui ont permis de décrire
et comprendre la reconnaissance de I’ADN par son domaine central DNA-BD (plusieurs dizaines de
structures cristallographiques et RMN depuis 1994),3°373%8 53 tétramérisation opérée grace a un pe-
tit domaine vers le C-terminal, et le comportement structural désordonné de domaine N-terminal
et C-terminal. Les interactions avec de multiples partenaires ont également été décrites, dont I'in-
teraction entre les deux domaines N-terminaux de Mdm2 et p53 évoquée plus haut. Des interac-
tions intramoléculaires entre I'IDR N-terminal et le DNA-BD ont été révélées récemment.359-361
Toutes ces études sont un peu handicapées par la faible stabilité du DNA-BD sauvage.3®? Des muta-
tions stabilisatrices ont été introduites par différents groupes.3%3-3%¢ Nous avons combiné certaines
de ces mutations, d’acides aminés non-accessibles au solvant, pour obtenir un DNA-BD tres stable
(Tm~55°C par rapport a ~42°C pour le WT). Ceci nous a permis d’avoir de trés bons rendements de
production pour toutes nos constructions, et de pouvoir travailler sereinement sans agrégation, tout
en préservant les surfaces d’interaction avec I’ADN ou avec Mdm2 que nous voulions étudier. Nous
avons obtenu une structure cristallographique de ce DNA-BD stabilisé qui montre son bon replie-
ment et I'absence de changement structuraux par rapport a la version sauvage. Nous avons égale-
ment utilisé des résultats de la littérature antérieure pour concevoir des mutants monomeériques
(L344P) et dimériques (L344R).3¢7

Nous avons congu notamment des constructions peptidiques intégrant I'IDR N-terminale,
et/ou le DNA-BD, et/ou le C-terminal. Ces constructions nous servent a caractériser les interactions
avec Mdm?2 phosphorylée ou non. Nous menons cette étude en utilisant principalement la RMN et
I'ITC de maniére complémentaire. La RMN nous sert a détecter les zones d’interaction et a carto-
graphier/quantifier les phosphorylations, et I'lTC a mesurer I'impact de la présence des différents
fragments et des phosphorylations sur I'affinité entre les partenaires.
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4.1.6.g. L’interaction Mdm2:p53, phosphoMdm2:p53, des fragments et des surprises

Commencons par la caractérisation par RMN. Nous avons cartographié les interactions gracce
au changement de déplacements chimiques ou aux atténuations d’intensités que provoquent les
interactions protéine:protéine étudiées ; la protéine observé est marquée en N, I'autre est pro-
duite en abondance naturelle, i.e. 1*N a 99.6% et donc « invisible » dans les spectres de corrélation
'H-15N. Du cété de p53, nous pouvons aisément détecter les IDRs au sein de la protéine entiére.
Nous avons ainsi pu observer que l'interaction principale entre le p53-BD de Mdm?2 (aal-112) et
I'IDR N-terminale de p53 n’était pas affectée par la présence des deux IDRs de Mdmz2, ni que celles-
ci n"apportaient d’interaction supplémentaires avec I'IDR de p53 (Figure 35).
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Figure 35 : a. Superposition des spectres 2D *H->N HSQC (& 283K en PBS, pH7.2, & 40 uM) de **N-p53(aal-
393-L344P)-mono seule (noir) et en présence de *N-Mdm2(aal-112) & 20 uM (bleu); Les signaux les plus
atténués sont indiqués et attribués ; b. Superposition des spectres 2D *H-*>N HSQC (& 283K en PBS, pH7.2, a
40 uM) de **N-p53(aa1-393-L344P)-mono seule (noir) et en présence de “*N-Mdm2(aa1-434) & 20 uM (bleu) ;
Les signaux les plus atténués sont indiqués et attribués ; on peut constater que seuls les acides aminés des
IDRs de p53 sont visibles dans ces conditions (faible température donc temps de corrélation longs pour les
domaines repliés associés a relaxation rapide et faibles intensités).

Nous avons ensuite observé que le p53-BD de Mdm2 n’établissait d’interactions substantielles
gu’avec I'IDR N-terminale de p53, et pas avec les autres domaines de p53 (Figure 36). Nous avons
ensuite tenté d’observer les interactions entre les IDRs de Mdm2 et p53. En cohérence avec la litté-
rature, nous avons mis en évidence l'interaction du domaine acide et le ZF de Mdm?2 avec le DNA-
BD de p53 (Figure 37). Cette interaction est conservée dans la construction intégrant le p53-BD et
les IDRs de Mdm?2, et semble encore renforcée aprés phosphorylation du domaine acide de Mdm2,
si 'on se fie aux pertes d’intensités plus importantes (Figure 36). Une information intrigante est a
signaler : I'interaction entre le p53-BD et p53-FL provoque un gain de signal entre les acides aminés
~190-200 et 245-250 de Mdm?2, i.e. ceux dont les intensités diminuaient a cause d’une interaction
faible avec le p53-BD. Ainsi, cette interaction est-elle relachée lorsque le p53-BD interagit avec p53-
Nter. Nous avons quantifié les conséquences de cet évenement en ITC. Il nous reste a réaliser des
expériences similaires en présence du domaine RING, I'impatience est grande.
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Figure 36 : a. Superposition des spectres 2D 'H->N HSQC (& 298K en PBS, pH7.4, & 50 M) de >N- Mdm2(aa18-
112) seule (noir) et en présence de **N-p53(aa1-88) & 50 1M (rouge) ; ces spectres ont déja étudiés et attribués
dans le passé, les déplacements chimiques observés ici sont cohérents avec la littérature ; b. Superposition
des spectres 2D H->N HSQC (& 298K en PBS, pH7.4, & 50 uM) de >’N- Mdm2(aa18-112) seule (bleu) et en
présence de **N-p53(aa1-393-L344P) monomérique & 35 uM (rouge) ; ces deux spectres sont superposables,
mais les intensités du spectre avec p53-mono sont plus faibles, sans doute en raison de I'engagement de
Mdm2 dans un complexe plus large ; L’insert au centre montre la structure du complexe Mdm2(aa25-
109):p53(aal17-29) est représentée dans la fenétre centrale (PDB : 1YCR).
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Figure 37 : a. Superposition des spectres 2D *H->N HSQC (a 298K en hepes a 20 mM, NaCl & 150 mM, pH7.05,
@ 20 uM) de **N-Mdm2(aa18-112) seule (noir) et en présence de **N-p53-FL-L344P-mono & 20 uM (rouge) ;
b. Idem avec ’N-Mdm2(aa18-112)-phosphoAD seule (bleu) et en présence de *N-p53-FL-L344P-mono & 20
UM (orange) ; c. Superposition des spectres 2D *H-"*N HSQC (d 298K en hepes a 20 mM, NaCl & 150 mM,
pH7.05, & 20 uM) de >*N-Mdm2(aal-434) seule (noir) et en présence de **N-p53-FL-L344P-mono & 40 uM
(rouge) ; d. Idem avec **N-Mdm2(aa111-434)-phosphoAD seule (bleu) et en présence de **N-p53-FL-L344P-
mono & 40 uM (orange) ; e. ratios d’intensités des signaux de *N-Mdm2(aa1-434) en présence et absence de
1N-p53-FL-L344P-mono (rouge) et comparaison avec le ratio entre >’N-Mdm2(aa1-434) et >N-Mdm2(aa111-
434) (noir).
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Nous avons réalisé un grand nombre de titrations ITC entre Mdm?2 et p53, la plupart en du-
plicats utilisant des échantillons indépendants. Je ne montrerai ici pas toutes les courbes obtenues
(Figure 38), mais je signale que nous nous sommes toujours placés en concentration au moins ~5-
10x supérieurs au Kd mesuré. Nous avons tout d’abord constaté que l'interaction p53-BD:p53-Nter
était nécessaire pour détecter du signal en ITC. Les interactions entre domaine acide de Mdm?2 et
DNA-BD de p53 sont donc de faibles affinité (>50 puM). Nous avons ensuite observé que I'ajout de
domaines de p53 ne diminuait que trés faiblement I'affinité générée par la liaison Mdm2(p53-
BD):p53-Nter, mais que 'ajout d’IDRs de Mdm?2 avait un effet négatif, diminuant I’affinité d’un fac-
teur ~3-5 (Figure 39). De maniére intéressante, la délétion de fragments de I'IDR1 de Mdm2 n’altere
pas I'affinité pour I'IDR p53-Nter, bien que nous ayons observé une interaction potentiellement
compétitrice entre le p53-BD et I'IDR1 de Mdm?2. A l'inverse, les interactions observées par RMN
entre le Mdm2-AD et p53-DNA-BD permettent d’améliorer I'affinité d’un facteur ~3-4, et méme
d’un facteur ~10 en présence de phosphorylation sur Mdm2-AD. Les phosphorylations de Mdm2-
IDR2 par ATM/ATR/DNA-PK n’ont pas d’effet. Cette rationalisation pourrait étre remise en cause
par les expériences a venir intégrant le domaine RING, I'impatience est trés grande.

Notre analyse par SEC des constructions de Mdm2 et de p53 ne semble indiquer aucune
compaction lorsque des complexes sont formés (Figure 40).
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Figure 38 : Courbes expérimentales représentatives de titrations ITC de Mdm2(aal-112), Mdm2(aal-434),
Mdm2(aa1-434)-phosphoAD, Mdm2(aa1-333) ou Mdm2(aa1-333)-phosphoAD par p53FL(L344P)mono.
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Figure 39 : Affinités mesurées par ITC (en duplicats sur des échantillons indépendants) de constructions de
Mdm2, phosphorylée ou non, pour diverses constructions de p53, phosphorylée ou non. Les pastilles roses et
rouges indiquent les phosphorylations identifiées par RMN sur Mdm?2 effectuées par CK1 (absence de dom-
mages de ’ADN) ou par DNA-PK (présence de dommages de I’ADN), respectivement. L’allongement de Mdm?2
a un effet négatif sur la capacité du domaine p53-BD N-terminal de Mdm2 a interagir avec I'IDR N-terminale
de p53. Cet effet négatif est compensé par l'interaction électrostatique du domaine acide de Mdm2 avec le
DNA-BD de p53, qui est renforcée par les phosphorylations de ce domaine acide. Les phosphorylations sur
I'IDR2 de Mdm2 par ATM/ATR/DNA-PK n’ont apparemment pas d’effets sur les affinités pour les constructions
de Mdm2 de contenant pas le domaine RING.
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Figure 40 : Coefficients de partage Kav (mesurés sur Superdex 200pg 16-600, i.e. 120 mL) en fonction du poids
moléculaire de différences constructions de Mdm2 et p53. La droite de calibration a été obtenue avec 7 pro-
téines globulaires. Nous pouvons remarquer que les constructions contenant de longs segments désordonnés
sont peu compactes, que leur phosphorylation a peu d’impact sur cette compacité, et que les complexes
Mdm2+p53 sont aussi peu compacts que les constructions isolées.
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L'image mentale de I'interaction de Mdm2 et p53 entiere commence a se former, et les in-
teractions entre domaines trouvent des confirmations expérimentales fortes. Au-dela de cet
exemple, nous avons mis en évidence des phénomenes intéressants concernant I'impact des IDRs
sur les interactions protéine:protéine en utilisant des techniques bien établies. Les expériences avec
le domaine RING sont indispensables a mes yeux pour valoriser au mieux ces résultats. Elles vont
demander beaucoup de travail de production, les rendements de Mdm2-FL étant faibles. L'étu-
diante en these sur ce projet (Y. Luo) a le courage nécessaire. Un peu de SAXS aiderait a mieux
comprendre, et un peu de modélisation pour générer des citations... Nous aurons ensuite a carac-
tériser les conséquences de ces interactions sur la capacité de p53 a reconnaitre ses cibles ADN,
c’est a mon avis une question importante. Nous avons réalisé de nombreux tests de titrations
p53:ADN en utilisant la technologie switchSense (disponible au laboratoire) sans succes probant (les
conditions expérimentales, notamment I'absence de MgCl,, sont problématiques). Nous essaierons
certainement la technologie BLI (disponible a I'I12BC). Des mesures d’anisotropie de fluorescence
(fluorophore attaché a des oligonucléotides) pourraient étre aussi utiles.

4.1.6.h. Production de Mdm2 en cellule eucaryote et analyse

Les états de phosphorylation de Mdm2 en absence ou présence de dommages de I’ADN ont
été étudiées dans les années 2000. Comme je I’ai expliqué au chapitre 4.1.6., les sites phosphorylés,
et la stoechiométrie de chacun d’entre eux ne sont pas vraiment bien déterminés. Ces sites sont tres
proches les uns des autres, regroupés en clusters de 8-12 sites, et il n’existe certainement pas d’états
de phosphorylation clairs avec tous les sites phosphorylés a 100% a un moment donné. La difficulté
d’analyse est donc grande. Il est a peu preés clair que le cluster de phosphorylation sur le domaine
acide de Mdm2 est phosphorylé en absence de dommages de I’ADN, puis que le cluster de I'IDR2
de Mdm2 est phosphorylé aprés dommages de I’ADN. J'ai congu des constructions de Mdm2 con-
tenant une GFP et un site His6 pour caractériser cela, certainement par spectrométrie de masse,
mais peut-étre par RMN in-cell un jour. Ces constructions ont été utilisées pour générer des lignées
stables inductibles (HEK293 Flp-In T-Rrex). Les délétions de sites NLS ou NES de Mdm2 ont les con-
séquences souhaitées. J’ai aussi congu des constructions mVenus-StrepTag-His6-Mdm2, qui per-
mettront peut-étre des immunoprécipitations plus efficaces que celles avec I'étiquette His6 seule.
Il reste a effectuer I'analyse par spectrométrie de masse de ces constructions, en espérant que nous
aurons des informations suffisamment nettes sur les quantités de phosphorylations présentes dans
différentes conditions.

4.1.6.i. MdmX

Nous avons initié des travaux en collaboration avec le Pr. Alexander Loewer (Univ. Darmstadt,
Allemagne), qui s’intéresse a la dynamique d’accumulation et d’élimination cellulaire des compo-
sants du réseaux de signalisation p53 (Mdm2, MdmX, Chk2, Wip1) et a ses conséquences sur |'ex-
pression de génes cibles de p53 exprimés, et sur le destin cellulaire.

Une étudiante de son laboratoire travaillait sur MdmX, et j’ai congu des genes pour produire
des constructions peptidiques, dans la méme logique que ce qui a été fait pour Mdm2 précédem-
ment (Figure 25). Nous avons observé que |'expression recombinante en bactérie produisait des
guantités de protéine soluble qui semblent prometteuses pour toutes les constructions. Nous avons
décidé avec A. Loewer de concentrer nos travaux sur Mdm2 et Chk2 pour l'instant.

Université Paris-Saclay 72
Espace Technologique / Immeuble Discovery
Route de 'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France



4.1.7. Chk2 et les clusters de phosphorylation ATM/ATR/DNA-PK

4.1.7.a. Contexte, questions

Je participe en tant que coordinateur a un financement ANR PRCE, en collaboration avec Pr.
Alexander Loewer (Univ Darmstadt, Allemagne, co-coordinateur), qui s’intitule « Régulation de la
réponse aux dommages de I’ADN par les clusters de phosphorylation du réseau de signalisation de
p53 » et a pour acronyme « DDRPhosphoclus ». Ce projet a commencé en avril 2021 et se terminera
a I'automne 2024, il est doté a hauteur de 230 keuros pour notre équipe (420 keuros au total). Il a
permis notamment de recruter une étudiante en thése sous ma direction a partir d’octobre 2021. Il
s’agit d’étudier les cinétiques de phosphorylation de clusters de sites présents sur les protéines p53,
Mdm2, MdmX, Chk2 et Wip1 a l'issue de dommages de I’ADN, et leur impact sur la régulation de
I'arrét du cycle cellulaire. Cette étude intégre des informations de biochimie in vitro et de microsco-
pie de fluorescence en cellules vivantes. La compréhension des mécanismes de rétrocontréle, du
rythme et des niveaux de déclenchements de la signalisation cellulaire de ce réseau permettrait de
proposer des stratégies thérapeutiques anticancer.

Le facteur de transcription p53 coordonne la réponse cellulaire aux dommages de I'ADN. Le
niveau protéique de la protéine p53 et son activité sont contrblés par un réseau de signalisation
comprenant entre autres les kinases de réponses de dommages a I'ADN (DDR) ATM/ATR/DNAPK
(PIKKs), la E3-ubiquitine ligase Mdm2, la phosphatase Wip1l et la kinase Chk2. L'activité des ki-
nases/phosphatases et les boucles de rétrocontréle géneérent des pulses d'accumulation de p53,
dont la durée et le nombre détermine les réponses transcriptionnelles médiées par p53 et le destin
cellulaire (Figure 41).321,368369
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Figure 41 : Le réseau de régulation de p53 et sa dynamique contréle le destin cellulaire. A. Schéma du réseau
de p53, les cercles rouges indiquent les phosphorylations par ATM/ATR/DNA-PK ; B. Suivi par microscopie de
fluorescence sur une cellule de I'accumulation de p53 apreés irradiation ionisante aux rayons y; C. Le régime
d’oscillations, provoquées notamment par la régulation croisée entre p53 et Mdm2 (p53 induit la production
de Mdm2, qui elle-méme provoque la dégradation de p53), dépend du type et de la gravité des dommages
sur I’ADN ; il peut induire un arrét temporaire ou prolongé du cycle cellulaire.

La compréhension actuelle du systéme est la suivante : i) I'expression constitutive de p53 et
la régulation de rétrocontréle de sa E3-ubiquitine ligase Mdm2 maintiennent des niveaux pro-
téiques basaux faibles ; ii) les PIKKs activent p53 et Chk2, et inhibent Mdm?2 tant que les dommages
de I'ADN ne sont pas réparés ; iii) 'accumulation de p53 déclenche I'expression de Mdm?2 et Wip1 ;
iv) Wipl efface les modifications effectuées par les PIKKs. Bien que ces activités expliquent en
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grande partie les dynamiques observées de p53, des résultats récents, obtenus par des perturba-
tions pharmacologiques ou des expériences de biochimie, ont mis en évidence I'existence de méca-
nismes de régulation supplémentaires.

Nos groupes se sont intéressés a des mécanismes de phosphorylation du réseau de réponse
aux dommages de I'ADN par p53 (p53-DDR) encore non-explorés : i) les protéines de ce réseau pré-
sentent des sites de (dé)phosphorylation par les PIKKs, Chk2 et Wip1 abondants et groupés (Figure
42); ii) les pulses répétés de p53 dépendent finalement plus de I'activité de Chk2 plut6t que de celle
des PIKKs 379371 (Figure 43). A partir de ces découvertes, nous formulons les hypothéses suivantes :
i) les sites de modifications groupés agissent comme des tampons qui établissent des niveaux de
seuil et des horloges moléculaires apres les dommages de I'ADN ; ii) ATM déclenche les pulses de
p53 en réponse aux dommages séveres, tandis que Chk2 est responsable du maintien de I'activité
de p53 et permet les réponses cellulaires aux dommages prolongés.
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Figure 42 : Schémas des structures primaires de Mdm2, p53, la phosphatase Wip1 et la kinase Chk2 ; les IDRs
sont en couleurs claires, les domaines globulaires en couleurs foncées ; les sites de phosphorylations corres-
pondant a des motifs consensus pour ATM/ATR/DNA-PK ou Chk2 sont indiqués par des cercles gris ou rouges,
respectivement. Nous avons également indiqué les constructions peptidiques de Wip1 et Chk2 que nous avons
produites et purifiées jusqu’a présent au laboratoire.
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Figure 43 : Suivi du niveau de p53-TFP par cellule individuelle, observé par microscopie de fluorescence de
cellule vivante au cours du temps. Les séquences codantes pour I'étiquette de fluorescence ont été insérées
au niveau du locus endogene du géne de p53 par édition CRISPR du génome. La synchronicité et I'amplitude
des oscillations de p53 au sein de la population cellulaire est observée apres irradiation ionisante (control),
tandis que I’exposition antérieure a des inhibiteurs de la kinase ATM altére I’'accumulation de p53 apres dom-
mages de I’ADN (ATMinhib a t=-1h); de maniere surprenante, I'exposition a des inhibiteurs d’ATM apreés

Université Paris-Saclay 74
Espace Technologique / Immeuble Discovery
Route de 'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France



irradiation influence peu les oscillations de p53, tandis que I'exposition antérieure a des inhibiteurs de Chk2
permet uniquement I’émergence du premier pulse d’accumulation de p53.

Nous proposons de valider ce modéle par des expériences combinées aux niveaux biochi-
mique et cellulaire. Nous évaluerons comment la présence de phosphosites groupés modeéle les
cinétiques des DDR séveéres et prolongées. A cette fin, nous nous concentrons sur les modifications
de Mdm2, Chk2 et Wip1 et comment elles affectent leurs activités. Concretement: i) nous tentons
de détailler les activités compétitives des PIKKs, Chk2 et Wip1 sur p53, Mdm2, Chk2 et Wip1 site par
site et quantitativement grace a la spectroscopie RMN ; ii) nous menons des études structurales
pour comprendre les mécanismes d'inhibition/déstabilisation de Mdm2, Chk2 et Wip1 par leurs
phosphorylations ; iii) nous examinons les roles fonctionnels des sites de phosphorylation par ingé-
nierie génomique utilisant le systeme CRISPR/Cas9 et en observant des cellules uniques par micros-
copie de fluorescence de cellules vivantes ; iv) nous évaluons comment la balance entre les activité
des PIKKS, Chk2 et Wip1 modeéle la DDR dans les cellules.

Ceci nous permettrait de construire des modeles mathématiques rendant compte des niveaux
de seuil de dommages de I'ADN et prédisant les dynamiques de long-terme de la p53-DDR. Ainsi, en
intégrant des informations biochimiques et structurales, des données de signalisation cellulaire en
temps réel et une approche de biologie des systemes, nous aurions accés a une meilleure compré-
hension de la réponse aux dommages de I'ADN par p53 et nous pourrions ainsi mieux la manipuler
dans le contexte des thérapies anti-cancer.

Des combinaisons d’irradiation et d’inhibiteurs ont été proposées, qui ont démontré leur effet
sur les oscillations de p53 et sur la capacité a mieux déclencher 'arrét du cycle cellulaire.3%8372:373

4.1.7.b. Premiers résultats
A. Loewer et ses collaborateurs/trices ont obtenu des résultats intéressants dans ce cadre :
les mutations-Ala ponctuelles des Ser/Thr (motifs S/T-Q, S19A, T26A-S28A, S50A ; les lignées
S33A/S35A et T68A sont non-viables) de I'IDR N-terminale de Chk2 provoquent une plus grande
excitabilité du réseau p53 en cellule, avec des pulses d’accumulation plus prompts et plus intenses
par rapport aux cellules Chk2-WT. Ces résultats préliminaires ont été observés sur des cellules dont
un seul alléle de Chk2 a été muté. En nous appuyant sur ces résultats préliminaires, nous avons initié
une étude biochimique visant a caractériser finement i) les vitesses de (dé)phosphorylation de I'IDR
de Chk2 et ii) I'influence de ces phosphorylations sur I'interaction avec les domaines globulaires.
Pour bien comprendre cette approche, il faut présenter les connaissances structurales sur
Chk2 dans la littérature. Il est généralement accepté que Thr68 de Chk2 est phosphorylée par ATM
ou DNA-PK, provoquant la dimérisation de Chk2 via son domaine FHA (domaine de reconnaissance
des Thr phosphorylées 374) et 'autophosphorylation activatrice en trans de son domaine enzyma-
tique kinase KD (un mécanisme assez communs chez les kinases 37°).37 Une premiére structure cris-
talline du complexe entre le domaine FHA et un peptide fragment phosphorylé de BRCA1 (RHFDpTY-
LIRR) a été publiée en 2002 (PDB : 1GXC).3”” L’affinité correspondante avait été mesurée a Kd~1 puM,
tandis que I'affinité pour un peptide fragment de Chk2 comprenant pT68 (contexte ETVSpTQELY)
n’était que de 25-30 uM. Une deuxieme publication avait dévoilé la structure cristalline d’'un dimere
d’une construction FHA-KD(K249R-dead-kinase) de Chk2 (PDB : 316U), qui permettait d’imaginer le
role de pT68 dans la formation de ce dimére provoquant I'autophosphorylation de boucles activa-
trices (Figure 44).378 (Cette pré-phosphorylation de pT68 permet une bonne autophosphorylation
sur les sites appropriés pour I'autoactivation chez Rad53, I'orthologue de Chk2 chez la levure.?”?) La
mutation W97A a l'interface des deux domaines FHA réduisait la dimérisation, la mutation 1157A a
I'interface entre le domaine FHA et le domaine KD I'abolissait quasiment (SEChromatography). Une
trentaine de structures cristallines de Chk2-KD en complexe avec des candidats inhibiteurs ont été
publiées (stats : www.klifs.net), mais une caractérisation plus poussée des mécanismes d’activation
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est encore a effectuer. Il semble que Chk2-FHA-KD se monomérise aprés autophosphorylation in
vitro ; on sait que Wip1 déphosphoryle pT68, mais on ne sait pas si pT68 est déphosphorylée avant
ou aprés la monomérisation de Chk2 pour diminuer la dimérisation ; on sait que 6 sites de phospho-
rylation ATM/ATR/DNA-PK, en plus de T68, peuvent étre phosphorylés sur I'IDR N-terminale
(semble-t-il de maniére variable en fonction du type de dommages de I’ADN), mais on ne sait pas
quels rdles ils jouent.38%381 | 3 question des rdles respectifs des sites d’autophosphorylation au sein
du KD (S260-T383-T387-T432-5516) n’a pas de réponse claire, a notre connaissance ;3’® des muta-
tions en position E46, T168, L174, 265-282, G306, Y327, R346, K373, E394, V395, Y424, P425, R474
sont délétéres, 382383
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Figure 44 : A. Structure du dimére de Chk2-FHA-KD, sur laquelle nous avons schématisé I'IDR Nterminale avec
pT68 placée sur la zone de reconnaissance par le FHA ; B. Superposition de spectres 2D 1H-15N HSQC de I'IDR
N-terminale de CHk2 avant et aprés phosphorylation par un extrait nucléaire soniqué de cellule HelLa présen-
tant une forte activité ATM/ATR/DNA-PK ; a droite : suivi des phosphorylations site par site tel qu’observé par
RMN, puis des déphosphorylations par Wip1 ; T68 est le site privilégié de phosphorylation et de déphospho-
rylation ; en bas : schéma de la structure primaire de I'IlDR N-terminale de Chk2 avec les sites de phosphory-
lation révélé par I’'analyse RMN ; nous avons détecté 3 nouveaux sites, dont deux ne correspondent pas a des
motifs S/T-Q consensus des kinases ATM/ATR/DNA-PK.

Nous avons produit en E. coli et purifié des constructions peptidiques de Chk2 intégrant les
différents domaines N-ter (aal-91), FHA (aa92-207) et domaine catalytique kinase (KD, aa208-504)
(Figure 42). Nous avons constaté la polyphosphorylation de Chk2 lorsque le KD est contenu dans les
peptides exprimés. Nous utilisons la mutation K249R désormais, qui rend le KD inactif, pour travail-
ler avec un matériel bien défini, non-phosphorylé. Ces constructions peptidiques doivent nous servir
a comprendre l'influence des nombreux sites S/T-Q i) sur la phosphorylation de T68 par
ATM/ATR/DNAPK, ii) sur sa déphosphorylation par Wip1, iii) sur I'interaction avec le FHA et la dimé-
risation de Chk2.

Nous avons comparé les versions du FHA-WT ou W97A : nous n’avons pas observé de diffé-
rences dans les volumes d’élution en SEC pour les constructions Chk2(aal-209) et Chk2(aa91-209)
WT ou W97A en PBS. Nous avons constaté |'absence de contact entre I'IDR N-terminale et le do-
maine FHA avant phosphorylation (mémes intensités des pics de I'DR N-terminale seule ou dans une
construction IDR-FHA). Nos titrations par ITC et RMN indiquent des Kd d’environ 15 pM.

Nous avons effectué des phosphorylations de I'IDR N-terminale par ATM/ATR/DNA-PK et ob-
servé que T68 est le site le plus rapidement phosphorylé, mais aussi déphosphorylé par Wip1 (Figure
44B). Nous avons constaté que ce peptide poly-phosphorylé semble interagir avec le domaine FHA
de maniére similaire a un peptide synthétique court ne contenant que pT68 (mémes changements
de déplacement chimiques pour *N-FHA). Nous avons également exprimé des versions de Chk2
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contenant une IDR N-terminale dont tous les sites potentiels de phosphorylation par
ATM/ATR/DNAPK ont été mutés en Ala, sauf T68 ; leurs volumes d’élutions en SEC sont identiques
au WT.

Ces premiers résultats ne réveélent donc pas trop de surprises pour 'instant. Un élément in-
téressant apparait tout de méme : des changements de déplacement chimiques se produisent sur
le FHA a I'opposé du site d’interaction avec pT68, la ou le FHA entre en contact avec le domaine KD
dans la structure cristalline ; ceci pourrait indiquer une régulation allostérique de la dimérisation,
mais ne nous emballons pas trop vite !

Plusieurs complications sont apparues. Tout d’abord, le domaine FHA a tendance a s’agréger,
et nécessite a tout le moins d’étre manipulé a 293K ou moins (attention a I'agrégation pendant les
titrations ITC...). Mais I’ennui le plus important s'impose a nos collaborateurs : les lignées cellulaires
générées, dont un alléle de Chk2 est muté pour exprimer une IDR N-terminale mutée Ser/Thr->Ala,
montrent une plus grande excitabilité des niveaux de p53 lors de dommages de I’ADN, mais ce phé-
notype disparait au bout de quelques générations ; sans doute les niveaux de certaines protéines
s’adaptent pour retrouver une excitabilité normale de p53. Nos collaborateurs travaillent donc a
établir des lignées mutantes conditionnelles, pour induire I'expression de Chk2 mutante de maniére
ponctuelle, tout en éliminant Chk2 endogéne au méme moment. Nous attendons de voir repro-
duites leurs observations de dynamique de p53 dans ces nouvelles lignées cellulaires pour orienter
notre étude biochimique.

4.1.8. Contributions diverses au laboratoire et dans la communauté

4.1.8.a. Les IDPs et leurs phosphorylations

J'ai aidé au développement de travaux au sein de mon laboratoire, qui étaient liés a la carac-
térisation d’IDRs. J'ai notamment aidé a la formation d’étudiants pour la biochimie et pour la RMN,
et transmis mon expertise sur les IDPs et leur phosphorylation. J'ai ainsi été associé aux études de
la kinase Tlk1 (Groupe F. Ochsenbein) ou de I'émerine, la lamine, BAF, ou BRCA2 (Groupe S. Zinn-
Justin). Ces projets ont déja donné lieu a de nombreuses publications, et continuent a se dévelop-
per,384-389

Nous avons également travaillé avec Antoine Loquet (CBMN, Bordeaux, coordinateur du pro-
jet) sur la protéine TDP-43, dont les agrégats sont retrouvés chez 95% des patients atteints de sclé-
rose amyotrophiques latérale (maladie de Charcot). Nous avons établi des protocoles de production
de fragments impliqués dans I'agrégation de cette protéine et établi une premiére caractérisation
structurale des agrégats formés par ces fragments publiée en 2019.3%° Plusieurs demandes de finan-
cements de projets visant a pousser la caractérisation structurale de ces agrégats ont échoué. Nous
n’avons donc pas pu travailler dans cette direction depuis.

Je participe a des travaux concernant la régulation de I'activité de I’enzyme SAMHD1, en
collaboration avec Alessandra Zamborlini depuis 2021. Cette enzyme convertit les dNTPs en simples
deoxyribonucléosides, et a notamment une activité de blocage de I'infection par le HIV. Les travaux
récents de A. Zamborlini ont montré que la régulation de SAMHD1 s’effectuait par une sumoylation
de K595 elle-méme régulée par la phosphorylation de T592 par Cdk1.>°* Nous voudrions com-
prendre comment SAMHD1 est désactivée au sein des cellules cyclantes et échafauder des straté-
gies visant a la réactiver. Nous avons produit de nombreuses constructions de SAMHD1 de maniere
recombinante, avec et sans marquage isotopique, pour caractériser les changements structuraux
provoqués par ces modifications post-traductionnelles. Nous avons donc montré la faisabilité d’une
étude par RMN complémentaires de travaux en biologie cellulaire. Ces résultats préliminaires pour-
raient permettre d’obtenir un financement, sans lequel cette étude ne pourra pas de développer.
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J’ai initié une collaboration en 2019 avec C. Zipfel (ETH Zirich), spécialiste de I'immunité
innée chez les plantes, qui voulait déterminer les sites d’autophosphorylation de la kinase BAK1 sur
son IDR C-terminale.3°2 Nous avons obtenu des échantillons solubles de constructions domaine-ki-
nase+IDR marqués '°N, les spectres 2D H-'>N ont confirmé le caractére désordonné de I'IDR (en
présence d’aMP-PNP), et nous avons pu suivre les autophosphorylations par RMN (en présence
d’ATP). C’était en décembre 2019. Il nous fallait produire des échantillons marqués *3C pour procé-
der a I'attribution des signaux. Mes collaborateurs montraient leur volonté de le faire, apres reprises
de contact apres les confinements en 2020 et 2021. Le projet n’a pas évolué depuis ; ces collabora-
teurs ont publié un article lié a cette thématique en 2021.3%3

J’ai également initié une collaboration avec V. Aucagne (CBM Orléans), spécialiste de syn-
thése peptidique, qui a mis au point des techniques de synthése de peptides longs assistées par
« Native Chemical Ligation » trés efficaces.3* )’avais dans I'idée de concaténer un peptide phospho-
rylé fragment de BRCA2 avec un peptide recombinant marqué *°N, pour évaluer I'influence de cette
préphosphorylation (reconnue par le domaine PBD de Plk1) sur la phosphorylation ultérieure par
Plk1. Nous avons effectué quelques tests concluants depuis mi-2019, M. Julien (étudiante en thés
co-encadrée) a produit et envoyé quelques dizaines de milligrammes de peptide recombinant avant
et aprés le confinement. Des probléemes de personnel du CBM ont empéché la finalisation de la
syntheése jusqu’a présent.

4.1.8.b. Caractériser la déamidation et les iso-aspartates par RMN

Une étape pratique pour la purification des IDPs consiste a les chauffer a 90-95 °C pendant
guelques minutes. Les protéines globulaires précipitent, tandis que I'IDP reste soluble. L'analyse
SDS-PAGE avant/apres chauffage peut confirmer I'innocuité apparente de cette méthode. Je ne pra-
tiqgue cette approche que trés rarement ; certains la pratique souvent. Les protocoles utilisés au
laboratoire pour la purification des IDRs de BRCA2 utilisait ce chauffage. Nous avions envoyé des
peptides ainsi traités a nos collaborateurs chimistes du CBM, qui ont effectué des analyses en spec-
trométrie de masse montrant I'altération de nos peptides, malgré I'absence de problémes appa-
rents en SDS-PAGE. Nous avons pensé a des problémes de déamidation. Une discussion a I'été 2019
avec B. Kragelund (Univ. Copenhagen) nous avait amenés a organiser une étude conjointe des si-
gnatures spectroscopiques de cette déamidation. J'ai acheté quelques hexapeptides contenant des
Asp/Asn/isoAsp un peu plus tard. La liste de ces peptides s’est un peu étoffée lors du confinement :
j’anticipais que leur analyse occuperait du temps de spectromeétre de maniére utile/pratique au
cours des mois étranges qui ont suivi, alternant demi-présence et demi-confinements.

Nous avons établi I'impact de la déamidation au sein de nombreux hexapeptides modeles
sur les déplacements chimiques (Figure 45), les couplages scalaires, les intensités en fonction du pH,
de la température ou de la concentration en urée. Cette caractérisation nous a permis de choisir
des conditions et des séquences de pulses adéquates pour déterminer avec une grande sensibilité
(~1 nmol) la présence d’isoAsp au sein d’un peptide ; nous I'avons démontré sur du lysozyme, de
I'insuline et de I'ocytocine et diverses IDPs produites au laboratoire. Il apparait que la déamidation
est le plus souvent lente a pH neutre, y compris au sein des IDPs : on a observé des populations de
10-20% d’Asn déamidés apres 1h de chauffage a 95 °C chez plusieurs IDPs. Le manuscrit est presque
fini, j’en livre quelques figures ci-dessous, et une version est disponible dans le dossier MyCore de
cette HDR.
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Figure 45 : Schéma des réactions chimiques menant a I’établissement de I'iso-aspartate au sein d’un peptide ;
I'analyse d’hexapeptides synthétiques et d’IDPs contenant un isoAsp nous a permis de déterminer les dépla-
cements chimiques de I'isoAsp (vert) et les changements de déplacements chimiques pour les acides aminés
voisins a I'issue de la conversion Asn->isoAsp ou Asp-isoAsp (bleu) sont indiqués pour un peptide en « random
coil ». Ces déplacements chimiques sont Iégerement différents dans le cas d’une glycine en position -1.

4.2. Production de Ser/Thr/Tyr kinases
4.2.1. Etablir une banque de kinases/phosphatases recombinantes actives

J'ai eu la chance de travailler avec des kinases purifiées commerciales pour étudier leur acti-
vité sur des substrats IDPs, mais les désavantages de cette approche sont nombreux. Le codt des
aliquots est élevé (~400-800 euros) pour des quantités d’activité faibles, permettant dans les meil-
leurs cas une petite dizaine d’expérience RMN, une ou deux seulement parfois. Les kinases com-
merciales ont le plus souvent une durée d’activité de ~3-4 heures. Elles sont souvent lestées d’une
étiquette GST utilisée pour la purification depuis des cellules HEK transfectées, ce qui permet sans
doute une bonne industrialisation du procédé. Leur activation, i.e. la phosphorylation sur leur
boucle d’activation, est rarement renseignée. La reproductibilité est donc souvent mauvaise d’un
lot a I'autre. Mauvaise reproductibilité, délais de livraison parfois de plusieurs mois, co(t élevé des
échantillons : la capacité a reproduire des expériences avant publication est donc trés régulierement
remise en cause dans ces conditions...

J'avais a I'esprit d’essayer de m’affranchir de ces emb(ches et de gagner en autonomie en
produisant les kinases les plus utiles/courantes au laboratoire. Les chapitres ci-dessous donnent un
rapide état des lieux de cette quéte. J'ai eu quelques discussions depuis 2019 avec plusieurs col-
legues RMNistes qui ont eux aussi entrepris de travailler avec des kinases. Nos études par RMN
nécessitent des quantités de matériel importantes, inadaptées au prix des kinases commerciales.
Nous étions d’accord pour dire qu’il faudrait organiser une banque de kinases, ou a tout le moins
de plasmides et de protocoles de purification. Qui trouvera le temps de le faire ?

Nous nous sommes concentrés notamment sur les kinases qui ont le plus grand nombre de
substrats suspectés, i.e. les MAPkinases, Cdk1/2, CK1, CK2, Plk1, ATM/ATR/DNA-PK (il manquerait
notamment GSK3[3 et PKA/PKB).
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4.2.1.a. Productions de kinases en E. coli : la moitié des structures dans la PDB, mais pas si simples
dans beaucoup de cas

Une bonne partie des kinases peuvent étre produites de maniére recombinante en bactérie.
La moitié des kinases dont la structure est connue a été produite en bactérie. Cette approche est
privilégiée par les RMNistes, qui y voient la possibilité d’enrichir isotopiquement les protéines a des
co(ts abordables. La production en bactérie est surtout rapide, pratique et requiert des installations
et des équipements assez ordinaires.

Nous avons contacté de nombreux collégues a travers le monde qui ont produit et utilisé des
kinases. Nous avons recu de nombreux plasmides qui n’ont la plupart du temps que suscité des
déceptions (rendements tres faibles, ou des activités insuffisantes ne permettant que la phospho-
rylation non-stoechiométrique par co-expression avec une protéine d’intérét, ou des mutations ren-
dant la kinase constitutivement active mais provoquant la phosphorylation de sites non-natifs nom-
breux, etc...). Nous avons sans doute perdu du temps dans cette approche de récupération de plas-
mides. Nous pouvons par exemple mentionner une construction de Erk2 ou toutes les cystéines
avaient été mutées, utilisée de multiples fois pour des études par RMN publiées : cette construction
précipitait a basse température et nous n’avons jamais pu l'utiliser ; les auteurs de ces publications
préparent sans doute un échantillon frais pour chaque spectre.

Nous avons opté pour la commande de génes optimisés pour les kinases qui nous intéres-
saient. Nous avons ainsi établi des protocoles robustes permettant la production recombinante chez
E. coli des MAP-kinases p38a p38y ou Erk2 (I'expression recombinante dans 1 L de culture E. coli
fournit aprés purification environ autant d’activité kinase que 200 k€ d’aliquots achetés chez Si_ma
par exemple). Nous les avons activées par double phosphorylation de leur boucle d’activation en les
incubant aprés purification avec des constructions recombinantes des MAPKK MKK6 et MEK1 mu-
tantes constitutivement actives (stage S. Eissa, 2020). Malgré le fait que les structures cristallines de
p38a ou Erk2 activées, i.e. double-phosphorylées pTpY sur leur boucle d’activation, aient été pu-
bliées depuis longtemps en utilisant des coexpressions MAPK+MAPKK,3%53% nous avons observé
gue cette approche produisait des formes « sur-phosphorylées » (Figure 46B, en accord avec la lit-
térature 3°7); 'impact des phosphorylations hétérogénes supplémentaires sur I’activité enzymatique
et la sélectivité des substrats est difficile a prédire. Pour analyser les états de phosphorylation de
ces kinases, nous utilisons un retardateur de migration sur SDS-PAGE, Phos-Tag acrylamide.39%3%°
Celui-ci permet de distinguer et quantifier les formes phosphorylées, mais dans le cas des kinases
p38a et Erk2, il est difficile de séparer les formes phosphorylées de la boucle d’activation pT et pT-
pY.399-401 |déalement, la double phosphorylation est préférable, mais trouver les meilleures condi-
tions et les temps d’incubation en présence des MKKs est difficile, notamment lorsqu’on observe la
progressive déphosphorylation de p38a ou Erk2 a des temps d’incubation trop importants (Figure
46C). Cela peut-étre un élément problématique, car la perte de la phosphorylation sur la tyrosine
activatrice diminue I'activité enzymatique d’un facteur 10.%°2 Nous avons fait de notre mieux pour
établir des protocoles permettant une double phosphorylation homogéne, mais nous ne pouvons
certainement pas garantir mieux que ~80-90% de double phosphorylation.
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Figure 46 : A. Structures cristallines de p38a non-phosphorylée (noir) ou doublement phosphorylée (rouge),
la boucle d’activation ne fournit pas de densité électronique en absence de phosphorylation, les deux sites
phosphorylés sont représentés en batdnnets ; B. Analyse SDS-PAGE PhosTag de p38ca produite en E. cole
BL21(DE3)* seule, ou coexpriméee avec MKK6-S407E-T211E « constitutivement active », ou phosphorylée
apres purification par MKK6-S407E-T211E ; I'attribution des bandes de migration a été publiée par Tokunaga
etal. *°! ; C. Suivi de I’état de phosphorylation de p38a purifiée par MKK6-S407E-T211E ; des bandes montrant
la déphosphorylation apparaissent et sont confirmées par analyse ESI-MS.

Apres de nombreux tests dans différentes souches bactériennes et a différentes tempéra-
tures, nous avons réussi a produire de bonnes quantités de CK19, par co-surexpression de chape-
rones bactériennes (plasmide pGro7, exprimant GroEL/GroES) (Figure 47B). Cette méthode avait
été utilisée dans une étude publiée en 2017.%%3 Des protocoles alternatifs ont été publiés, notam-
ment par le groupe de V. Dotsch, qui utilisent simplement une expression a 16-18°C en BL21(DE3)
ou Rosetta2 sans nécessité d’étiquette de solubilité, pour CKla, CK15 et CK1g.254404-406 Nous
n’avions obtenu que des résultats médiocres avec cette approche simple (Figure 47B). Le timing
d’induction des chaperones et de la protéine d’intérét doit étre bien choisi pour une production
efficace. Comme cela a été montré il y a 15 ans pour les kinases coexprimés avec des chaperones
bactériennes, il est nécessaire de vérifier que les chaperones ne sont pas co-purifiées avec la pro-
téine d’intérét -notamment en présence de DnaK (HSP70)- et d’effectuer des étapes de purification
par SEC pour éviter I'obtention d’agrégats solubles.*9”4%% Nous avons produit préférentiellement
CK193, dont nous obtenions les meilleurs rendements (Figure 47C,D), et sans son IDR C-terminale
autophosphorylée et inhibitrice. L'autophosphorylation lors de I'expression recombinante des CK1
en bactérie est connue et a des effets délétéres sur son activité.40>4096403-411 yne phosphorylation
sur le domaine globulaire kinase a méme été mise en évidence, qui diminue son activité enzyma-
tiqgue d’un facteur ~2. Des groupes traitent CK1 par des phosphatases aprées purification, mais il a
été montré que la coexpression avec une phosphatase est une approche efficace.*® Les isoformes
de CK1 sont censées avoir des spécificités de phosphorylation assez similaires, et nous avons décidé
de travailler avec CK15 pour nos études d’IDPs phosphorylées. Nous n’avons pas poursuivi nos ef-
forts pour la production de CK1a et CK1g, par manque de temps disponible.
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Figure 47 : A. Schéma des structures primaires des CK1 humaines : rouge : les domaines globulaires enzyma-
tiques kinases ; rose : les IDRs ; B. Analyse SDS-PAGE de I'expression de CK16 en E. coli BL21(DE3)*, avec et
sans induction par 'arabinose de la surexpression des chaperons bactériens GroEL/GroES (plasmide pGro?7,
Takara) a différents moments de la croissance exponentielle ; d’autres chaperons ont été testés sans succes ;
C. D. Tests d’expression de CK1a/c en absence/présence de coexpression des chaperons GroEL/GroES a diffé-
rentes températures. -/+ | : avant/aprés induction a I'IPTG de la protéine d’intérét ; P : pellet, fraction inso-
luble apreés lyse ; S : surnageant, fraction soluble apreés lyse des bactéries.

AuroraA est sensée étre une kinase activatrice de Plk1, qui nous intéresse beaucoup. Nous
avions auparavant exprimé AuroraA et TPX2 séparément, mais nous n’avions pas observé de phos-
phorylation de Plk1. Nous avons donc adapté une chimére, telle que publiée en 2019,%'? AuroraA-
TPX2. Celle-ci est autophosphorylée sur de nombreux sites (analyse ESI-MS, Figure 48), sa capacité
a phosphoryler Plk1 n’est toujours pas vérifiée. Nous n’avons pas eu le temps d’essayer de produire
AuroraA en présence de phosphatase coexprimée, qui semble donner des résultats concluants selon
I"article rapportant I'utilisation de cette chimére.**?
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Figure 48 : Analyse ESI-MS (PF Sicaps, 12BC) de AuroraA exprimée en E. coli BL21(DE3)*. Poids moléculaire
attendu : 44800 Da. Les différences de 80 Da entre chaque pic correspondent a des autophosphorylations
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multiples, jusqu’a 8 phosphorylations par molécule, qui générent une population hétérogéne et dont I'activité
peut en étre altérée.

Nous avons également produit CK2a et VRK1 (qui ne nécessitent pas d’activation). VRK1 a
été utilisée avec profit dans une publication du laboratoire.38 Le plasmide correspondant était con-
tenu dans une librairie Addgene de 96 plasmides congus pour I’expression en bactérie des domaines
enzymatiques de kinases humaines.*'3 Nous avons obtenu de bonnes quantités de Src par coexpres-
sion d’une tyrosine phosphatase YopH ; la production en absence de YopH est désespérément
faible, en accord avec la littérature (stage B. Bayanaa, 2019) ;*!* la co-expression de chaperons bac-
térien n’a pas aidé a améliorer les rendements.

Nous avons établi les protocoles de production pour le couple et Cdk2/CyclinA2 et CyclinB1
(Cdk1/CyclinB1 : Cdk1 en cellules d’insecte) (stage C. Varela-Moreira, 2019). Nous avons purifié sé-
parément Cdk2 et CyclinA2, puis nous les avons mélangés avec succes : ils forment un complexe qui
élue en un seul pic en SEC. Nous avons également produit CKS1 et 2 (Cyclin-dependent kinase regu-
latory subunit 1 et 2), qui permettront des études biochimiques de spécificité de phosphorylation
des complexes Cdk2-cyclinA2/CKS et Cdk1-cyclinB1-CKS lorsque nous aurons réussi a les phospho-
ryler avec Cdk7 (cf. chap. 4.2.1.b.).

Nous avons également exprimé des constructions des phosphatases Wipl et calcineuri-
neA/B.

Nos tentatives d’expression en bactérie du domaine enzymatique de ATR ont échoué, malgré
une publication a ce sujet qui semblait prometteuse (non citée depuis 2018).4*>

Comme nous l'avons présenté ci-dessus, nous avons exprimé Chk2 et notamment son do-
maine catalytique. Cependant, I'autophosphorylation hétérogéne pendant I'expression est peut-
étre génante si I'on veut caractériser précisément son activité sur des cibles précises. Nous n’avons
pas essayé de progresser dans ce domaine, la tache semble difficile.

Nous avons enfin tenté de produire Plk1l. Cette kinase comprend un domaine catalytique
activable notamment par une phosphorylation sur Thr210, et un domaine PBD qui reconnait les
motifs Ser-pThr-Pro. Une étude de 2008 avait montré que la phosphorylation de Plk1 par Slk (assez
inefficace : Plk1 a 4 uM + Slk a 40 uM) améliorait son Km d’un facteur et son kcat d’un facteur 100,
tandis que l'interaction du PBD avec un phosphopeptide MQSpTPL améliorait le kcat d’un facteur
10.#1® Une interaction entre le domaine kinase (KD) et le PBD, qui atténuerait la capacité catalytique
du KD, semble étre confirmée par une structure d’un assemblage KD+PBD et d’autres études sub-
séquentes.**”418 Dans le cadre d’un collaboration avec A. Careira (Institut Curie), nous avions regu
des aliquots de Plk1 exprimées en cellule d’insecte (PF d’expression de protéine de I'Institut Curie),
mais dont I'analyse SDS-PAGE montrait de nombreuses bandes de protéolyse ; I'analyse des bandes
avait révélé la présence des domaines séparés de Plk1 dans I’échantillon, ce qui rendait I'analyse de
son activité problématique, rendant compte d’'un mélange entre protéine entiere et domaine kinase
seul. Nous avons tenté plusieurs approches de production recombinante pour produire Plk1 au la-
boratoire en cellules d’insecte ou en bactérie. J'ai concu de nombreuses constructions qui ont révélé
de nombreuses surprises. Les premiéres constructions intégraient la mutation de plusieurs cystéines
exposées au solvant (et le rajout d’une Cys en position 162 pour permettre la fonctionnalisation
ultérieure par des cages lanthanides pour une analyse structurale). L'une d’entre elles, Cys212, est
proche de la Thr210 activatrice et s’est révélée indispensable a la bonne capacité enzymatique de
PlIk1. J’avais commis cette grossiére erreur de muter la Cys212. J’ai donc « démuté » toutes nos
constructions pour réintégrer une Cys212. Puis nous nous sommes rendus compte que Plk1 produi-
sait des formes autophosphorylées hétérogenes. Une analyse de spectrométrie de masse suggérait
guelques positions possibles d’autophosphorylation (Stage H. Chérot). J'ai initié une seconde série
de constructions, dont les positions S103, S269 et T317 sont mutées en alanine. Malgré cela, nos
analyses par SDS-PAGE-PhosTag montrait toujours au moins 3 sites d’autophosphorylation. Nous
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avons finalement co-exprimé Plk1 avec la lambda-phosphatase, et nous avons obtenu une forme
non- ou peu-phosphorylée de Plk1. Les tests enzymatiques sur un peptide cible fragment de BRCA2,
BRCAaal186-200, ont produit des résultats cohérents (Stage N. Texier, Figure 49). Les constructions
intégrant le KD et I'IDR de liaison avec le PBD sont tres sensibles a la protéolyse. Nos dernieres
constructions intégrant les acides aminés 38-325 générent encore une sous-bande de protéolyse
faible en SDS-PAGE ; les produits de dégradation des constructions 1-366, 37-366 ou 1-328 étaient
bien plus intenses.

A B
BRCA2-2a186-200 (501.M;293K;600MHz)
BRCA2-aa186-200 Phospho-S193 (%)
BRCA2-aal186-200+Plk1 - KD-T210D
ATP (1 mM) 100 55T 5 @300 nM)
/|
KD-WT
D192-L198 | (o) @300 nM
_> o_4KD-T210V
W194-Indole  pS193 W194 | 5 @600 nM
) I &
r r T T T T 0 T r r T T T )
10 9 8 H (ppm) 0 60 120 Time (min)

Figure 49 : Cinétique de phosphorylation de BRCA2aa186-200 par les trois constructions du KD de
Plklaa8-325_S103A-C2555-S269A-T317A. (A) Superposition des spectres 'H 1D (600 MHz) de
BRCA2aa186-200 50 uM seul (noir) et aprés 2h30 d’incubation avec 300 nM de KD (rouge). (B) Ciné-
tiques de phosphorylation du résidu $193 de BRCA2aa186-200 par KD-WT, KD-T210V et KD-T210D
obtenues par analyse des spectres RMN H (600 MHz).

La co-expression de phosphatase est donc tres régulierement nécessaire pour obtenir une
population homogéne de Ser/Thr-kinase recombinante en bactérie ; cette co-expression est appa-
remment indispensable pour les Tyr-kinases, pour des raisons que j’ignore et a propos desquelles je
n’ai rien trouvé dans la littérature. L’activation par phosphorylation d’une autre kinase est a effec-
tuer apres purification, selon notre expérience, car la co-expression engendre des multiphosphory-
lations hétérogenes peu controlées, et dont les conséquences sur I'activité et la spécificité sont au
moins incertaines.

Nous pouvons donc produire des milligrammes de kinase par litre de culture en bactérie
pour : p38a activée, Erk2 activée, MKK6-2E constitutivement active, MEK1-mutée constitutivement
active, CK1d, CK2a, VRK1, Src-KD, PIk1-KD, Cdk2/cyclinA2, cyclinB1, CKS1/2, Wip1, calcineurinA/B
(I'activité de AuroraA et Slk n’a pas été constatée pour I'instant).

4.2.1.b. Productions en cellules d’insecte : tests, améliorations de rendements

Tandis que ~10000 structures PDB (~5% de |la PDB) ont été obtenues a partir de production
en cellules d’insecte, une moitié des domaines kinases dont une structure est disponible dans la PDB
a été exprimée grace a cette approche (et ~¥85% des GPCRs).*19420 Ce systéme eucaryote permet le
bon repliement de nombreuses protéines, et son utilisation a été donc au coeur de grandes avancées
en biochimie et biologie structurale des 20 derniéres années.*?! Cette méthode nous intéressait, car
elle était nécessaire pour la production de protéines que nous étudiions comme Med23 ou Cdk1 et
Cdk7, mais aussi pour en tant que mode de production permettant des marquages spécifiques par
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acides aminés. Nous avons testé la production de plusieurs protéines, dont Med23, Mdmz2, p38a.
(notre protéine modéle), Plk1, Cdkl et Cdk7.

Le laboratoire et son plateau technique de production en cellules d’insecte (P. Drevet, puis
V. Ropars, qui nous a beaucoup aidé !) utilisait en routine des cellules Sf21 (cultivées en SF900 II
SFM, Gibco) et un vecteur a double entrée pKL pour la génération de bacmides, via les systéemes
Multibac/EMBacY mis au point par Imre Berger dans les années 1900-2000.421423 Ces systémes con-
tinuent a étre examinés et améliorés.*?4#42> Une amélioration possible de rendements a partir de
modifications simples du pKL semblait possible : quelques recherches bibliographiques suggéraient
I"utilisation de séquences promotrices ou terminatrices alternatives pour I'amélioration de I'expres-
sion des protéines d’intérét en cellules d’insecte. Parmi celles-ci, une séquence riche en AT en amont
immeédiat du RBS (site de liaison du ribosome, en 5’ de la méthionine initiatrice) semblait accessible
et prometteuse : « Syn21 », une séquence de 21 paires de bases « translation enhancer ». 4267428 | 3
séquence terminatrice du gene de la polyhédrine polH semblait étre aussi plus favorable que la sé-
guence SV40 présente dans pKL. Nous avons donc testé des combinaisons 5’Syn21-3’polH, 5’empty-
3’polH et 5’Syn21-3’SV40 pour plusieurs génes (p38a, Cdkl, Plk1). La séquence Syn21 génére une
amélioration de rendement d’un facteur ~3-4, tandis que la séquence terminatrice polH semble étre
équivalente ou méme réduire un peu les rendements par rapport a SV40.

J'ai préféré utiliser des cellules Tni, dont la production est sensée étre régulierement plus
importante que celle des Sf21, et, surtout, pour lesquelles des milieux commerciaux existent qui
sont déplétés en acide aminé et contenant des extraits de levure dialysés (Esf921 deltaseries, Ex-
pressionSystem), dont l"utilisation permet I'expression et le marquage de protéines pour la RMN
429-432 Ceci devrait nous permettre d’effectuer des marquages isotopiques d’acides aminés. Nous
avons effectué quelques tests avec un milieu contenant une faible quantité d’extrait de levure dia-
lysé (« modified Low Polished Yeast Extract ») complété par un mix d’acides aminés, dans lequel les
cellules ne poussent pas. Nous avons commandé a I'automne 2021 un milieu contenant de I'extrait
de levure dialysé en quantités normales (« Low Polished Yeast Extract », utilisé dans la littéra-
ture®39431) qui est arrivé 6 mois plus tard, et que nous n’avons pas eu le temps de tester.

Concernant I'ensemble minimal de kinases que nous voulions produire au laboratoire, Cdk1
est, jusqu’a présent, impossible a produire en bactérie. Nous avons réussi a la produire en cellules
d’insecte dés la premiére tentative (~12 mg/L), de maniére cohérente avec des travaux publiés en
2015 qui avaient aussi bénéficié de I'expression en cellule d’insecte.**® Pour étre actives, Cdk1 et
Cdk2 doivent étre phosphorylées sur leur boucle d’activation (T161 et T160, respectivement), et en
complexe avec des cyclines dédiées. Nous avons produit les cyclines A2 et B1 sans probléme en
bactérie (cf. 4.2.1.a.). Malheureusement, nous avions congelé Cdk1 seule a I'issue de sa purification,
en absence de glycérol ; la protéine a précipité a la décongélation sans que nous ayons pu tester
son association avec les cyclines. Nous n’avons pas eu le temps de répéter cette production de Cdk1.

La phosphorylation de Cdk1 et Cdk2 est effectuée par Cdk7, qui est stable uniqguement en
complexe avec la Cycline H et MAT1 chez les métazoaires. Des structures remarquables ont été pu-
bliées récemment de ce complexe obtenu en cryo-EM.*3443> Ce complexe a un équivalent monomé-
riqgue chez la levure, CAK1 (pour Cdk Activating Kinase) qui a été utilisé plusieurs fois dans la littéra-
ture pour phosphoryler Cdk1/2 ; nous n’avons jamais réussi a produire en bactérie des quantités
suffisantes de CAK1, en utilisant plusieurs plasmides de plusieurs laboratoires. Le groupe d’A. Mu-
sacchio a reporté récemment l"utilisation de ce CAK1 pour produire des quantités importantes de
Cdk1/CyclinB1/Cks1 phosphorylé, soit en coexpression, soit aprés purification, mais la phosphory-
lation n’est pas homogeéne.**® Nous essayons de produire le complexe Cdk7/CyclinH/MAT1 tel que
décrit par le groupe de E. Nogales, qui nous assurerait sans doute la possibilité de générer Cdkl
phosphorylé de maniére stoechiométrique (ou presque). H. Chérot (en these) vient juste de produire
et purifier ce trimére Cdk7/CyclinH/MAT1, dont 'activité reste a tester.
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Nous avons réussi a produire des quantités intéressantes de p38a et de Plk1l. Pour autant,
I’expression en cellules d’insecte via baculovirus n’est pas sans défaut. Elle reste une méthode rela-
tivement peu flexible et lente : en respectant les horaires d’ouverture et les week-ends, il faut ~1
mois depuis la réception du plasmide jusqu’a la production de protéine. On a donc aisément ~2 mois
de délai entre chaque amélioration ou mutation de gene. D’autre part, les cellules d’insecte sont
gourmandes en acides aminés, ~10 g/L (sans compter le glucose et I'ammonium ; les cellules sont
non-viables en présence de glucose deutéré nécessaire a la deutération totale) un point probléma-
tiqgue pour la RMN et I’enrichissement isotopique.

4.2.1.c. Productions en cellules mammiferes : tests, améliorations de rendements

En laboratoire de recherche, I'expression en cellules mammiféeres met en ceuvre habituelle-
ment en des transfections transitoires qui réduisent considérablement le temps de production, i.e.
une petite semaine apres réception des plasmides. Sans surprise, en temps d’urgence, de trés nom-
breuses structures importantes de SARS-coV2 ont été obtenues grace a I'expression en cellules
mammiféres.*3’-440 Les cellules mammiféres peuvent produire des protéines portant des glycosyla-
tions natives,**17443 et les systémes d’expression récents utilisant des cellules en suspension peuvent
régulierement produire 1-10 mg de protéine recombinante dans les 48-96 h aprés transfec-
tion.441444-448 | 'industrie utilise aussi des cultures de cellules CHO monoclonales pour produire des
grammes de protéine par litre au cours de cultures qui peuvent durer plusieurs mois.*4°74>2

Nous avons effectué quelques tests utilisant des cellules HEK en suspension, soit des 293T
adaptées (fournies par M. Modesti) en milieu de culture HyCell TransfX (~¥80-100 €/L), soit des cel-
lules commerciales Expi293 dans le milieu commercial dédié Expi293 (~400 €/L) ou dans le milieu
plus économique TranfX (p38a, CK1la, Mdm2, a-synucléine). Bien que relativement chers, le milieu
Expi293 et les agents de transfections et boosters de Gibco fournissent des niveaux d’expression
bien supérieurs, qui compensent la différence de colt avec le milieu plus économique (Figure 50).
L'expression n’est pas tout, nous avons constaté qu’une bonne partie de la protéine produite pou-
vait étre agrégée parfois... Nous avons également comparé les expressions de plusieurs chimeres
contenant soit une EGFP, soit une mVenus comme étiquette de fluorescence. Une publication ré-
cente a montré en effet que mVenus permettait des taux d’expression 2 a 5 fois plus importants.*>3
Nous n’avons pas constaté de grandes différences pour I'instant sur nos constructions. Nos proto-
coles de purification utilisant des His-trap peuvent étre suffisamment efficaces pour des protéines
bien exprimées (~2-5 mg par litre de culture ou plus). Nous améliorons actuellement notre savoir-
faire dans I'utilisation de Strep-tag/Strep-tactin pour les cas plus difficiles.
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Figure 50 : Suivi de I'expression de p38c (plasmide pcDNA5-FRT-TO a promoteur CMV) en cellule Expi293,
pour des chimeéres EGFP-p38ca, mVenus-p38a, p38«a, en milieu de culture Expi293 utilisant les agents de trans-
fection commerciaux Gibco/Thermo ou en milieu Hycell TransfX avec une transfection utilisant PEIMax; la
fluorescence a été suivie en cytométrie (Guava, canal YFP), mVenus et EGFP n’ont pas les mémes spectres
d’absorption donc les quantités de fluorescence ne sont pas comparables entre mVenus et EGFP ;la viabilité
des cellules a été suivie par bleu de trypan ; I'expression en milieu HyCell TransfX a été interrompu au pout de
48h car ~50% des cellules n’étaient plus viables ; la purification de EGFP-p38«a et mVenus- p38ca aboutit a
un rendement de ~10 mg/L de culture (aprés His-trap, coupure Tev sur la nuit, 2¢ His-trap puis SEC, purificaiton
effectuée par A. Bourand-Plantefol).

4.2.1.d. Quel systéme eucaryote utiliser pour la production recombinante ?

Je n’ai pas d’expérience dans le domaine de I'expression en levure, et je ne I'’évoquerai donc
pas ici. Les rendements en mg de protéine par litre de culture peuvent étre similaires (mais trés
variable en fonction des protéines, entre 1 et 100 mg/L) en cellules d’insecte+baculovirus ou en
cellules mammiféeres en suspension avec transfection transitoire, en utilisant les technologies et les
lignées les plus récentes. Le co(it par mg de protéine produite en cellule mammifére est donc plus
élevé que celui en cellules d’insecte (trés approximativement : ~600-700 €/L vs ~100-150 €/L en
comptant les agents de transfection, les préparations de plasmide, la verrerie/consommable plas-
tique). Les délais de production sont bien plus longs pour les productions baculovirus/cellules d’in-
secte, et la quantité de travail nécessaire pour produire les baculovirus est aussi importante.

Le choix du systéme eucaryote a utiliser dépend donc des habitudes et capacités des labora-
toires. Il me semble que I'expression en cellules mammiféres offre plus de perspectives, étant tou-
jours préférée par nos amis biologistes et faisant I’objet de plus de développements technologiques,
soutenus notamment par l'industrie pharmaceutique. La production en cellules mammiféeres
semble aussi un peu plus reproductible et un moins intensive en main d’ceuvre que celle en cellules
d’insecte. Des lignées commerciales permettant une glycosylation homogéne existent (GnTl-, que
nous mettons en ceuvre avec succes laboratoire d’ailleurs). En ayant les marquages isotopiques a
I'esprit, les milieux de culture les plus récents semblent contenir des quantités d’acides similaires
pour les deux systémes eucaryotes.
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La différence de colt entre les deux systémes est donc en bonne partie compensé par le colit
de main d’ceuvre supplémentaire de I'expression en cellules d’insecte. L'expression en cellules
mammiféres serait donc plus en accord avec une utilisation efficace des salaires, a mon avis. Mon
expérience de long terme m’incite a penser que le systeme francais de recherche en biochimie a
plutdt tendance a dépenser en salaires ce qu’elle ne finance pas en consommables. L'industrie phar-
maceutique semble avoir fait le choix de 'utilisation importante de I'expression en cellules mammi-
feres au cours des derniéres années ; elle a peut-étre pris de I'avance sur les laboratoires publics
francais dans ce domaine, qui sont pour la plupart liés a leur expertise de long terme de production
recombinante en bactérie, levure ou en cellules d’insecte. Il faut bien ajouter que le choix du sys-
téme de production dépend bien sir de I'expertise locale, mais qu’il est a la fois dirigé par la ques-
tion scientifique explorée, et a la fois qu’il détermine les questions explorables. S’il n’existe donc
pas de systeme de production recombinante universellement plus efficace, il est intéressant d’avoir
la capacité de les utiliser tous, pour ne pas limiter notre champ d’investigation au long terme.

4.2.2. Biologie structurale des kinases par RMN

4.2.2.a. Contexte, état de I'art

Les kinases sont des cibles de choix pour des traitements anticancer, anti-inflammatoire ou -
autoimmunitaire ; 71 composés inhibiteurs de kinases étaient approuvés par la FDA en 2021, la moi-
tié dans les 5-6 dernieres années (15% de tous les composés « FDA-approved » sur cette période),
et des centaines d’essais cliniques sont en cours dans ce domaine.****>’ De maniére intéressante,
la famille des kinases est I'une des 3 plus étudiées pour la recherche d’inhibiteurs, mais elle reste
encore sous-explorée en rapport a sa « druggability » (comment traduire cette notion ?).4>8

Ayant désormais notre disposition des plasmides et des protocoles permettant la production
de ces kinases, nous sommes tentés —déformation professionnelle du spectroscopiste obsessif- d’en
obtenir des spectres RMN. Certains se révelent étre de tres bonne qualité pour des protéines de
~40 kDa et laissent imaginer des études de caractérisation des conformations et des interactions
avec des inhibiteurs. Comment la RMN peut-elle contribuer a la compréhension du fonctionnement
des kinases, in vitro ou in cell ? La résolution de leur structure par RMN semble étre peu pertinente
de premier abord en 2022. Le « kinase-fold » est connu et décrit depuis 1991, 5700 structures de
Ser/Thr/Tyr kinases humaines sont présentes dans la PDB, et 315 kinases sur 518 ont une structure
dans la PDB (Figure 51) ; Alphafold peut sans doute nous renseigner sur celles qui restent.
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Figure 51 : A. Nombre de structures de domaines enzymatiques de Ser/Thr/Tyr kinases humaines enregistrées
dans la PDB au cours du temps ; B. Nombre de structures de ces domaines enzymatiques sans ou avec ligand,
et site d’occupation des ligands ; C. Organismes utilisés pour produire les kinases dont les structures ont été
décrites. Sources : PDB et www.klifs.net **°
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Tout n’est pas dit avec une structure pourtant, nous le savons. La plupart de ces structures
ont été obtenues dans le cadre de recherches d’inhibiteurs, qui sont en trés grande majorité des
compétiteurs de I’ATP — la ou la spécificité est la plus difficile a obtenir (Figure 51B). Il n’est donc
pas surprenant d’observer une faible spécificité pour la plupart des inhibiteurs commerciaux, y com-
pris pour ceux utilisés en médecine (« FDA approved ») (Figure 52).8745%461 A propos des derniers,
ils n’ont été validés que contre 45 kinases, principalement des Tyr-kinases, 90% visant le site ATP (Fi-
gure 53B); %°7 cela est sans cohérent avec leur positionnement initial dans la cascade de signalisation
des kinases (Figure 53C). Les essais cliniques montrent une réorientation des recherches vers les
kinases situées plus en aval (Figure 53D). %’
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Figure 52 : A. Arbre phylogénétique des kinases et affinités du Sunitinib (ventes : 1.5 milliard de S par an) pour
ces kinases (source : Karaman et al. 2009 **°); B. Idem pour le Dasatinib (ventes : 2 milliards de S par an)
montrant que les affinités mesurées sur des kinases purifiées sont meilleurs qu’en cellule, notamment a cause
de la compétition avec I'’ATP/ADP cellulaire (source : Vasta et al. 2018 *); C. Mesures de Kd.p, (analyse pro-
téomique quantitative d’extraits cellulaires a I'issue de compétition avec des inhibiteurs fixées sur des billes)
de 243 inhibiteurs de kinases évalués cliniquement pour 253 kinases identifiées/quantifiées (source : Klaeger
etal. 2017%).
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A Human kinases with a structure B Human kinases with a FDA-approved drug (2021)
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Figure 53 : A. Arbre phylogénétique des Ser/Thr/Tyr kinases humaines, les points rouges indiquent celles dont
une structure existe dans la PDB ; presque toutes les familles ont au moins une réprésentante décrite structu-
ralement ( www.klifs.net **°) ; B. idem, les points bleus indiquent celles pour lesquelles un inhibiteur au moins
est utilisé en médecine, approuvée par la FDA ; les Tyr-kinases sont les plus ciblées*’ ; C. Schéma simplifié de
la cascade de signalisation par les kinases de la voir Erk 62 ; D. Ser/Thr/Tyr kinases humaines pour lesquelles
des inhibiteurs sont actuellement testés cliniquement.*’

Cependant, les kinases sont des protéines présentant une grande flexibilité conformationnelle
au sein du domaine kinase ; celui-ci est d’ailleurs souvent intégrés dans une protéine plus large con-
tenant d’autres domaines globulaires, dont les interactions interdomaines régulent I'activité enzy-
matique et/ou la localisation cellulaire (des inhibiteurs d’Akt existent qui stabilisent des interactions
intramoléculaires/interdomaines par exemple %¢3). Ainsi, les mécanismes allostériques sont nom-
breux chez les domaines kinases, et des inhibiteurs allostériques ont été développés qui sont géné-
ralement bien plus sélectifs que les compétiteurs de I’ATP.#>7463.464 | "analyse RMN a typiquement
un apportintéressant dans ce domaine, et de tres belles études sur la dynamique conformationnelle
et les mécanismes d’allostérie ont été publiées ces dernieres années notamment par les groupes de
Seeliger, Ahn, Shimada, Peti, Grzesiek, Kalodimos.#9%#65-470 Dans un trés bel article, ce dernier a no-
tamment mis en évidence I'existence de 2 états minoritaires du domaine catalytique de Abl en
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solution, la conformation active représentant 90% de la population pour la kinase WT, mais cet
équilibre fluctuant beaucoup avec les mutations oncogenes (Figure 54). Cependant les travaux de
RMN ont porté essentiellement sur des kinases stables et qui s’expriment bien en bactérie (Abl,
Erk2, p38, JNK, BTK), notamment parce qu’elles mettent le plus souvent en ceuvre la deutération
compléte pour obtenir de meilleurs spectres.

N
7

Free energy

Active state Inactive state 1 Inactive state 2

Figure 54 : Illustration de I’équilibre conformationnel mis en évidence par RMN, les équilibres et des cinétiques
de transition entre conformations ont été quantifiés par 1H-13C-methyl-CEST (source : Xie et al. 2020 Science
%7) - la conformation active ( « boucle DFG-in ») représente 90% de la population totale pour le domaine
catalyique de Abl isolé en solution ; cette conformation est celle observé dans 90% des structures de la PDB
(www.klifs.net).

Jinsiste sur le fait que la plupart des travaux réalisés sur les kinases et leurs conformations ou
leurs interactions avec des inhibiteurs I'ont été sur des protéines non-modifiées. Nous aurions sans
doute des choses a apprendre si nous avions de meilleures capacités a produire des kinases phos-
phorylées. Dans le cas de Erk2 et p38, des études de RMN ont montré combien leur phosphorylation
altérait leur dynamique conformationnelle et leurs interactions avec des ligands.401466:470

Ainsi, comme le plus souvent a mon avis, la RMN a plus a apporter dans la compréhension
fondamentale et la quantification des changements conformationnels, et moins dans la description
de structure exacte ou dans la détermination de la spécificité des ligands. De grandes avancés ont
été réalisées dans ce domaine, avec I'analyse protéomique en cellule et en tissu de 'interaction de
ligands (« cellular thermal shift assay » CETSA et dérivés analysé par protéomique-MS 471747) ou
avec la quantification de I'interaction en cellule ligand:kinase utilisant le BRET (« bioluminescence
energy transfer » entre une chimeére kinase-nanolLuciferase et un ligand compétiteur couplé a une
sonde fluorescente 6477 qui peut étre couplée au CETSA #’8). Ces méthodes ne sont pas sans dé-
faut : parmi d’autres, elles ne fournissent que des indications indirectes des interactions étudiées,
elles ne donnent pas d’indication sur les états de phosphorylation des protéines qui lient les ligands,
la protéomique par MS peut fournir des faux-positifs ou ne pas détecter les cibles d’intérét et est
une technique destructive ne permettant pas de suivi longitudinal d’'un méme échantillon, les tech-
niques CETSA peuvent étre sujettes a controverse (quelle est la valeur de la quantification de la
stabilité thermique « en cellule » lorsque celle-ci est évaluée aprés 3 minutes a 50 ou 60 °C?), les
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techniques BRET fonctionnant sur des tests en compétition peuvent aussi engendrer des difficultés
pour le suivi longitudinal (quenching de fluorescence, échappement des sondes, luminomeétres non-
adaptés au maintien des cellules en culture), et ces techniques fournissent des points finaux mais
pas la cinétique de liaison. Ces techniques sont beaucoup plus sensibles et permettent un multi-
plexage ou une vue au niveau protéomique inimaginable pour la RMN. Cependant, leurs défauts
évoqués montrent une certaine complémentarité possible avec la RMN in-cell. Celle-ci pourrait don-
ner de I'information directe sur la cible d’intérét, et pas sur des sondes ou la stabilité thermique, sur
les conformations et les états de phosphorylation, les cinétiques d’engagement cible:ligand par suivi
longitudinal dans un bioréacteur intra-spectrométre, y compris dans des organoides.

Je profite du libre espace de ce manuscrit pour évoquer une possibilité qu’il serait intéressant
de développer au long cours. Un des problémes majeurs de la RMN pour la recherche d’inhibiteur
est son incapacité a bien distinguer les affinités protéine:ligand fortes, sous les ~100 nM,*’° tandis
gue les ligands « FDA-approved » de kinases ou de GPCRs par exemple ont des affinités nanomo-
laires.*8%481 En utilisant des titrations par compétition avec un ligand connu d’affinité ~100 nM, I'ob-
servation de la cible protéique par RMN permet des mesures d’affinité vers les ~10 nM, y compris
en cellule vivante #8483, On pense bien s(r a la faible sensibilité de la RMN qui requiert de hautes
concentrations de protéine ou de ligand pour les rendre observables. Mais les ligands « FDA-appro-
ved » représentent une difficulté pour la plupart des méthodes : leur koff est compris entre 10! et
107 51480481 | 3 RMN pourrait s’en accommoder, y compris a bas champ, y compris en cellule, en
utilisant des chiméres protéiques contenant des domaines de liaison aux lanthanides 48448 : ces
étiquettes paramagnétiques annuleraient les résonances de ligands de référence pré-liés au do-
maine enzymatique étudié, et I'exposition a un deuxiéme ligand fort permettrait de progressive-
ment déplacer ces ligands de référence de leur cible; I'observation longitudinale de I’échantillon sur
des heures ou des jours n’est pas problématique pour la RMN, et permettrait de voir grandir le signal
du ligand de référence, et d’évaluer des koff > 10 s, Cette idée n’existe que sur le papier pour
I'instant, mais je tenterai de la réaliser un jour.

4.2.2.b. Nos cibles privilégiées

PIk1 semble étre une cible de choix pour une étude RMN, maintenant que nous avons pro-
gressé et établi des protocoles de production en bactérie. Ses deux domaines KD et PBD sont en
contact dans la seule structure cristalline les réunissant, et le domaine PBD semble bien inhiber le
KD tant qu’un peptide phosphorylé ne vient pas interagir avec ce PBD. Le comportement en solution
de la protéine entiere n’est pas bien déterminé et une étude structurale pourrait permettre la con-
ception de molécules (dé)stabilisant I'interaction entre les deux domaines.

Il serait également intéressant de comprendre comment les cibles IDPs des MAPKinases p38,
Erk2, ou Cdk1/2 se comportent. Nous avions observé que Elk1, qui comporte 2 sites d’amarrage a
deux sites différents de Erk2, était phosphorylée de maniére tres différente par Erk2 si I’'on éliminait
ou interchangeait les sites d’amarrage. Des informations structurales nous manquent pour bien
comprendre comment ces interactions créent de la processivité et/ou de la spécificité entre les
MAPKinases ou les Cdkinases et leurs substrats. Malene Ringkjobing-Jensen travaille sur des ques-
tions trés similaires avec la 3° MAPKinase JNK. Mart Loog a mis en évidence de nombreux méca-
nismes de spécificité et processivité de Cdkl en levure.*®’~* Nous avons convenu avec lui de tra-
vailler sur ces questions sur les Cdkinases humaines.
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4.3. Développements pour la RMN in-cell

4.3.1. RMN in-cell, les limites peuvent-elles étre repoussées ?

Observer les protéines a I'échelle atomique dans les cellules est un objectif attrayant. La
« RMN in-cell » vise a rendre cela possible, en mettant notamment en ceuvre un filtre isotopique
15N ou 13C (Figure 55) : une espéce enrichie isotopiqguement peut étre observée sélectivement par
RMN, y compris dans des cellules cultivées en milieu de composition isotopique d’abondance natu-
relle, i.e. contenant des espéces *N a 99.4% et 12C 2 98.9% « invisibilisées » par des séquences RMN
adéquates (abondance naturelle : 0.6 % de N, 1.1 % de 13C).

J’ai publié deux revues exhaustives sur ce sujet cette année : i) la premiére dans Chemical
Reviews sur les protocoles et applications pour la biologie structurale in-cell (et un panorama des
techniques complémentaires)!® ; la deuxiéme dans Progress in NMR Spectroscopy 3’ évoquant
toutes les études RMN sur des cellules ou tissus depuis 1950, et les informations sur I'eau, les ions,
les métabolites, les parois membranaires, les acides nucléiques, les protéines, le métabolisme, la
recherche/conception d’inhibiteur etc... J’ai essayé de rendre ces revues didactiques, de donner de
nombreux éléments historiques, j'y explique sans équation de trés nombreux principes qui font les
forces et les difficultés de la RMN, particulierement en milieu complexes. Je ne vais pas répéter ces
centaines de pages ici, je redirige les lecteurs-trices vers ces deux revues.
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Figure 55 : A. Représentation du cytosol bactérien (source Yu et al. 2016 elife ** ; B. Schéma de principe du
filtre isotopique mis en ceuvre pour la RMN in-cell ; C. Echelle de temps des événements moléculaires en cellule
(gris), des évenements et techniques de translocation de molécules (orange) et observables RMN (vert) ou
d’autres techniques capables de générer de I'information structurale en cellule (bleu) ; le type d’information
structurale (conf. : conformation, rot. diff. : rotational diffusion, i.e. temps d’autocorrélation, etc...) rensei-
gnée par chaque observable est mentionné.
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Je ne rappellerai que les points importants suivant :

- i) la taille des protéines est encore plus problématique pour la RMN en cellule, car le temps
de corrélation y est encore ralentie ; on a réussi a étudier in-cell des protéines de ~25 kDa pour
I'instant (les limites ont été bien repoussée pour la RMN in vitro, jusqu’a 1 Mda grace a la deutéra-
tion et aux marquages *3C-méthyls principalement 4°2493) ; |es interactions non-spécifiques peuvent
rendre toute une population invisible par relaxation d’échange et ralentissement du temps de cor-
rélation 494-4%;:

- ii) les concentrations intracellulaires utilisées pour les études de RMN in-cell publiées
jusqu’ici sont de I'ordre de 100 uM ou plus;

- iii) les protéines interagissant avec des assemblages macromoléculaires comme les mem-
branes sont invisibles pour la RMN in-cell en solution ;

- iv) la RMN in-cell détecte des signaux qui peuvent provenir de plusieurs populations diffé-
rentes dans la cellule ; aucune résolution sub-micrométrique n’est possible avec les techniques ac-
tuelles. C'est le plus gros défaut de cette approche, de mon point de vue ;

-v) la RMN in-cell est la seule technique capable de fournir de I'information au niveau ato-
mique, pour toute sorte de molécule ; cette information provient directement de la molécule d’in-
térét (et pas de reporters fluorescents ou de peptide fragments identifiés en masse, etc...).

Les deux premiers points appellent le développement de nouvelles idées, notamment de
nouveaux marquages, pour améliorer la sensibilité de la RMN in-cell.

Au retour de mon post-doctorat, j'avais soumis un projet a 'ERC de RMN in-cell. Celui-ci
proposait notamment d’utiliser I'expression de la protéine d’intérét in situ, en utilisant des lignées
de cellules mammiféres stables inductibles exposées a des acides aminés marqués. Le projet avait
été refusé, et je n’avais pas trop les moyens de mener de front les projets sur les IDPs et un projet
de RMN in-cell. L'utilisation des protocoles d’électroporation des protéines marquées en cellule
mammifére, développé au cours de mon post-doc, n’était en outre pas envisageable de mon point
de vue : trop chers, trop chronophages, trop épuisants, ces protocoles nécessitent siestes et nuits
au laboratoire, et leur efficacité est tres variable d’une protéine a I'autre ; la production exogéene et
le stress cellulaire d( a I'électroporation prét en outre le flan a de nombreuses critiques légitimes.

J'ai gardé cependant cette idée d’expression et marquage in situ a I’esprit pour le long terme,
et travaillé a des développements méthodologiques duals, ayant un intérét pour la RMN in vitro et
in-cell. J’ai présenté les développements pour la détection *3C-directe des IDPS au chapitre 4.1.3.
Jexplique ci-dessous un autre développement de marquage isotopique spécifique qui aurait un in-
térét pour I'étude protéine globulaire en améliorant le S/N a un codt abordable (4.3.3.). Je présen-
terai ensuite 'approche utilisée pour générer des lignées de cellules mammiféeres stables inductibles
(4.3.4.), et les premiers spectres in-cell obtenus avec I'approche de production et marquage in situ
(4.3.5.).

4.3.2. Utilisation du systéme d’expression cell-free pour un marquage spécifique précis

Nous avons imaginé effectuer des marquages isotopiques spécifiques qui seraient compa-
tibles avec la production et I'analyse d’échantillon de RMN in-cell, et permettraient des gains im-
portants de sensibilité pour des protéines globulaires. J’ai notamment voulu tester I'intérét de la
deutération en position o/p d’acides aminés, qui, théoriquement, produiraient de forts gains de
sensibilité (~2 a 6) pour des protéines de ~40 kDa comme les kinases.
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Pour produire des échantillons de protéine purifiée et évaluer I'impact réel de ces deutéra-
tions sur le S/N de nos expériences RMN, nous avions besoin de produire des échantillons intégrants
tres précisément ces marquages sans dilution isotopique. Nous ne pouvions pas utiliser la produc-
tion recombinante en bactérie standard : celles-ci réintégrent la plupart des acides aminés dans
leurs chaines métaboliques, produisant une dilution isotopique, ou contiennent des enzymes qui
reprotonent les positions a de la plupart des acides aminés. Les productions tests en cellule d’in-
secte ou mammiféres n’étaient pas dans nos cordes a I'époque, et auraient été onéreuses. Nous
nous sommes donc orientés vers la production en systeme d’expression en extraits cellulaires, dits
« cell-free », qui permet I'utilisation d’inhibiteurs des enzymes dégradant les acides aminés, inhibi-
teurs qui sont toxiques pour des bactéries vivantes.

L'entreprise de distribution de consommables pour la RMN Cortecnet cherchait justement, a
la fin 2017, a établir les capacités d’un kit « cell-free » produit par la compagnie Nippon Taiyo Senso
avant de les commercialer/redistribuer. Ce systéme a été utilisé pour la production des ~1500 pro-
téines dont la structure a été résolue par RMN par le consortium de génomique structurale de
Rikken. Il permet l'intégration d’acides aminés présentant des marquages isotopiques trés précis,
et tres chers, mais ajoutés en tres faibles quantités, ce qui permet de contrebalancer le co(t de base
important de ces kits.**’~*°° Nous avons convenu avec Cortecnet et Nippon Taiyo Senso que j’effec-
tuerais des tests sur plusieurs protéines, qui permettraient a Cortecnet un retour d’expérience pour
la commercialisation, et qui me donnerait acces gratuitement a ces kits. Nous avons ainsi pu tester
I'efficacité de ce systéeme, fait varier de nombreux parametres pour comprendre comment obtenir
les meilleurs rendements de production ; nous avons enfin effectué des marquages spécifiques in-
tégrant des acides aminés marqués isotopiquement, mais aussi des acides aminés fluorés non-na-
turels avec succes.

Nous avons constaté que I'élément déterminant de bons rendements en expression cell-free
réside dans I’élimination des structures secondaires d’ARN, notamment a proximité du RBS (ribo-
some binding site), qui peuvent facilement diviser par 5 la production totale. Ces structures secon-
daires ont des conséquences similaires en expression cell-free et en cellules vivantes,”°°>% mais la
faible concentration de macromolécules dans les extraits cellulaires clarifiés, dont d’éventuelles
protéines déstabilisatrices de structures d’ARN, est sans doute responsable d’une sensibilité accrue
a ce phénomeéne. Nos discussions avec nos collégues japonais ont amené a penser 'ajout d’éléments
déstabilisateurs de structures secondaires d’ARN. IIs ont depuis montré les bénéfices de |'utilisation
de cold-shock proteins ajoutées aux extraits cellulaires, qui déstabilisent les structures secondaires
d’ARN et permettent d’augmenter considérablement les rendements de production, notamment a
basse température.>® Cette amélioration est remarquable. Il est malgré tout indispensable de limi-
ter le contenu en paire de base GC et les structures secondaires d’ARN a proximité de la méthionine
initiatrice (en utilisant par exemple des prédicteurs comme http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-
bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi ).

Le systeme cell-free souffre toujours de faibles rendements pour son prix (~0.5 a 3 mg de
protéine dans les meilleurs cas, pour un kit a ~400 euros), rendements décroissants avec la taille de
la protéine. Son utilisation peut étre rentabilisée pour des marquages a ~500 euros ou plus ; le mar-
quage uniforme 2H/3C/*N est par exemple d’une facilité déconcertante avec ce systéme (Figure
56A), utilisant des mix d’acides aminés marqués en faible quantité. Des discussions récentes m’ont
appris que nos collegues japonais travaillent en ce moment a réduire le colit de production des
extraits cellulaires, élément essentiel dans la construction du prix des kits cell-free. En attendant, la
plupart des laboratoires qui veulent utiliser cette technique générent eux-mémes les extraits cellu-
laires bactériens S30, et ajoutent eux-mémes des inhibiteurs du métabolisme bactérien pour éviter
la dilution isotopique. Cela colte en salaires, mais ceux-ci ne sont pas pris en compte avec la méme
rationalité dans le monde académique qui est souvent mieux doté en salaire qu’en fonctionnement.
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4.3.3. Evaluation de l'intérét de la deutération partielle pour le S/N en RMN *H-*N

La deutération uniforme est efficace pour réduire la relaxation dipdle-dipdle (DD) R2-DD(*Hn-
Haiyi) (car y20~ v 11/6.5), et donc améliorer la finesse des pics et surtout leur intensité. Elle n’est
cependant pas possible en cellules eucaryotes qui ne survivent pas en D,O+glucose deutéré. La deu-
tération partielle par intégration d’acides aminés deutérés est aussi envisageable, mais trés chere
en cellules eucaryotes. D’autre part, une deutération poussée peut générer des relaxations T1 plus
lentes, et donc des durées interscans longues et de faibles rapports signal/bruit par unité de temps
expérimental (i.e. utilisation colteuse du temps de spectrometre). La deutération sélective des pro-
tons o/, responsable de la plus grande part de la relaxation DD pourrait étre attractive en termes
de colit et d’efficacité, dans le cas d’une production en cellules eucaryotes ou pour la RMN in-cell.
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Figure 56 : A. Spectres 2D 'H-°N TROSY de p38a enregistrés en 2h30 a 700 MHz, 298K, uniformé-
ment 'H-1>N & gauche (production recombinante en E. coli classique), et uniformément deutéré *H-
5N sauf sur les *Hy amides (production opérée par expression cell-free en H,0 et utilisant des acides
aminés 2H-°N), une plus forte concentration est nécessaire pour obtenir un spectre de la protéine
non-deutérée ; B. Statistiques et ratios des relaxations R2 dipble-dipéle des 1Hy amides en présence

Université Paris-Saclay 96
Espace Technologique / Immeuble Discovery
Route de 'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France



de deutération croissante, par rapport a la référence R2 en protéine uniformément *H->N, calculées
pour toutes les lysines et leucines présentes dans les structures cristallographiques de Cdk1 et p38
(rassemblées) en utilisant un modele simple ou tous ces résidus auraient les mémes dynamiques
conformationnelles dans une protéine sphérique.

Nous avons en effet la capacité d’effectuer une telle deutération, soit par voie chimique, soit
par voie enzymatique. Nos collégues du CEA et les chimistes de Cortecnet savent en effet deutérer
les positions o et souvent 3 d’acides aminés libres par catalyse en présence de nanoparticules de
Ru.”%:>07 Nous avons d’autre part établi notre capacité a effectuer cette deutération sur 10 acides
aminés (surtout les hydrophiles) grace a la cystathionine gamma synthase de E. coli et a un mutant
que nous avons concu.”%® Une autre enzyme, DsaD/DsaE,** semble capable de catalyser I'échange
H/D de maniére plus efficaces sur les acides aminés hydrophobes ; nous sommes en train de tester
ces capacités au laboratoire en ce moment.

Grace aux échantillons produits par expression cell-free, nous avons exploré les bénéfices po-
tentiels de la deutération en o/} des acides aminés. Les protons alpha et beta sont en effet respon-
sables en moyenne de ~66% de la relaxation R2-DD(*Hn-'Haiky) des protons amides Hy (Figure 56B),
qui représente elle-méme > 2/3 de R2 (en absence de relaxation due a I’échange conformationnel
ou d’interaction a la pus-ms). Ce chiffre peut monter a 90% pour les 'Hy de certains acides aminés.
La relaxation DD est la composante majoritaire de R2 jusqu’a ~1000 MHz, la relaxation CSA peut
devenir ensuite plus importante, avec des variations en fonction de la taille de la protéine. Ainsi,
approximativement, réduire R2-DD(*Hn-'Haiky) de moitié a 600 MHz, c’est donc réduire la relaxation
totale (hors échange pus-ms) d’un tiers, et doubler 'intensité des pics en *H-1>N SOFAST-HMQC.

Nous avons produit des échantillons de p38a marquées sélectivement, en utilisant des acides
aminés >N-2Doi/B (Ala ou Lys ou Leu) et *N-2Da/b (Asp/Glu/Gly/Lys) et le systéeme d’expression cell-
free (contenant des inhibiteurs pour les transaminases). Nous avons enregistré des spectres *H-°N
SOFAST-HMAQC exploitables avec des sensibilités inégalées (Figure 57). Nous avons caractérisé les
gains en T2 et en S/N sur p38a. pour divers marquages intégrant des niveaux progressifs de deuté-
rations (*N-2Da., °N-?Do—f, °N-2Da—f+aa voisins 1*N-2Da—f, ou deutération homogeénes a 97%) :
les gains expérimentaux sont trés similaires a ceux prédits a partir des relaxations DD calculées de-
puis les distances *Hn-1Haiy des structures PDB.

La re-protonation en position o par les enzymes transaminases aurait été un probléme majeur
en E. coli, mais nombre de ces transaminases ne sont pas exprimées par les cellules eucaryotes. Il
reste donc a vérifier I'intégration correcte des acides aminés marqués dans ces cellules, et le main-
tien de leur deutération.
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Figure 57 : A. Evaluation expérimentale du S/N par heure obtenu pour p38c intégrant les acides aminés *°N-
Lys ou *>N-Leu deutérés ou non, et en présence d’acides aminés supplémentaires **N-Asn/Glu/Lys/Gly (invi-
sible dans les spectres, et souvent présents en i-1 de Leu dans p38«) ; a gauche, nous montrons es résultats
obtenus pour I'acquisition par *H-3C-sofast-HMQC-methyl-TROSY de p38ca uniformément deutérée sauf sur
les positions 01 des lle, qui représente I'expérience bidimensionnelle la plus sensible dans le port-folio actuel
de la RMIN des protéines, les résidus exposés au solvant fournissent bien plus de signal que ceux dans le cceur
hydrophobe, i.e. ceux qui renseignent sur les interactions avec des ligands ; B. 2D SOFAST-HMQC de 80 ug de
la kinase p38a (20 uM-100 ulL) intégrant un marquage spécifique Leu->N-’Da-b+(Asp/Glu/Gly/Lys-**N-
2Da—p) (produite par expression cell-free), que nous avons obtenu en 20 minutes (700 MHz, cryosonde TCl,
293K), seule (rouge) ou en présence de I'inhibiteur PH-797804 (magenta). Seuls les signaux *>N-Leu sont vi-
sibles, ce qui est suffisant pour obtenir une cartographie de l'interaction de I'inhibiteur sur la structure cris-
talline (PDB:3HLL): les sphéres magenta représentent les Leu affectées par I'inhibiteur (dont les déplacements
chimiques révélent un changement d’environnement chimique). Ce marquage permet d’augmenter le signal
d’un facteur de 2 @& 5. Nous avons testé des marquages intermédiaires ’Da, 2Da—f3 et
2Da—B+(Asp/Glu/Gly/Lys-**N-*Da—p) pour les Ala, Lys et Leu qui nous permettent d’avoir une bonne quanti-
fication expérimentale des gains en S/N pour chaque état de deutération.

4.3.4. Etablissement de lignées cellules stables inductibles

Nous avons testé plusieurs types de cellules (adhérentes ou en suspension) et plusieurs tech-
niques d’expression (transfections transitoires ou stables). Il est apparu trés clairement que seules
les transfections stables de lignées HEK Flp-In T-Rex permettait d’obtenir des populations de cellules
qui expriment des niveaux de protéine d’intérét homogénes (Figure 58). Ces cellules sont
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commercialisées par Invitrogen/Thermo, elles permettent d’insérer le géne d’intérét sur un locus
transcriptionnellement actif bien déterminé, dans le contexte d’'un promoteur CMV fort et sous con-
trole d’un répresseur de I'opérateur tétracycline TetO; (systéme Tet-on/off). Une population clonale
est obtenue aprés double transfection d’un plasmide codant pour une recombinase (pOg44) et du
geéne d’intérét inséré dans un plasmide adéquat ; la triple exposition blasticidine/zeocine/hygromy-
cine permet de sélectionner une population clonale ayant intégré le gene d’intérét. L'expression de
la protéine d’intérét peut étre induite par I'exposition a la tétracycline ou la doxycycline (plus
stable).

Des stratégies utilisant des lentivirus permettraient de générer de telles lignées sur une plus
grande variété de types cellulaires, mais en intégrant les genes d’intérét de maniére moins précise
dans leur génome.

Expressed chimera : EGFP-oisyn
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Figure 58 : Clichés de microscopie de fluorescence de cellules HEK dont I'expression d’une chimére GDP-asyn
a été induite pendant 48h, et cytométrie présentant les intensités de fluorescence par cellule au sein des po-
pulations analysées ; on observe aisément I’homogénéité de la population HEK Flp-In T-rex.

Héléne Chérot (en thése depuis 2021) et moi-méme avons généré de nombreuses lignées
stables inductibles pour exprimer EGFP-TDP43, EGFP-asyn, asyn, asyn(aal-103), His-p38a, p38a,
EGFP-Mdm2, Mdm2, CK1a... Nous tentons actuellement d’établir des lignées pour Tau, asyn-A30P,
CA2, CA3. Nous aurons sans doute a établir des lignées intégrant des répétitions de cDNA de p38a.
pour atteindre des niveaux d’expression vers ~10 uM.

Nous avons constaté avec plaisir que nous pouvions cultiver ces lignées cellulaires indiffé-
remment dans un milieu DMEM commercial standard, ou dans des milieux déplétés en Lys/Arg ou
Lys/Arg/Leu commerciaux (adaptés pour protéomique quantitative SILAC) et complétés par nos
soins, ou méme dans des milieux DMEM que nous avons produits et qui contiennent les acides ami-
nés 13C/*N de notre choix. Nous avons également constaté que nous pouvions cultiver ces cellules
en utilisant du sérum dialysé, qui évite I'intégration d’acides aminés contenus dans le sérum stan-
dard non-dialysé (la réduction a 2% FBS ralentit la croissance des cellules d’un facteur ~2). Dans tous
ces cas, des niveaux équivalents d’expression de la protéine d’intérét ont été obtenu aprés induction
de I'expression par la doxycycline, quel que soit le milieu de culture utilisé.
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4.3.5. Marquages spécifiques par acides aminés 13C et/ou >N ou 2Da—f-*°N

Enfin, nous voici arrivés au terme d’une longue attente. J'attends de voir les spectres pré-
sentés ci-dessous depuis 8 ans. J'ai toujours été frustré de travailler sur des IDPs en cellule, mais a
283K. J'ai toujours été insatisfait de devoir transloquer des protéines purifiées dans les cellules, et
pas de les exprimer in situ.

Nous avons testé avec H. Chérot plusieurs marquages spécifiques d’acides aminés 3C ou *°N
avec nos cellules HEK Flp-In T-rex. Nous nous contentons pour l'instant de la lignée exprimant I'a-
synucléine, qui produit cette protéine a une concentration intracellulaire de 10 uM apres 48h d’in-
duction par la doxycycline, et qui produit des spectres de qualité trés suffisante pour évaluer la
gualité et I'intérét du marquage.

Il faut préciser que nous devons toujours enregistrer un spectre de cellules sans induction
de la protéine, cultivées dans le méme milieu contenant le/les méme(s) acides aminés marqués ; ce
spectre nous sert de référence pour le signal de fond cellulaire ayant intégré un peu d’acide aminé
marqué au cours des 48 h d’incubation. Nous soustrayons ensuite ce spectre a celui enregistré avec
les cellules induites, pour obtenir le spectre de la protéine d’intérét en cellule.

Nous avons obtenu des spectres trés satisfaisants pour des marquages °N-Lys, *°N-Phe/*°N-
Tyr, et, de maniére trés intéressante, de °N-Asn (Figure 59). Le marquage °N-Leu est moins pro-
metteur, puisque nous avons observé que le °N était échangé et redistribué avec le reste de la
cellule. Cela est cohérent avec les connaissances concernant les enzymes du métabolisme des acides
aminés chez les humains (cf. https://www.genome.jp/pathway/hsa01230 ).
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Figure 59 : Superposition des spectres 2D *H->N HSQC de I’a-synucléine uniformément marquées >N in vitro
(noir) et sélectivement marquée en cellule HEK293 Flp-In T-rex apreés 48h d’induction a la doxycycline en pré-
sence de >N-Asn (bleu), >N-Phe+*>N-Tyr (magenta) et 13C->N-Lys (rouge). Ces spectres sont issus de la sous-
traction des spectres de cellules non-induites sur ceux de cellules induites, pour éliminer le fond de signal
cellulaire. Nous avons également pu enregistrer des spectres 3D 1H-23C-2>N HNCA et HNCO (un pic de la Lys101
précédée de la Lys100) avec I’échantillon 3 C-**N-Lys. Nous pouvons certainement augmenter le S/N d’un fac-
teur 2 en utilisant des séquences L-HSQC. Les séquences 1H->N SOFAST-HMQC, plus sensibles notamment
pour les IDPs,*® donnent des résultats moins probants jusqu’d présent, en raison d’une moins bonne annula-
tion des signaux du fonds cellulaire par soustraction avec un spectre de référence de cellules non-induites.
Université Paris-Saclay 100
Espace Technologique / Immeuble Discovery

Route de 'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France



Puis nous avons tenté d’intégrer des acides aminés 13C. Sans trop de surprise, la Met-13Ce est
intégrée, mais produit un spectre in-cell de I'a-synucléine peu informatif : les pics des chaines laté-
rales d’un IDP ont tous le méme déplacement chimique que I'acide aminé libre, qui produit un pic
trés intense. Nous avons ensuite intégré de la 3C*>N-Lys avec succeés, ce qui nous a permis d’enre-
gistrer des spectres 3Ca3CO a 310K d’une IDP en cellule mammifére, une premiére mondiale ©
(merci a I'lCSN et a la sonde TXO pour la détection directe 13C !).

Ces spectres confirment nos observations antérieures a 283K °® (corroborées par nos col-
légues suisse en 2019.19) : les résidus autour de la Phe4 et de la Tyr39 interagissent avec des cha-
perons cellulaires, de méme que les 30 résidus en C-terminal.

Nous avons opté ensuite pour 'intégration des précurseurs *3C de Leu et Val, i.e. keto-iso-
caproate et keto-isovalérate, respectivement. Ces précurseurs sont beaucoup moins chers que les
acides aminés d’intérét, et nous avions observé I’échange du *°N de la Leu précédemment (cf. pré-
cédent paragraphe), ce qui nous laissait penser que les précurseurs immédiats seraient métabolisés
en acides aminés par les cellules. Cette approche a fonctionné et nous avons enregistré a nouveau
des spectres 3Ca’3CO a 310K qui confirme encore les interactions de I’a-synucléine avec les acteurs
cellulaires.
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Figure 60 : Superposition des spectres 2D 3Ca**CO & 310K de I’a-synucléine uniformément marquées *3C in
vitro (noir) et sélectivement marquée en cellule HEK293 Flp-In T-rex aprés 48h d’induction a la doxycycline en
présence de 3C-°N-Lys, ou 13C(1,2)-keto-isocaproate, ou 3C-keto-isovalerate (rouge). Ces spectres sont issus
de la soustraction des spectres de cellules non-induites sur ceux de cellules induites, pour éliminer le fond de
signal cellulaire. Les pics de faibles intensités sont ceux d’acides aminés connus pour interagir avec des cha-
perons cellulaires.

Nous avons aussi testé I'intégration de 3C-Gly, qui semble s’échanger avec la Ser. La dilution
isotopique avec la *C-Ser du milieu a produit des pics d’intensités faibles. Nous devrons répéter ce
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marquage en absence de Ser dans le milieu, ou en ajoutant un inhibiteur de I'enzyme catalysant
I’échange Gly-Ser. Nous allons compléter cet ensemble de marquages 3C par des 3C-Phe, 3C-Tyr
qui devraient fonctionner, et nous testerons l'intégration de 3C-1°N-Asp. Nous publierons ensuite
les résultats de cette nouvelle approche qui permet de sonder les conformations et les interactions
des IDPs dans les cellules a 310K. Nous devons cependant enregistrer nos spectres dans un bioréac-
teur qui renouvelle le milieu nutritif, pour assurer I’homéostasie cellulaire au long terme. Nous pou-
vons imaginer utiliser cette méthode pour le suivi au long terme de I'agrégation d’IDPs en présence
de divers stress ; des protocoles pour former des sphéroides/organoides sont accessibles qui per-
mettront de se rapprocher encore de conditions physiologiques.

Il sera tres intéressant d’appliquer la méme approche pour des protéines globulaires. Nous
essayons actuellement d’établir des lignées tables exprimant la Carbonic Anhydrase Il, qui produit
des spectres in-cell trés bons,*#2°10 et de kinases. Nous allons notamment mettre en ceuvre les mar-
quages 2Daf*>N pour améliorer le S/N ; nous aurons peut-étre a dupliquer/multipliquer les génes
intégrés dans le génome des Flp-In T-rex, car les niveaux d’expression peuvent étre plus faibles
(p38a pourrait étre produite a ~2 mM avec un seul cDNA intégré).

Petit exercice prospectif, j'ai recensé les prix des acides aminés marqués dans le tableau 1,
et le colt correspondant aux quantités nécessaires pour produire deux flasques T175 de cellules
adhérentes HEK, en utilisant les quantités présentes dans le milieu DMEM classique. Certains acides
aminés seront dispersés (en gris) par le métabolisme des cellules humaines, mais de nombreux peu-
vent étre intégrés sans probléme (en vert, selon nos résultats récents, ou selon la littérature). Les
marquages °N sont moins chers et peut-&tre plus utiles pour les protéines repliées (cf. 'échange
proton eau/amide a 310K chez les IDPs). Les marquages 13C sur le squelette peptidique peuvent étre
intéressants pour les IDPs, mais aussi pour la détection directe *Ca pour les protéines globulaires
(notamment pour les acides aminés 2Da-13Ca-1°N dont la relaxation 3Ca est trés lente) si I'on con-
sidére les nouvelles possibilités offertes par les méthodes de deep-learning pour éliminer les cou-
plages 13C-13C dans les spectres RMN.>!! Les marquages 3C-methyls sont possibles (ils sont en ce
moment testés par nos collégues de Grenoble, IBS et NMR-Bio en collaboration avec Sanofi pour le
marquage d’anticorps), et pourraient étre intéressant pour la RMN in-cell.

Ces prix sont appelés a fluctuer. Les fournisseurs fonctionnent sur leurs stocks pour le mo-
ment. Le prix des molécules enrichies simples (glucose etc..) a beaucoup augmenté récemment. En
ce moment, il devient presque plus intéressant d’acheter des acides aminés que du 3C-glucose. Les
augmentations se répercuteront certainement sur les acides aminés a terme.
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Acide aminé BN 3¢ Bc/BN

€/mg | €/sample | €/mg | €/sample | €/mg | €/sample

Bioexpress-6000/uniforme 431.4 quote

Ala 0.596 4.224 5.4

Arg 12.3 30.996 | 11.67 | 29.4084 14.05 35.406

Arg silantes 1.6 4.032 3 7.56 2.6 6.552

Asn* 2.258 47418 | 14.56 30.576 17.94 37.674

Asp 0.701 1.4721 |5.604 | 11.7684 | 3.2388 | 6.80148

Asp silantes 0.28 0.588 2.5 5.25 1.5 3.15

Cys 5.3 11.13 16.62 34.902 12.07 25.347

Glu 0.4736 5.464 2.492

Glu silantes 1.5 2.2

Gln 3.584 15.55 14.23

Gly 0.239 | 0.45171 | 0.67 1.2663 2.908 | 5.49612

His 5.052 | 6.36552 | 14.33 | 18.0558 15.88 | 20.0088

His silantes 6 7.56

lle 1.152 3.6288 11.6 36.54 10.8 34.02

Leu* 0.542 1.7073 10.9 34.335 10 31.5

Isocaproic* 6.49 | 20.4435

isocaproic 3C1-13C2 3.61 | 11.3715

Lys 6.5 28.47 7.648 | 33.49824 6.03 26.4114

Lys silantes 2.5 10.95 5 21.9 4 17.52

Lys 2D-a//B ~15

Met 1.534 1.3806 | 13.65 12.285 13.25 11.925

Phe* 0.658 | 1.30284 | 6.18 12.2364 4,752 | 9.40896

Phe silantes 0.42 0.8316 5.5 10.89

Pro 2.1 11.17 7.94

Ser 1.364 | 1.71864 | 12.49 | 15.7374 7.328 | 9.23328

Thr 2.764 7.8774 | 11.36 32.376 8.73 24.8805

Trp 4.64 2.2272 17.8 8.544 24.64 | 11.8272

Tyr* 0.98 2.94 11.36 34.08 5.52 16.56

Tyr silantes 2.8 8.4

Val 0.604 | 1.70328 | 5.94 16.7508 3.592 | 10.12944

Isovaleric* 1.788 | 5.04216

Isovaleric (3*C-methyls) 3.492 | 9.84744

13Cal3CO KLVGS 35.19996

13Ca3CO KLVGSRDNHCFY 104.42796

15N KCFYW 36.11004

15N KRDNHCFYW 47.5206

Tableau 1 : Evaluation de la faisabilité des expériences « in-cell » utilisant les marquages sélectifs en cellule
mammifére : Codt par acide aminé, calculé a partir d’achats de 100-250 mg (Eurisotop, ou Silantes si men-
tionné, des achats par gramme divisent les prix par deux le plus souvent) et d’échantillons obtenus a partir de
deux boites T175 (30 mL de culture). Cases Vertes/Grises : marquages isotopiques non-susceptibles/suscep-
tibles a la dilution isotopique (scrambling) en cellules HEK, respectivement. Cases blanches : a tester. * : ré-
cemment démontré pour la RMN au laboratoire.
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5. Perspectives - Motivations

5.1. Sipeude temps : abandonner sélectivement ou persévérer
systématiquement ?

Qui trop embrasse, mal étreint. Il apparait clairement que j’ai initié trop de projets pour
pouvoir les mener tous a bien: outre des efforts de bibliographie et des quantités de travail
intenables, cela engendre des difficultés a finaliser des projets dans des délais raisonnables ; nous
pourrions ajouter que les financements que I'on nous attribue permettent peu la dispersion des
moyens.

Cet état de fait tient sans doute a plusieurs causes : i) par caractere ou par habitude, jai
exploré plusieurs pistes pour déterminer les plus prometteuses ; ii) j’ai été recruté sur la proposition
conjointe de travailler sur Mdm2, sur les facteurs de pluripotences, et sur la RMN in-cell ; iii) j’ai
cherché a obtenir des financements chaque année sur des sujets pas encore soutenus, pour ne pas
avoir de période vide entre deux, afin de maintenir I’expertise établie progressivement au sein du
laboratoire. Je remarque que le troisieme élément peut étre évité lorsque I’'on est bien installé dans
la communauté francaise, et que I'on est invité régulierement en tant que collaborateur sur des
projets de financements par des collégues. Je discuterai cela plus avant dans le prochain chapitre.

Réfléchissons pratique.

Aurais-je di persévérer autant dans I'étude des facteurs de transcription ? Je n’avais de
comptes a rendre qu’a la section 16 qui m’avait admis sur ce projet, et qui aurait sans doute compris
gue je me consacre pleinement a Mdm?2. Les questions liées au recrutement de la machinerie de
transcription par les TFs me semblaient trés importantes, et m’intriguaient beaucoup. Cette
guestion semble se transformer en études sur la co-séparation de phase TFs:Mediator ; cette
perspective me semble moins attrayante, a cause de notre grand retard dans le domaine (cf. USA et
Allemagne) et car mon expertise centrée sur la RMN y a un apport peu convaincant selon moi. J'ai
appris beaucoup de choses, j'ai dépensé beaucoup d’argent et de temps, mais peu d’opportunités
se dessinent dans I'immédiat. Dois-je m’y consacrer plus avant ?

Aurais-je d( persévérer autant dans I'étude de Mdm2 ? Il me semble que oui. Nous avons
passé énormément de temps a concevoir et tenter de produire de nombreuses constructions
peptidiques pour caractériser Mdm2 et p53 entiéres, seules ou en interaction, avec et sans
marquage isotopique. En chemin, nous avons commencé a décrire plus précisément les schémas de
phosphorylation de Mdm2 ; nous avons intégré a cette étude la production de kinases qui servent
désormais a d’autres sujets/labos; nous avons également intégré cette étude dans nos
développement méthodologiques de RMN, en synergie avec les études sur les autres IDPs et la RMN
in-cell. Enfin, il semble que nous soyons proches de la description des ces protéines entieres, ce qui
aurait un intérét fondamental certain de mon point de vue : comment nous représentons-nous
aujourd’hui cette interaction, avant et aprés phosphorylation du AD ou de I'IDR2 par
ATM/ATR/DNA-PK ? Nous ne le faisons tout simplement pas, car nous n’avons pas d’information
structurale, et donc pas d’idées nouvelles pour interférer, tentant de maniére interminable des
ligands du domaine N-terminal p53-BD de Mdm2. Jusqu’ou aller dans cette caractérisation et a quel
moment soumettre un manuscrit ? Cela dépendra du rythme auquel nous allons, mais je pense qu'il
nous faudra écrire un compte-rendu dans les 6 mois a venir, dans l'intérét du laboratoire et des
étudiant(e)s. Des travaux récents de concurrents montrent que nous devons nous dépécher.>!?

Aurais-je d( participer a ces nombreuses collaborations sollicitées par des collégues (une
dizaine, je ne les ai pas toutes mentionnées...) ? Cela fait partie de mon travail, a mon avis. Elles
m’ont colté un peu, mais ne m’ont pas porté d’énormes préjudices en termes de temps et d’argent,
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prise une par une. Bien sar les petits délais accumulés font les grands retards. Dans la plupart des
cas, j'avais peu d’espoir sur I'intérét que je pourrais trouver dans ces collaborations, mais le bilan
est plus mince encore. Les quelques collaborations sollicitées par des collégues étrangers étaient
portées par des étudiants/post-docs qui se sont concentrés sur un projet différent ou sont partis
sans vrais résultats. Le peu de collaborateurs francgais qui m’ont contacté pour des ANR ont échoué,
et n’avaient sans doute que peu d’intérét réel pour les aspects structuraux. Les aides au sein de mon
laboratoire prennent du temps et font partie de ma fonction.

Aurais-je d( tenter de produire toutes ces kinases ? Je n’ai pas trop de regrets a ce sujet.
L'investissement en plasmides, en stages d’étudiants et en temps d’ingénieur est déja tres utile et
sera valorisé avec les années, a mon avis. De nombreux groupes commencent a me contacter a ce
propos. Cela me procure surtout désormais une certaine indépendance dans |'étude des IDPs.

Aurais-je di collaborer avec Cortecnet pour I'évaluation des kits cell-free ? Cette étude m’a
pris pas mal de temps, et m’a finalement co(té plus cher qu’elle n’a rapporté a la plate-forme RMN.
Elle a cependant permis i) de recruter une ingénieure pendant un an (R. Ghouil, aujourd’hui en fin
de thése avec S. Zinn-Justin, une belle histoire donc), ii) de me familiariser avec ce mode de
production et les questions de biologie moléculaire afférentes, iii) de rencontrer des collégues
japonais trés compétents dans le domaine auprés desquels j’ai beaucoup appris, iv) d’expérimenter
et de caractériser de nouveaux marquages isotopiques, qui m’ont aidé a explorer de nouvelles
applications RMN que je trouve prometteuses. Je pense notamment que ces marquages rendront
la RMN in-cell de protéines globulaires plus faisable. Le travail utilisant ces kits cell-free n’a pas
encore été valorisé en publication, mais le sera dans les mois qui viennent dans Journal of Magnetic
Resonance (contribution invitée), un journal a réputation forte et sérieuse dans la communauté.

Aurais-je d0 me relancer dans des études de RMN in-cell ? J'avais initialement délaissé ce
champ scientifique, pensant que les protocoles actuels étaient trop difficiles a mener a bien dans
les conditions de nos laboratoires (trop cher, trop de travail de nuit, etc..). Je voyais mal quelles
guestions poser avec ces méthodes. Je m’y suis remis apres le confinement, i.e. aprées avoir eu le
temps d’écrire des revues a ce sujet et de réfléchir a de nouvelles approches. Celles-ci ont séduit le
comité du CEA déterminant I'attribution de bourses de thése, et a permis de recruter une étudiante
(H. Chérot) avec qui nous accumulons de nombreux succés depuis une petite année. Je pense que
les méthodes que nous mettons en ce moment au point seront trés utiles au long terme ; elles
rendent sans doute la RMN in-cell tout simplement faisable en routine. Les retours des collégues en
conférence sont trés positifs. Il va nous falloir valoriser nos résultats rapidement en publications,
étape par étape, pour éviter d’étre malmenés par la concurrence.

Spontanément, des projets se closent (cell-free notamment), d’autres sont en pause qui va
certainement durer (facteurs de transcription), d’autres sont en développement régulier (Mdm?2,
p53, Chk2) ou plus soudain (RMN in-cell). La caractérisation de Mdm2/p53/Chk2 prendra encore au
moins 2-3 ans. J'ai envie de porter les études de RMN in-cell pendant plusieurs années. De telles
études sont clairement faisables sur les IDPs, qui pourraient étre menées avec intérét notamment
dans les cas liés aux agrégats amyloides. Cependant, les lignées cellulaires modeéles au sein
desquelles nous pouvons effectuer ces études seront insatisfaisants pour les spécialistes de la
guestion. Je ne suis pas encore certain de pouvoir les mener sur de nombreuses enzymes, mais
celles-ci seraient peut-étre plus attrayantes que les IDPs pour la communauté environnante : il est
simple d’expliquer I'intérét d’observer une enzyme en cellule, ses interactions avec des ligands ou
ses changements de conformation.

D’une maniére plus générale, au long terme, je me pose la question de savoir si I'étude des
IDPs est a privilégier, ou s’il ne vaudrait pas mieux se consacrer aux kinases. Les IDPs ont I'avantage
de colter moins cher pour les marquages isotopiques et I'attribution. Cependant, il m’a été difficile
de trouver des collaborations dans la communauté francaise des biologistes, sans lesquelles peu de
financements sont accessibles. Je trouve toujours que la question de la régulation des TFs par leur
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phosphorylation est un sujet intéressant, mais je vois mal comment progresser dans ce domaine,
sauf a rencontrer des collaborateurs introuvables jusqu’ici. Ne vaudrait-il pas mieux alors travailler
sur les kinases ? Les travaux préparatoires sur la régulation de Plk1 sont notamment prometteurs a
mon avis. J’ai notamment le sentiment qu’il serait plus aisé (pour moi) de développer une
argumentation adaptée a I'esprit des financements ANR dans le cadre de I’étude d’une kinase que
d’une IDP : structure, inhibition, allostérie... bref des concepts habituels et permettant la conception
d’interventions thérapeutiques.

Je m’étais mis en position d’explorer différentes voies de recherche pour le long terme au
cours de ces derniéres années. Je vais évacuer les résultats non-publiés dans les mois qui viennent
pour me consacrer aux directions qui me paraissent les plus évidentes : Mdm2-p53, les kinases, la
RMN in-cell.

5.2. Directions futures — Une époque scientifique exaltante, et commenty
contribuer ? A quoi sommes-nous bons ?

5.2.1. Mon panorama de la biochimie actuelle et de ses grandes avancées

Nous avons la chance de vivre une époque de production prolifique de biochimie et de bio-
logie structurale, dont les résultats remplissent les pages des journaux de plus haute réputation
depuis plus de vingt ans. Plus de 7000 structures de protéines/acides nucléiques sont publiées
chaque année depuis 20 ans, des multitudes de protéomes et leurs téraoctets de peptides sont
publiées pour toutes les cellules et tous leurs états, des kilogrammes de protéines recombinantes
sont produites par I'industrie pharmaceutique en cellules mammiféres, des vaccins ARN sont pro-
duits a I’échelle industrielle en quelques mois... Nous avons obtenu énormément d’information sur
les structures et sur la dynamique des GPCRs,>'3°14 celles des agrégats amyloides prélevés chez des
patients,>1>20 sur 'organisation de la chromatine et des gigantesques complexes de la machinerie
de transcription, 272276521522 nour ne donner que quelques exemples saillants. De plus, nous réali-
sons I'importance des domaines désordonnés de protéines et des phénomeénes de séparation de
phase liquide:liquide et de condensats,!6416>167.171,523-526 )i engendrent des conditions radicale-
ment différentes de la biochimie classique des espéces diluées homogénes.>2’~>30

Nous vivons I'avénement de la cryo-EM a résolution atomique >3°32 et des outils de prédic-
tion de structure assisté par deep-learning comme techniques dominantes.”33=>3> Les outils de pro-
téomiques continuent de faire des avancées technologiques et épistémiques majeures, permettant
la détermination des interactions d’un ligand avec des protéomes entiers ou I’évolution de ces pro-
téomes,*’>>3% |a cartographie sans doute quasi-exhaustive des réseaux de proximités et d’interac-
tion protéine:protéine/ADN/ARN cellulaires®3’>%® -aussi réalisée par double-hybride >3°-, |a résolu-
tion de protéomes ou de transcriptomes unicellulaires dans des tissus,’*%>*! etc... Nous devons pren-
dre en compte et utiliser toutes ces avancées dans nos recherches, et adapter ou réorienter nos
guestions, en essayant de contribuer au mieux avec nos moyens.

5.2.2. Quelles questions aborder pour que notre expertise soit la plus utile ?

Epoque passionnante donc, et aussi parfois frustrante : on aimerait participer plus a toutes
ces avancées. Comme toujours, la RMN est sensible a tout, permet d’étudier de trés nombreux et
divers phénomeénes, mais elle est rarement la meilleure méthode pour le faire, a cause de sa faible
sensibilité. Elle a des atouts majeurs bien connus dans I'étude des macromolécules, la capacité a
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donner de I'information résidu par résidu et a quantifier les phénomeénes de dynamique conforma-
tionnelle et les populations associées ; 467493542 |es contributions de la RMN se maintiennent dans
leur qualité et quantité ces 20 derniéres années, et soutiennent la comparaison de maniére avanta-
geuse par rapport aux autres techniques, au regard de la taille des communautés et du temps d’ap-
prentissage trés long que la RMN avancée requiert.

Ici, je pourrais formuler un voeu : celui d’avoir un outil de prédiction des déplacements chi-
miques pour les protéines globulaires. Ceci permettrait d’éviter les étapes trés ardues d’attribution
de ces protéines, notamment de nos jours pour des protéines de haut poids moléculaires étudiés
par RMN des méthyls. Pour les protéines globulaires (les IDPs sont beaucoup plus facilement trai-
tées), ces étapes consomment beaucoup de temps et d’argent, et laissent de nombreux étudiants
exsangues, finissant leur thése avec une attribution mais n’ayant pas le temps de I'utiliser. Avec une
prédiction structurale Alphafold, quelques génies devraient bien réussir a établir un tel outil pour
nous alléger du poids de ces attributions (qui se combine aux colts devenant exorbitant de mar-
guage et de temps de spectrométre). Nous pourrions nous dévouer alors aux analyses de confor-
mations, de dynamiques et d’interactions de maniére bien plus productive pour la communauté
scientifique.

5.2.2.a. Que faire avec les IDPs ? Identifier des partenaires et des états de PTMs natifs est
nécessaire.

Les IDRs représentent 1/3 du protéome humain. La RMN est la seule technique a pouvoir
donner cette information résidu par résidu. Il semble presque évident de travailler sur les protéines
a IDRs, qui ont de plus le bon go(t de générer des signaux RMN intenses. |l est remarquable a mon
avis que nous ne soyons toujours pas trés avancés dans la compréhension de 'organisation tridi-
mensionnelle de ces protéines multidomaines. Peu d’information précise existe, sans doute a cause
de la difficulté de produire et purifier ces objets.

Un apparté sur quelques cas spécifiques : dans le cas des trés longues protéines contenant
plus de 5-6 domaines, faut-il d’ailleurs analyser purifiées et isolées ? Quel le sens aurait la descrip-
tion de protéines nucléaires purifiées (e.g. BRCA1/2, 53BP1, CBP/p300) qui contiennent des milliers
d’acides aminés désordonnés présentant des dizaines de sites d’interaction, et qui sont donc per-
pétuellement engagées dans des complexes multiples et hétérogénes en cellule ?

Dans le cas plus général de I'analyse de segments IDRs, un des grands problémes auquel la
communauté qui étudie les IDPs a fait face, c’est la difficulté de trouver des partenaires pour décrire
leurs interactions fonctionnelles. Une grande proportion de publications a concerné une petite liste
de protéine bien connues, dont les partenaires étaient bien connues. Puis on a étudié les IDRs de
virus, ou de facteurs de transcription, sans souvent pouvoir faire beaucoup plus que confirmer leur
état d’IDR. Un probleme était celui de I'état de modifications post-traductionnelles, qui régulent
trés souvent les interactions des IDRs avec leurs partenaires ; or nous produisons ces protéines le
plus souvent en bactérie, et les capacités a produire des échantillons modifiés sont faibles. D’autre
part, les méthodes manquent pour détecter les interactions de faibles affinités (mais de forte spé-
cificité) que les IDRs permettent d’établir. Cette intuition m’avait amené a imaginer I'utilisation de
pull-downs utilisant des IDRs phosphorylées ou non, pour établir des « interactomes » phosphodé-
pendants aprées analyse protéomique par spectrométrie de masse des partenaires piégés (cf. cha-
pitre 4.1.2.c.). Cette approche, que les spécialistes de protéomique intégrent dans la famille des
« AP-MS » (Affinity Purification coupled to Mass Spectrometry) était chére pour nos moyens, et
peut-étre pas la plus adéquate ; nous ne le saurons pas tout de suite, car il semble bien que j'aie
sélectionné la mauvaise protéine pour établir une preuve de concept, i.e. Sox2 qui génére de la
séparation de phase.
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Les méthodes AP-MS sont de plus considérées comme ne permettant pas la détection d’in-
teractions transitoires de faibles affinités. Des méthodes développées au cours des 10 dernieres
années utilise le marquage en cellule par biotine, établi par la protéine d’intérét concaténée a une
enzyme permettant la biotinylation des voisins ou partenaires cellulaires. Ces méthodes dites de
« proximity-labeling » couplée a une analyse de spectrométrie de masse (utilisant les méthodes
dites BiolD ou APEX et leurs dérivés) ont I'air finalement plus adaptées aux interactions transitoires ;
elles permettent de dériver des interactomes avec peu de recouvrement par rapport aux AP-MS et
sont considérées comme complémentaires (ce qui est partiellement d{ a la détection de partenaires
non-directs ou voisins cellulaires non-partenaires).>37°43-5% Je n’étais pas trés enclin a I'utiliser, car
j’avais l'intuition que les IDRs produiraient de trés nombreux faux-positifs en étant marquées trop
facilement, car tres flexibles, occupant beaucoup de volume et établissant des interactions transi-
toires faibles avec tout leur environnement. Une étude récente a un peu confirmé cela, mais il
semble que ce biais ne génére pas de si graves problémes.>*® Des IDRs partenaires de la calcineurine
ont été détectées récemment par BiolD.”* Les interactomes de 109 facteurs de transcription ont
également été publiés au début 2022 par BiolD et AP-MS.>*®

D’autres méthodes d’identification d’interactions IDRs:protéine existent. N. Davey et Y.
Ivarsson ont récemment mis au point 'utilisation du phage-display sélectionnant une grande
banque de peptides d’IDRs humains (~10° peptides de 10 résidus ou moins) par un domaine globu-
laire d’intérét.>#7,>49-551 || est également possible d’utiliser le profilage de thermodénaturation du
protéome d’extraits cellulaires (thermal profiling analysé par MS) en présence/absence de peptides
d’intéréts.>>? Les expériences de double hybride en levure pourraient étre utilisées pour identifier
des interactions IDRs:protéine car elles peuvent détecter des interactions de faibles affinités (~20
p1M), mais elles sont souvent limitées et peuvent produire faux-positifs ou négatifs, par exemple par
la nécessité pour les protéines étudiées d’étre transloquées au noyaux, et de ne pas étre toxiques
pour la levure.>>®

Les techniques de BiolD et AP-MS ont également été utilisées pour identifier les substrats de
kinases en cellule.>>3>%> Utilisant des souches de levure exprimant chacune une kinase humaine
parmi 266, le double-hybride a permis de déterminer les kinases responsables de la régulation d’in-
teractions IDR:protéine.>*® Les gigantesques listes de sites phosphorylés sont souvent compliquées
a interpréter, la fonctionnalité et la stoechiométrie de chacun de ces sites étant difficiles a con-
naitre.l’* Les approches évoqués au-dessus vont peut-étre permettre de déméler enfin ces ques-
tions.

Tous ces développements a haut débit sont extrémement récents ; ils sont produits par des
experts des méthodes évoquées, et notre rble sera d’utiliser au mieux les informations publiées.
Celles-ci changent radicalement la situation pour le biochimiste/structuraliste des IDPs. Les structu-
ralistes ont aussi I'expérience régulierement répétée des déceptions d’interactions publiées qui ne
produisent aucun symptéme d’interaction en RMN/ITC/... Nous devrons donc fouiller ces listes d’in-
teractome, les croiser avec des analyses de co-évolution etc... (attention aux nombreux motifs
courts d’interactions dégénérées au sein des IDPs, qui ne seront sans doute pas les plus intéressants
a caractériser).

5.2.2.b. Produire des protéines phosphorylées

Produire des IDPs phosphorylées pour caractériser leur comportement structural sera cer-
tainement intéressant. Beaucoup de travaux ont produit beaucoup de connaissances sur le compor-
tement structural des IDPs, mais peu de choses sont décrites sur I'impact des phosphorylations. De
plus, la forme phosphorylée est souvent celle capable d’interagir avec ses partenaires. Ces phos-
phorylations peuvent étre obtenues par voie enzymatiques, en présence de kinases. Cette approche
produit toujours des échantillons assez hétérogenes : pour phosphoryler a 100% un site favorable,
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on est le plus souvent obligé d’accepter quelques pourcents de phosphorylation sur d’autres sites ;
ou se situe la limite entre site fonctionnel ou non ? (La cellule fait le ménage en permanence sur les
sites de phosphorylation peu favorables grace aux phosphatases.) Les approches chimiques par pro-
duction de peptides phosphorylés, éventuellement allongés par ligation, peuvent étre envisagées.
L’utilisation du réencodage du codon amber est aussi possible pour intégrer des Ser/Thr phospho-
rylées,>>’¢0 mais les rendements pour une IDP contenant de nombreux sites de phosphorylation
seront forcément faibles. Nous avons essayé de mettre en ceuvre ces méthodes sans grand succes
(mais nous ne nous décourageons). La voie enzymatique est donc pour l'instant la plus fructueuse.

L’étude structurale des kinases phosphorylées serait également intéressante. La plupart des
structures et des inhibiteurs ont été obtenu avec des kinases non-phosphorylées, i.e. non-activées.
Ces phosphorylations provoquent des changements structuraux importants au sein des kinases. De
plus, des travaux ont montré sur p38 ou Erk2 que la phosphorylation de la boucle d’activation pou-
vait radicalement changer leur dynamique conformationnelle (cf. 4.2.2.). Nous sommes en situation
de produire Cdk1/2, Pkl phosphorylées par leur kinase en amont que nous produisons aussi ; leur
étude par RMN serait certainement riche d’informations. De plus, des exemples existent qui mon-
trent que les kinases peuvent avoir des motifs préférés de phosphorylation qui dépendent de leur
propre état de phosphorylation.406°61

En plus des aspects fondamentaux, la phosphorylation des kinases pourrait avoir des avan-
tages dans la recherche d’inhibiteurs plus spécifiques.

5.2.2.c. La biologie structurale in-cell

Je me suis beaucoup exprimé a ce sujet dans mes deux revues sur la RMN in-cell.37/1% Je ne
vais donc pas m’étendre trop a nouveau sur cette question. Il me semble que la biologie structurale
en cellule est un champ scientifique important a explorer dans les années a venir : i) d’un point de
vue fondamental pour savoir a quel point les comportements conformationnels observés in vitro
sont affectés (ou pas) en cellule, ii) pour toutes les applications possibles, depuis le suivi de I'agré-
gation de protéines amyloides, jusqu’aux cinétiques de liaison de ligands a leur cible, en cellule ou
en organoides. J’'ai expliqué les ressources spécifiques de la RMN et sa complémentarité avec les
autres méthodes (RPE, FRET, spectrométrie de masse, cryo-ET) dans I'exploration de ces questions
dans les revues évoquées plus haut.

Cela passera nécessairement par I'utilisation de marquages isotopiques et de séquences
d’impulsion produisant le signal le plus intense possible. Je pense sérieusement que nous pourrons
appliquer nos méthodes a des organoides (nous nous sommes réparti la tache avec un collégue qui
a des résultats extrémement prometteurs a ce sujet ; je m’occupe des marquages). Nous avons donc
un réle a jouer, le réle habituel d’une spectroscopie extraordinaire, i.e. produire de I'information
singuliére sur la structure, la dynamique et les interactions des macromolécules, et désormais dans
des conditions trés proches de leur milieu physiologique. Cela est signifiant, je le crois, mais surtout
¢a m’amuse. Je vais donc travailler dans cette direction.
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6. Apres-propos

6.1. Réflexions bréves sur le paysage — Quels contrats pour les nouveaux
entrants, quel avenir pour la biochimie et la RMN frangaises ?

Au risque de la trivialité : la science est faite par des humains, dans un environnement et en
utilisant les ressources allouées par la société. Pour bien décider et gérer nos orientations
scientifiques générales et nos projets plus ponctuels, pour bien encadrer et conseiller les étudiants,
il faut réfléchir aux conditions d’exercice et de productions dans lesquelles nous évoluons.

Il me semble étre du devoir de celles/ceux qui dirigent les recherches d’expliquer clairement
gue I"évolution des conditions d’exécution de la recherche est problématique. J’évoque ici quelques
guestions au contenu peut-étre polémique a ce sujet, c’est une postface, on ne parle plus de science,
cela n’engage que moi.

Je peux commencer par un sujet malheureusement consensuel, celui de I'emploi scientifique
en France, particulierement celui de la recherche en biologie/biochimie: on demande aux
ingénieur(e)s et docteur(e)s de signer des CDDs pendant de nombreuses années, qui ne permettent
pas d’avoir de poste avant ~32 ans dans la plupart des cas; on peut ajouter I'invention récente des
« chaires d’excellence » qui promettent un CDI aprés 40 ans ; et I'on s’étonnera de la désaffection
des femmes pour les carriéres de chercheuses/Pl. Considérant les limites d’ages plus contraignantes
dans la vie des femmes, il me semble illusoire de rétablir la parité souhaitée pour les recrutements
dans ces conditions. Cela n’'empéche pas les exceptions, heureusement. Mais la période de contrats
instables pour les jeunes chercheurs/euses continue de s’allonger et elle n’est utile ni bénéfique a
personne.

Si elle se répand dans toute la société, cette CDDisation de la jeunesse est mise en ceuvre
dans le domaine de la recherche par la systématisation du financement par projet, qui permet le
plus souvent le recrutement d’un(e) technicien(ne)/ingénieur(e)/doctorant(e)/post-doctorant(e),
opérateur pratique et matériel du projet lauréat. Cette approche a ses vertus, elle porte en elle aussi
beaucoup de contradictions et d’inefficacité : programmer la recherche fondamentale a 3 ans n’est
pas réaliste, c’est globalement accepté; ces 3 ans passés, succés ou pas du programme de
recherche, I'opérateur(trice) partira. Le renouvellement/turnover a ses avantages dans un
laboratoire, mais ce principe est poussé a I'extréme aujourd’hui, conduisant les individus qui
établissent I'expertise pratique dans les laboratoires a toujours les quitter rapidement. Cette
organisation méne-t-elle a plus ou moins d’efficacité ? plus ou moins d’applications et de brevets ?
La réponse n’est sans doute pas la méme pour les technologies et les idées matures ou en phase
d’exploration, sans doute pas la méme en fonction des disciplines et de leurs spécificités. La
biochimie/biologie structurale est une activité assez intensive en « main d’ceuvre » et demande un
savoir-faire assez fin dans la production d’échantillon ; elle s’laccommode assez mal de la perte
régulierement répétée de ce savoir-faire pratique, a mon avis. Nous assurons un travail important
de formation des ingénieur(e)s en début de carriére, mais dés que leur expertise se confirme, nous
les voyons partir (pour un autre emploi en CDD). Notre progression en est handicapée.

Abordant le sujet de la biochimie en France, essayons d’évaluer son évolution comparée au
reste du monde. La biochimie et |a biologie structurale ont été historiguement bien plus implantées
et développées en Grande-Bretagne, aux USA, en Allemagne qu’en France. Environ cent ans de
développements et de spécialisations scientifiques diversifiées n’ont pas fait de la France une
contributrice de 1¢" rang dans ce domaine. Il me semble tout de méme que la pente est négative.
Plusieurs éléments récents me chagrinent, I'un d’entre eux, symbolique, est facile a présenter: a
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ma connaissance, nous n'avons installé que 1 ou 2 microscopes électroniques 300 keV en 10 ans,
guand les allemands ou les anglais en installaient ~25, une cinquantaine aux USA (j'imagine que les
chiffres chinois sont au moins les mémes). Cela fait du temps de mesure accessible chez nos voisins,
entendais-je. Mais comment développer une expertise, des savoirs-faires spécifiques pour une
technique aussi empirique dans la génération d’échantillon, lorsque I'on peut mesurer 1 fois par
mois (et que les collégues anglais/allemands testent 3 fois par jour leurs productions au sous-sol de
leur batiment) ? En chiffre, j’avais une heure a perdre : en 2020-2021-2022, ~70-75 publications par
an utilisant la cryoEM comme outil principal étaient publiées dans Nature; ~15 utilisant la
cristallographie, la moitié en support de la cryoEM ; ~6-9 utilisant la RMN, la moitié en support de
la cryoEM ou la cristallographie ; ~1-2 publications par an utilisant la cryoEM provenait de France ;
~<5 provenaient de France dans les domaines de biochimie-biologie structurale (les synchrotrons et
les spectrométres RMN tournent encore). Nature, ce n’est pas tout ; mais mon sentiment est que
nous laissons passer une génération de découvertes en biologie structurale, les conséquences
économiques existeront. Nous économisons des millions et dépenserons des milliards ? Cela
rappelle la situation rencontrée avec un vaccin récent.

Nous avons dans le méme temps observé la plate-formisation systématique de tres
nombreuses techniques. On entend la hiérarchie « Si ¢ca ne co(te rien, les gens font comme si ¢a
n’avait pas de valeur et utilisent mal les instruments » (on aimait donc faire n’importe quoi avant
2005-2010 sans doute...). Imaginons que cette logique soit valide : les analyses payantes de plate-
forme ne sont visiblement pas suffisamment financées, puisque les instruments sont trés souvent
sous-utilisés. On en déduit qu’il est plus efficace de laisser les instruments vides que de les laisser
en acces gratuit ? Sur ce point, je préte le flanc aux critiques: je n’ai pas acces aux chiffres
d’occupation et aux bilans comptables, mais je sais discuter et observer. Ainsi, j'entends que soit
nos parcs de plate-forme sont surdimensionnés, soit le financement par projet pousse a négliger
des analyses utiles par soucis d’économies, soit I'enveloppe globale de financement est sous-
dimensionnée.

Ou alors certaines activités sont plate-formisées sans tenir compte de leur inadaptation a ce
modele ; j'en viens a mon avis sur la question : la RMN des macromolécules n’est pas bien adaptée
au modele plate-forme selon moi. Une technologie est adaptée au modele plate-forme i) lorsqu’elle
est opérable par des technicien(ne)s ou ingénieur(e)s, ou méme ponctuellement par des utilisateurs
externes formés sur un temps court, ii) lorsqu’elle répond a des questions a I'intérét immédiat et
pour des champs scientifiques variés, iii) lorsque ses analyses sont produites dans des délais courts,
iv) lorsque le colt de ses analyses correspond aux financements accessibles. La RMN des petites
molécules coche ces cases, la RMN des macromolécules correspond trés mal a ces descriptions.
L'expérience pourrait étre faite : rendons les synchrotrons payants pour les académiques, nous
verrons si les taux d’occupation se maintiennent, si des équipes de non-structuralistes envoient
leurs protéines a cristalliser sur les robots, et si la production de biologie structurale s"améliore.

Des spectrometres a haut-champ sont installés, des chercheurs ont été recrutés pour y faire
de la RMN structurale, les questions de ce champ scientifique sont spécifiquement pensées par ces
chercheurs, qui connaissent les capacités de cette technique, et qui produisent leurs idées
spécifiques d’exploration fondamentale de la matiére. Les mettre en lien avec la communauté des
biologistes est indispensable, mais croire que cette communauté peut ou veut les mettre a son
service est inopérant : les biologistes ont des idées de biologistes, donnez-leur 300 euros, ils
n’achéteront pas un jour de RMN.

Concrétement : les prix d’utilisation des spectrometres 600-700 MHz sont évalués
aujourd’hui ~200-300e par jour. Au long terme, il profite a tous de bien se représenter les protéines :
savoir que les protéines sont des molécules flexibles, avec des équilibres de conformations, des
domaines repliés ou non, voila un ensemble de représentations mentales qui permet de mieux
réfléchir, que la RMN a trés largement contribué a installer. C'est notre travail de recherche
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fondamentale, qui se poursuit en appliquée parfois. Au court terme, je ne connais pas de biologiste
cellulaire, pas de biologiste des plantes, pas de microbiologiste etc... qui soit demandeurs-euses de
description fine de dynamique conformationnelle des protéines dont il cherche a établir les
fonctions et leur régulation. Et encore moins qui serait prét a payer 300e par jour |'utilisation d’un
spectrometre RMN pour explorer la question. Si cela peut faire bien pour une collaboration ANR-
compatible, pourquoi pas. Un(e) RMNiste sera intégré(e) au projet et financera I'étude des
questions structurales pour lesquelles il/elle a été recruté((e) naguére. Un financement type ANR
pourra bien assurer 50 jours de spectromeétres ? mais combien reste-t-il pour les isotopes et les
colonnes de purification ? de quoi produire les 10-20 beaux échantillons deutérés a 2000 e comme
nos colléegues américains qui font de beaux articles ? Eux aussi payent a l'activité, au temps
d’acquisition, mais on leur donne de quoi payer. Une plate-forme RMN des macromolécules
payante, c’est donc une communauté d’utilisateurs avancés, et des financements ou des
subventions tenant compte de la spécificité et du colt de cette activité. Nos instituts sont
confrontés aujourd’hui aux difficultés de colits de fonctionnement des spectrometres RMN. Les
chercheurs adossés a ces spectrométres n’ont pas les fonds pour le faire non plus, nos financements
suffisent a peine a produire nos échantillons.

Les colts croissants de I'énergie et de I'hélium liquide m’angoissent assez. Les parcs de
spectrometres ont été pensé et dimensionné a une époque ou I'on produisait des structures par
RMN, qui consommait beaucoup de temps de spectrometre. Aujourd’hui, les analyses de
dynamiques conformationnelles qui se publient bien concernent des protéines de larges poids
moléculaires (>40-50 kDa); elles aussi nécessitent de longues acquisitions, mais surtout des
marquages isotopiques onéreux couplés a une deutération poussée des échantillons. Ces
productions sont le plus souvent trop cheéerrs pour les laboratoires de RMN francgais. Nos
spectrometres sont ainsi sous-utilisés de mon point de vue.

Dans les conditions de financements actuels, il est impossible d’en faire assumer les co(ts
par les utilisateurs, qui sont déja bien en peine de financer la production d’échantillons. Rajoutons
le marquage isotopique en 3C actuellement prohibitif, (1g glucose atteint 250e) qui nous limite
considérablement (selon mes sources, la production de 3CO, base de l'industrie du 3C, est
effectuée principalement en Russie; une grande partie du 3C est désormais utilisée pour la
production de 3C-urée pour des diagnostics d’infection par Helicobacter pilori).

De nature, je suis un peu peureux envers l'avenir, j’ai maintes fois argumenté pour la
sobriété en termes de spectros, je n’aime pas beaucoup la course au plus-grand-plus-gros-
beaucoup-plus-cher (cf. le 1.2 GHz). Je constate avoir tort dans la maniére dont nos sociétés
fonctionnent : avoir les meilleurs instruments, méme 2x plus chers pour 10% meilleurs, c’est attirer
les meilleurs et produire le meilleur a terme. Mais, pour la RMN que je connais, produire le bon
échantillon avec le bon marquage, cela colite quelques milliers d’euros en plus, pas quelques
millions. Et cela rapporte beaucoup plus. Si I'on répartissait les millions des gros spectromeétres en
milliers pour les échantillons des équipes francaise, je suis certain que le solde serait positif. Nos
sociétés ont besoin de symboles, c’est une des sources récurrentes de mauvaises décisions, mais
aussi de motivation. Je néglige peut-étre cet aspect.

Je répéete pour finir que la situation de nos financements ne nous permet pas du tout de
soutenir le rythme des innovations en biochimie des pays les plus importants. Et je comprends aussi
gue les choix budgétaires sont nécessaires.

« Avoir le pessimisme de l'intelligence, et I'optimisme de la volonté » Antonio Gramsci.
« Concilier une pensée pessimiste et une action optimiste. C'est la le travail des philosophes. »
Albert Camus

Dans cet esprit, je travaille au mieux.
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mieux ? J'ai la volonté d’y arriver dans les temps qui viennent.
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