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Introduction genérale

La régulation fine et ciblée des fonctions cellulaires repose sur l’existence d’interactions
supramoléculaires spécifiques entre biomolécules de nature et complexité variables.
L’altération de ces réseaux au sein de certaines pathologies nécessite une connaissance
structurale approfondie des espéces impliquées et de leurs complexes non-covalents. Dans ce
contexte, la cristallographie et la résonance magnétique nucléaire (RMN) s’imposent comme
des techniques de référence, permettant 1’obtention d’informations structurales atomiques sur
I’assemblage in vitro de ces complexes. Néanmoins, la quantit¢ de matériel, la taille ou

I’hétérogénéité des analytes, peuvent constituer une limite a ces approches biophysiques.

Développée au début des années 1990, la spectrométrie de masse (MS) native s’inscrit comme
une alternative analytique adaptée a la caractérisation d’assemblages non-covalents de
composition et taille variables. Son couplage a une source d’ionisation douce, 1’électrospray
(ESI), permet de préserver 1’intégrité des complexes de la solution jusqu’en phase gazeuse. La
détection des ions associés assure une détermination de la masse et de I’intensité des espéces
présentes a 1’équilibre en solution, donnant acces a certaines informations structurales telles
que la steechiométrie, la spécificité, la stabilité et D’affinité relative des interactions.
L’application de cette technique a 1’étude de systémes protéiques se révele prometteuse,
permettant I’obtention de données sur la régulation allostérique de complexes enzymatiques, la
caractérisation de protéines thérapeutiques, ou encore I’assemblage structural de protéines
membranaires. L’automatisation de cette approche a faible consommation d’échantillon a par
ailleurs accéléré son implantation dans le secteur biopharmaceutique, révélant son potentiel
dans le criblage d’interactions protéine-ligand. Depuis 2006, la MS native peut étre couplée a la
spectroscopie de mobilit¢ ionique (IM-MS), apportant une dimension de séparation
supplémentaire des ions en phase gazeuse, basée sur leur charge et leur forme. Le recours a un
¢talonnage approprié permet de calculer la section efficace rotationnellement moyennée (CCS)
de ces ions, correspondant a une représentation 2D de la structure 3D de I’ion en phase
gazeuse. Ces données de basse résolution rendent ainsi I’IM-MS orthogonale a d’autres
techniques de biologie structurale (cristallographie, RMN, SAXS). Complétant les données de
MS native par une information conformationnelle, le couplage IM-MS a notamment permis
d’analyser la topologie de complexes non-covalents lors de leur assemblage, la flexibilité
conformationnelle de protéines membranaires, d’étudier des protéines intrinséquement

désordonnées ou de cribler la conformation de systémes protéine-ligand.
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Dans ce contexte, les objectifs de cette theése s’articulent autour de développements
méthodologiques en MS native et IM-MS pour la caractérisation d’assemblages de
biomacromolécules de complexité et taille croissantes. Plus particulierement, ces travaux se
concentrent sur le développement de méthodes IM-MS permettant une caractérisation
conformationnelle fine de systémes protéine-ligand (Synapt G2 HDMS, Waters) ainsi que sur
I’évaluation, I’optimisation et la mise en application d’une technologie récente de MS native a
haute résolution (Orbitrap Exactive Plus EMR, Thermo Fisher Scientific). Ces développements
instrumentaux apportent un soutien de plus en plus marqué en biologie structurale pour 1’étude
de complexes biologiques de haute masse faisant intervenir de multiples partenaires. Ce travail

de these s’articule autour des 4 parties suivantes :

» La premicre partie constitue un rappel bibliographique des connaissances biologiques et

compétences techniques actuelles pour la caractérisation de complexes non-covalents.

» La deuxiéme partie consiste en 1’évaluation de I’apport de la haute résolution en MS
native. L’optimisation instrumentale nécessaire a I’analyse de complexes non-covalents est
évaluée sur un ensemble de protéines modeles, dont les résultats sont comparés a ceux
obtenus sur un instrument de type Q-TOF. Ces optimisations sont ensuite appliquées a une
¢tude approfondie de la nature et hétérogénéité d’anticorps thérapeutiques (mAbs) et de
leurs conjugués (ADCs), dont I'utilisation clinique connait un essor considérable en

oncologie mais dont la caractérisation analytique par MS native demeure délicate.

» La troisiéme partie est consacrée aux développements méthodologiques apportés en MS
native et IM-MS native pour le criblage subtil de complexes protéine-ligand. L application
de ces méthodes a I’étude de potentielles cibles thérapeutiques (PRMT6, Tgt, PDF1B,
QR2) permet de préciser le mécanisme enzymatique et le mode d’inhibition de ces
derniéres en présence de leurs cofacteurs, substrats et inhibiteurs, classés selon leurs

propriétés de « binding » et leurs impacts conformationnels.

» La quatrieme partie porte sur I’établissement de méthodes instrumentales pour la
caractérisation de complexes multi-protéiques de hauts poids moléculaires (> 300 kDa) par
MS native couplée a I'IM-MS. Les informations accessibles grace a ces développements et
leur combinaison, permettent une caractérisation topologique et dynamique approfondie de
I’architecture du complexe CF IA, indispensable a la maturation de I’ARNm eucaryote et

réfractaire aux principales approches biophysiques.









Partie I : Introduction bibliographique

Cette partie introductive rappelle I’importance des interactions non-covalentes et décrit les
principales techniques biophysiques appliquées a leur caractérisation en biologie structurale.
L’apport de la spectrométrie de masse dans cette discipline est ici illustré a travers une

présentation des différentes approches couplées a cette technique.

Chapitre1: Les interactions non-covalentes et leur caractérisation en

biologie structurale.

Chapitre 2 : Application de la spectrométrie de masse structurale a I’étude

de complexes protéiques non-covalents.






Chapitre 1 : Les interactions non-covalentes et leur

caractérisation en biologie structurale.

La régulation fine et dynamique de I’ensemble des fonctions cellulaires repose sur
I’établissement d’interactions spécifiques et transitoires entre biomolécules de nature et
complexité variables (protéines, acides nucléiques, ligands etc.) [1]. Ces interactions labiles
dites non-covalentes, résultent d’une complémentarité stérique et interactionnelle entre
fonctions chimiques intra et intermoléculaires, dans des conditions physicochimiques données
[2]. Bien qu’impliquant de faibles énergies (10°-10% kJ.mol™"), la multiplicité de ces interactions
conditionne la structure tridimensionnelle des biomolécules, assurant ainsi leur reconnaissance
moléculaire et leur assemblage sous forme de complexes non-covalents [3, 4]. La diversité des
interactions non-covalentes, s’appuyant sur différents types de contribution (€lectrostatique,

hydrophobe), est ici présentée.

1. Les interactions non-covalentes : généralités.

Contrairement aux interactions covalentes (= 10°-10° kJ.mol ™), les interactions non-covalentes
n’impliquent pas un partage d’électrons entre deux atomes. Ces dernieres, s’effectuant a
distance, se définissent en 2 catégories : les interactions non-covalentes de type électrostatique

(interaction ionique, de Van der Waals et liaison hydrogene) et I’effet hydrophobe (Fig.1).

1.1. Les interactions non-covalentes de type électrostatique.

Ces interactions résultent de I’existence de charges nettes ou partielles, portées par des atomes

engagés au sein d’interactions covalentes [5].

1.1.1. L’interaction ionique.

Cette interaction survient entre 2 atomes ionisés, porteurs d’une charge nette de signe opposé.
L’énergie de cette interaction est inversement proportionnelle a la distance interatomique (d) et
a la permittivité électrique relative du milieu (g). Cette derniére, optimale a courte distance (d =
3A), est ainsi renforcée lors du passage des ions de la solution (¢ = 80) vers le vide (¢ = 1),

pouvant atteindre des valeurs proches de 10* kJ.mol™ [3].
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Figure 1: Présentation des interactions covalentes et non-covalentes. Les interactions non-covalentes se composent des

interactions de type électrostatique (interaction ionique, de Van der Waals, liaison hydrogéne) et de 1’effet hydrophobe.

1.1.2. L’interaction de Van der Waals.

L’interaction de Van der Waals implique 2 atomes porteurs d’une charge partielle de signe
opposé, induite par 1’existence de moments dipolaires permanents ou induits. La nature de ces

dipdles permet de dégrouper cette interaction en 3 contributions [3] :

» Les interactions de Keesom: La différence d’électronégativité entre 2 atomes liés
covalemment, entraine une déformation du nuage électronique en direction de I’atome le
plus électronégatif. Cette polarisation de I’interaction s’accompagne de 1’apparition d’un
moment dipolaire permanent ﬁ et de 2 charges partielles 8 et § sur la molécule. Deux
molécules polaires sont donc capables d’interagir ensemble a travers une interaction de

type dipdle-dipole.

» Les interactions de Debye : Une molécule polaire peut entrainer une polarisation du nuage
¢lectronique associé a une molécule apolaire, permettant une interaction de type dipdle-
dipole induit.

» Les interactions de London : La dissymétrie transitoire du nuage électronique associé a une
molécule apolaire peut s’accompagner de la formation d’un dipdle instantané. A nouveau,
ce dernier peut entrainer une polarisation du nuage électronique associé a une autre

molécule apolaire, permettant une interaction de type dipdle instantané-dipdle induit.
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En conséquent, la mise en place d’interactions de Van der Waals est d’autant plus favorisée que
le moment dipolaire | des molécules polaires est important, et que la polarisabilité des
molécules apolaires est €¢levée. A nouveau, 1’énergie de ces interactions est inversement
proportionnelle a la distance inter-dip6le (d) et a la permittivité électrique relative du milieu.
Bien que cette derniére soit faible (0-10 kJ.mol"), I’application des interactions de Van der

Waals a I’ensemble des molécules (polaires, apolaires) accroit leur contribution énergétique.
1.1.3. La liaison hydrogéne.

La liaison hydrogene s’exerce entre un atome porteur d’un doublet électronique non liant et une
molécule de type HX, ou X correspond a un atome de forte électronégativité (O, N, S ou F) [3].
L’accentuation du caractére électrophile de 1’atome d’hydrogéne H (charge partielle &)
favorise son interaction avec le doublet non liant. Cette interaction, renforcée par 1’alignement
des groupements donneurs et accepteurs d’hydrogéne, présente une énergie voisine de 10-40

kJ.mol ™.

1.2. L’effet hydrophobe.

L’effet hydrophobe ne peut étre rigoureusement associé a une interaction, s’assimilant
davantage a une incapacité¢ d’interaction vis-a-vis d’un solvant polaire [3]. Cette propriété
implique une minimisation des interfaces entre molécules apolaires et molécules d’eau. Pour
cela, les molécules apolaires s’associent entre elles selon un processus thermodynamiquement
favorable. En effet, la libération des molécules d’eau séquestrées a leur périphérie (couche de
solvatation), permet a ces dernicres de satisfaire un plus grand nombre de liaisons hydrogenes,
se traduisant par une augmentation de ’entropie du systéme [6]. L’énergie d’interaction

associée a I’effet hydrophobe apparait considérablement réduite en phase gazeuse, en raison de

I’absence de solvant.

1.3. Equilibre entre forces d’attraction et de répulsion totales.

La contribution de I’ensemble des interactions non-covalentes conduit au rapprochement spatial
des molécules. Néanmoins, ces forces d’attraction sont progressivement contrebalancées par
I’apparition de forces répulsives opposées, liées a ’impénétrabilité des nuages électroniques.
La neutralisation de ces forces s’achéve par 1’atteinte d’une distance d’équilibre, marquant la

formation des complexes supramoléculaires.
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2. Les techniques biophysiques appliquées a I’étude de complexes supramoléculaires.

La caractérisation de complexes supramoléculaires repose sur un large éventail de techniques
biophysiques, compatibles avec le maintien d’interactions non-covalentes. Bien que
complémentaires, ces approches exploitent différentes caractéristiques physicochimiques de ces
assemblages, fournissant des informations structurales de nature et résolution variables. Une
présentation succincte des principales techniques employées, notamment au cours de ces

travaux de thése en combinaison a la spectrométrie de masse, est ici rapportée (Fig.2).

2.1. Les techniques a résolution moléculaire.
2.1.1. La chromatographie d’exclusion stérique (« Size Exclusion Chromatography », SEC).

La chromatographie d’exclusion stérique (SEC), également appelée filtration sur gel (GF),
repose sur une séparation de molécules en solution en fonction de leur taille et de leur forme,
ou plus exactement de leur volume hydrodynamique [7]. La séparation chromatographique de
ces especes, introduites dans une phase mobile non dénaturante, s’effectue au contact d’une
phase stationnaire polymérique inerte et poreuse, contenue dans la colonne. Le contrdle de cette
porosité limite la diffusion des molécules les plus volumineuses au sein de ces pores, accélérant
leur ¢élution dans le volume mort interstitiel. Réciproquement, la diffusion intra-pore des
molécules de plus petite taille retarde leur progression, augmentant ainsi leur temps d’élution.
L’application d’un étalonnage permet de déterminer le volume hydrodynamique de ces
biomolécules (rayon de Stokes) en fonction de leur temps de rétention, et d’en extrapoler la
masse moléculaire [8]. Cette technique analytique peut également étre utilisée pour 1’étude de
changements conformationnels et la détermination de constantes d’affinité [9, 10]. Néanmoins,
sa résolution limitée restreint généralement son application a 1’identification de I’état
oligomérique et de la stoechiométrie d’interaction entre molécules de taille importante. Pour
conclure, cette approche est couramment utilisée a des fins préparatives, achevant la
purification d’échantillons biologiques (élimination d’agrégats, d’éluants) et facilitant leur

¢change de tampon, notamment en spectrométrie de masse native (dessalage) [11].

2.1.2. L’ultracentrifugation analytique (« Analytical Ultracentrifugation », AUC).

L’ultracentrifugation analytique permet de séparer des molécules en solution en fonction de
leur masse et/ou de leur coefficient de sédimentation [12]. A de faibles vitesses de rotation
angulaire (o ~ 1.10" tours.min™), les forces de sédimentation et de diffusion exercées sur une
molécule s’équilibrent : la concentration de chaque molécule (c) se distribue alors sous forme

d’un gradient au sein du tube, augmentant de facon exponentielle avec la distance radiale (r)
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parcourue. La détermination de la pente associée a 1’équation In(c) = f (r*) de chaque espéce,
permet une mesure directe de leur masse moléculaire. A des vitesses de rotation élevées (o >
6.10* tours.min™), la vitesse de sédimentation (v) de chaque espéce dépend de son coefficient
de sédimentation (S) d’aprés S = v / (w’.r). La détermination expérimentale de S, relié a la
masse et au rayon hydrodynamique de la molécule, donne ainsi acceés a la forme de cette
derniére (rayon de Stokes). A nouveau, ces 2 approches analytiques (équilibre et vitesse de
sédimentation) peuvent étre appliquées a I’étude de 1’état oligomérique, de la stoechiométrie
d’interaction, des constantes d’affinité ou de changements conformationnels entre biomolécules
[13, 14]. Plus résolutive que la chromatographie d’exclusion stérique, 1’ultracentrifugation
analytique s’avere particulierement adaptée pour I’étude de molécules a large distribution de
taille (10>-10° Da) [12, 15]. Néanmoins, son faible débit analytique (20 échantillons / jour) et

son manque d’automatisation restreint son application [16].

2.1.3. Les techniques de diffusion de lumicre (« Static-Dynamic Light Scattering », SLS-
DLS).

L’irradiation de molécules en solution par un faisceau monochromatique, de longueur d’onde
supérieure a la taille de ces particules, s’accompagne d’une diffusion élastique d’une partie de
ce rayonnement (diffusion de Rayleigh) [17, 18]. Dans ces conditions, l’intensit¢ du
rayonnement diffusé et sa variation au cours du temps, dépendent alors des propriétés

structurales des molécules diffuseuses.

» En diffusion statique de la lumicre (SLS), I’intensit¢é moyenne de ce rayonnement est
mesurée a un ou plusieurs angles de détection (« Multi-Angle (Laser) Light Scattering »,
MA(L)LS), permettant une détermination directe de la masse et de la forme (rayon de

giration, non hydraté) des molécules a partir de 1’équation de Rayleigh [17].

» En diffusion dynamique de la lumiére (DLS), les fluctuations de cette intensité sur de
faibles intervalles de temps (us) sont étudiées a angle fixe, donnant accés au rayon
hydrodynamique des molécules et a I’indice de polydispersité du milieu (distribution de la

taille des espéces en solution) par application de I’équation de Stokes-Einstein [17].

Les informations ainsi obtenues permettent d’identifier la steechiométrie d’interaction et 1’état
oligomérique de biomolécules (SLS) mais également de détecter I’agrégation ou 1’existence de
changements conformationnels importants au sein de ces espeéces (DLS) [19-22]. L’approche
DLS apparait aujourd’hui comme une technique de choix pour 1’évaluation de la solubilité de
biomolécules. Parall¢lement, la diffusion statique de lumiere (SLS) se retrouve fréquemment

couplée a la chromatographie d’exclusion stérique, a des fins analytiques.
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Figure 2 : Présentation schématique des principales techniques biophysiques appliquées a 1’étude d’interactions non-covalentes.
Les informations structurales majeures pouvant étre déduites de ces analyses, sont ici indiquées pour chaque approche. Les

techniques a résolution atomique sont regroupées au sein de I’encadré.

2.1.4. Les techniques de fluorescence.

A TDinstar des précédentes techniques, 1’interaction entre une molécule et un rayonnement
incident peut aboutir a I’absorption d’un photon, dont I’énergie est rapidement restituée par
émission d’un photon de longueur d’onde plus élevée [23]. Ces propriétés, dites de

fluorescence, sont exploitées en biologie structurale a travers 2 approches complémentaires :

» L’anisotropie de fluorescence : cette technique consiste a mesurer le degré de polarisation
(anisotropie) du rayonnement fluorescent émis par une molécule préalablement excitée a
partir d’une lumicre polarisée [24]. En effet, la dépolarisation de fluorescence dépend de
I’environnement du fluorophore, et résulte principalement de la rotation de ce dernier par
agitation brownienne. L’interaction de cette molécule avec un partenaire de grande taille
(protéine, etc.) restreint son degré de liberté rotationnelle, limitant la dépolarisation de sa
fluorescence (anisotropie ¢élevée). La mesure de cette grandeur en conditions de titrage,
permet ainsi de déterminer 1’existence d’interactions non-covalentes entre partenaires et de
quantifier les constantes d’affinité associées a leurs complexes [25]. Cette approche,

sensible et rapide, est aujourd’hui largement répandue dans le domaine du criblage haut-
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débit [26].

» Le transfert d’énergie par résonance en fluorescence (FRET): deux fluorophores
suffisamment proches (1-10 nm) peuvent établir un transfert d’énergie, si le spectre
d'émission du fluorophore donneur recouvre le spectre d'excitation du fluorophore
accepteur [23]. La quantification de ce transfert d’énergie entre 2 fluorophores, disposés
sur deux partenaires ou au sein d’'une méme molécule, peut ainsi permettre la
caractérisation de complexes non-covalents ou I’identification de changements

conformationnels [27, 28].

La principale limitation de ces techniques réside dans la capacité de fluorescence intrinséque
des molécules étudiées. L absence ou le positionnement inadéquat de fluorophores endogeénes
(ex : acides aminés Trp, Tyr et Phe pour une protéine) nécessite 1’introduction de tels
groupements, pouvant modifier la structure des molécules ciblées [29]. Néanmoins, ces

approches offre I’avantage unique de pouvoir étre exploitées dans un contexte in vivo [30].

2.1.5. Le dichroisme circulaire.

Le dichroisme circulaire repose sur la capacité d’une molécule optiquement active (pourvue de
centres de chiralité) a absorber de manicre inégale, la lumiére polarisée circulairement droite ou
gauche a une longueur d’onde donnée [31]. Pour cela, la solution d’échantillon est
généralement irradiée au sein d’un spectropolarimétre, délivrant alternativement un
rayonnement polarisé circulairement droite et gauche. Le spectre dichroique (CD) ainsi obtenu
correspond a la différence d’absorbance entre ces 2 types de rayonnement en fonction de la
longueur d’onde. L’application de cette technique a 1’étude des protéines permet ainsi de
sonder leur contenu en structures secondaires [32]. En effet, les motifs structuraux de type
hélice a, feuillet B et coude, constituant ces derniéres, présentent une signature spectrale CD
caractéristique dans le domaine de I’ultraviolet lointain (190-250 nm). La déconvolution de ces
spectres offre la possibilité de déterminer la proportion relative de chacun de ces 3 motifs au
sein de la protéine [33]. Cette technique est couramment utilisée afin de vérifier 1’état de
repliement de protéines recombinantes, et étudier I’influence de conditions physicochimiques
(pH, force ionique, température, agent dénaturant) ou biologiques (ajout d’un partenaire, d’un
ligand) sur la structure tridimensionnelle de protéines cibles [33-35]. Bien que peu compatible
avec certains tampons (absorptions parasites), la rapidit¢ de cette approche, sa faible
consommation d’échantillon, son couplage aux outils de cinétique rapide et son application a

une large gamme de masse, soulignent son intérét en biologie structurale.
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2.1.6. Larésonance plasmonique de surface (SPR).

L’interaction entre une molécule réceptrice, immobilisée sur un support fonctionnalisé, et son
partenaire ligand, circulant en solution, peut étre caractérisée par résonance plasmonique de
surface [36, 37]. Le support de greffage (biocapteur) se compose d’un substrat en verre
recouvert d’une fine couche de métal (ex: or, argent), dont la fonctionnalisation permet
I’adsorption covalente du récepteur. L’excitation des €lectrons libres contenus dans le métal
(plasmons de surface) par un faisceau monochromatique polarisé, peut s’accompagner d’une
entrée en résonance de ces derniers en fonction de 1’angle d’incidence appliqué. Dans ces
conditions, le rayonnement réfléchi par ces particules se caractérise par une chute d’intensité,
dont I’angle de réflexion dépend de I’indice de réfraction a proximité de I’interface
métal/liquide. En modifiant cet indice, I’association/dissociation du complexe récepteur-ligand
peut étre suivie en temps réel, par détermination de ’angle de résonance associ¢ a I’onde
évanescente. La quantification de cette déviation d’angle, proportionnelle a la quantité de
ligand fixé, permet de déterminer la constante cinétique d’association (kon) et de dissociation
(kogr) du complexe lors des étapes d’association (flux de ligand) et de dissociation (flux de
tampon). En plus de la steechiométrie d’interaction, cette approche permet d’accéder a la
constante d’affinité¢ (Ka) entre 2 molécules [37]. Aujourd’hui applicable au criblage haut-débit
[38, 39], la résonance plasmonique de surface présente néanmoins certaines limitations. La
régénération du biocapteur peut notamment s’avérer délicate en présence de ligands tres affins,
tandis que I’immobilisation covalente du récepteur requiert une préservation stricte de ses

propriétés structurales (accessibilité du site d’interaction, flexibilité du récepteur etc.) [40].

2.1.7. La microcalorimétrie de titration isotherme (ITC).

En plus de propriétés spectrophotométriques, la formation de complexes non-covalents
s’accompagne d’échanges thermiques, résultant d’une absorption (réaction endothermique) ou
d’un dégagement de chaleur (réaction exothermique) [41]. La quantité de chaleur émise ou
absorbée lors du titrage entre 2 molécules, est ainsi mesurée a 1’aide d’un microcalorimétre au
sein d’une cellule adiabatique, révélant le profil thermodynamique de I’interaction. Cette
approche donne ainsi acces a la steechiométrie d’interaction et a la constante d’affinité (Ka)
entre partenaires, déduites de la mesure directe de la variation d’enthalpie (AH) et du calcul des
différences d’enthalpie libre (AG) et d’entropie (AS) de la réaction [42-44]. Sensible et rapide,
I’ITC ne nécessite aucun marquage et s’applique a un large panel de biomolécules en solution.

Néanmoins, le débit analytique de cette approche reste limité (= 25 échantillons par jour) [45].

16



2.1.8. La diffusion de rayons X aux petits angles (SAXS).

La diffusion de rayons X aux petits angles (« Small Angle X-ray Scattering », SAXS) consiste
a mesurer I’intensité (I) des rayons X diffusés par une molécule irradiée en solution, a de
faibles angles de diffusion (6 = 0.1-10°) [46, 47]. La détermination de la courbe de diffusion
I=f(0) d’une molécule donne alors acces a certaines informations structurales, dont la masse
(6=0), le rayon de giration et le diamétre maximal (6>0) au sein de cette derniére. La
modélisation de ces données permet la proposition de structures de basse résolution (10-15A),
décrivant I’enveloppe de ces molécules en solution. L’approche SAXS s’avére particulierement
adaptée a 1’étude de complexes hétérogenes de haut poids moléculaire (protéines, acides
nucléiques etc.) réfractaires a la cristallisation, apportant des informations sur [’état
oligomérique et la flexibilit¢ conformationnelle de ces assemblages [48, 49]. Néanmoins, la
faible résolution de cette technique limite son application a 1’étude de complexes non-covalents
impliquant de petites molécules, et nécessite sa combinaison a d’autres approches orthogonales.
Notons enfin qu’une alternative a cette approche, basée sur la diffusion de neutrons aux petits
angles (« Small Angle Neutron Scattering», SANS), permet [’obtention d’informations

structurales similaires en présence de biomolécules [46].

2.2. Les techniques a résolution atomique.
2.2.1. La cryo-microscopie ¢lectronique (« Cryo-Electron Microscopy », cryo-EM).

La cryo-microscopie électronique repose sur 1’analyse de molécules vitrifiées (« cryo ») et
irradiées par un faisceau d’électrons (microscopie électronique) [50]. L’échantillon biologique,
purifié dans son tampon de stockage natif, est déposé sous forme d’aliquot sur une grille
métallique support, recouverte d’un film fin de carbone. L’échantillon est disposé en une
couche mince, avant d’étre plongé dans 1’éthane liquide (-180°C). Ce procédé permet de figer
la structure native des molécules au sein du tampon vitrifié, limitant leur dégradation sous
I’impact du faisceau d’¢lectrons et leur déshydratation dans le vide du microscope électronique
[51]. L’irradiation de ces molécules par un rayonnement d’électrons est réalisée a différents
angles, permettant 1’obtention de clichés de diffraction 2D. La combinaison de ces images
permet une reconstitution de la structure tridimensionnelle des molécules en phase solide,
jusqu’a une résolution proche de I’atome (= 3 A) [52]. Cette technique, ne nécessitant pas le
marquage, la fixation et la cristallisation de 1’échantillon, est aujourd’hui devenue

incontournable dans I’analyse structurale de complexes hétérogénes de hautes masses [53, 54].
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2.2.2. Larésonance magnétique nucléaire (RMN).

La résonance magnétique nucléaire repose sur 1’existence d’une interaction entre un champ
magnétique et certains noyaux atomiques de spin non nul (ex : 'H, °C, '°N) [55]. L’excitation
de ces atomes par un rayonnement électromagnétique s’achéve par leur relaxation, dont la
fréquence dépend de leur environnement au sein de la molécule. L’analyse de ces fréquences,
représentées sous forme de déplacements chimiques au sein des spectres RMN, permet de
déterminer la structure tridimensionnelle de biomolécules et de leurs complexes [56, 57]. Cette
technique présente I’avantage de pouvoir étre appliquée directement en solution, fournissant
des informations dynamiques sur des échelles de temps réduites [58]. Les débits analytiques
accessibles (10-1000 échantillons par jour) étendent par ailleurs le potentiel de la RMN au
domaine du criblage haut-débit [59-61]. Néanmoins, les limites de taille (<10* kDa) et quantités

de matériel (mg) imposées par cette approche peuvent constituer un écueil a son application.

2.2.3. La cristallographie aux rayons X (RX).

A ce jour, la cristallographie aux rayons X apparait comme la technique la plus sollicitée en
biologie structurale. Cette dernic¢re exploite la capacité de la matiere cristalline a diffracter un
faisceau de rayons X incident [62]. Pour cela, les molécules contenues dans une solution
d’échantillon pure et homogene, doivent pouvoir s’organiser sous forme de -cristaux,
assemblages réguliers et ordonnés a 1’état solide. Les clichés de diffraction obtenus par
irradiation du cristal a différents angles, permettent d’identifier la nature et la position de
chaque atome contenu au sein de la molécule, dévoilant ainsi sa structure tridimensionnelle. La
caractérisation RX de complexes non-covalents permet alors révéler leur steechiométrie, leur
site d’interaction ou encore leur conformation a 1’échelle atomique [63-65]. La résolution
cristallographique de protéines cibles sert également d’ébauche a la conception rationnelle de
ligands (« structure-based drug design ») [66, 67]. Cependant, cette approche est confrontée a 2
difficultés majeures : 1’obtention de cristaux a partir des biomolécules étudiées, et I’importante

quantité de matériel (mg) exigée pour une telle analyse.

3. Conclusions.

La complémentarité des informations structurales accessibles a partir des différentes techniques
présentées, permet une caractérisation approfondie des interactions non-covalentes s’établissant
entre biomolécules. Néanmoins, les limitations inhérentes a chacune de ces approches peuvent
considérablement restreindre leur mise en application, selon le systéme biologique étudié. Afin
de pallier a ces inconvénients, certaines techniques alternatives ont été développées, notamment

dans le domaine de la spectrométrie de masse structurale.
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Chapitre 2 : Application de la spectrométrie de masse
structurale a [’étude de complexes protéiques non-

covalents.

Initialement réservée a la caractérisation de la structure primaire des protéines, I’émergence de
la spectrométrie de masse au cours des 20 derniéres années a permis d’étendre son potentiel a
I’étude des structures secondaires, tertiaires et quaternaires de ces biomolécules [68-70].
Profitant d’un développement instrumental continu, les performances de cette technique
(sensibilité, résolution, rapidité, faible consommation d’échantillon, transmission d’ions de
hauts rapports m/z, tolérance aux détergents etc.) facilitent son application a 1’étude de
systémes non-covalents complexes et hétérogénes [71-73], de taille [74] et insolubilité
croissantes [75]. Les perspectives offertes par la MS et ses différents couplages pour la

caractérisation structurale et dynamique de ces complexes, sont ici présentées.

1. La spectrométrie de masse structurale : généralités.

Le couplage de la MS a différentes approches séparatives (chromatographie liquide, mobilité
ionique) et analytiques (marquage ou pontage covalent en solution, protéolyse ménagée)
permet 1’obtention d’informations structurales a différents niveaux de caractérisation (protéines
intactes, fragments, peptides, acides aminés). Une présentation des principales méthodes de MS
structurale et de leurs applications est ici illustrée sur un complexe modele constitu¢ de 3

partenaires (Fig.3). Ces approches peuvent étre regroupées en 2 catégories :

» Les approches MS en milieu non marqué couplées a I’analyse supramoléculaire (MS
native, IM-MS native, « Top down native MS »), permettant une analyse directe des

complexes non-covalents.

» Les approches MS en milieu non marqué (protéolyse ménagée) ou marqué (échange
hydrogeéne/deutérium ou HDX-MS, marquage covalent radicalaire ou FPOP/HRF-MS,
pontage covalent ou XL-MS) couplées a I’analyse protéomique, permettant une étude

indirecte des complexes non-covalents.
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Figure 3 : Présentation des principales méthodes de MS structurale appliquées a la caractérisation de complexes multi-
protéiques. L’analyse d’un complexe modé¢le, constitué de 3 partenaires (vert, gris, violet), peut étre adressée a différents
niveaux de caractérisation (protéine, peptide, acide aminé) en fonction de la méthode employée. Les informations structurales

de basse résolution obtenues a partir de ces différentes approches sont ici indiquées.

2. Les approches MS en milieu non marqué, couplées a 1’analyse supramoléculaire.

2.1. La spectrométrie de masse native (MS native).

L’analyse de complexes non-covalents entiers par MS native permet une détermination de leur
masse intacte. Cette mesure de masse, dont la justesse peut étre améliorée a haute résolution
(partie 2) [76, 77], permet d’accéder a la steechiométrie d’interaction en partenaire et en ligand
des complexes [78, 79]. L’analyse des sous-complexes purifiés [80, 81], reconstitués [80, 82]
ou générés par dénaturation partielle en solution [83, 84] et dissociation en phase gazeuse [85,
86] du complexe entier, fournit des informations sur les connectivités entre sous-unités [82]. La
dynamique d’interaction entre ces especes peut étre explorée par MS native en temps réel [78,
87], tandis que leur titrage en ligand permet une détermination de leur spécificité et affinité
d’interaction [88, 89]. Présentant une faible tolérance aux tampons non volatils (ex : NaCl,
Na,HPO,, Tris, HEPES), la MS native nécessite un dessalage préalable des échantillons dans

un tampon volatil (ex : AcNH4, NH4HCO3;) aux propriétés physicochimiques optimales (pH,
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force ionique) [90]. Le recours a des détergents de faibles CMCs (concentrations micellaires
critiques) rend néanmoins possible I’analyse en milieu micellaire, facilitant 1’é¢tude de
complexes membranaires [91]. Une description approfondie de cette approche et de ses limites

est proposée en parties 2, 3 et 4 de ce manuscrit.

2.2. La spectrométrie de masse native couplée a la mobilité ionique (IM-MS native).

Le couplage de la MS native a la mobilité ionique (IM-MS) étend la caractérisation de ces
complexes et sous-complexes a leurs conformations globales [92, 93]. La mesure de leurs
sections efficaces (CCSs, partie 3) offre une quantification du volume projeté par ces especes
sur une surface 2D, permettant I’identification de conforméres [94, 95], le suivi de
changements conformationnels associés a 1’assemblage de complexes multiprotéiques [81, 82]
ou encore la mise en évidence de subtils changements de conformation induits par la fixation
de ligands [96, 97]. La nature dynamique de ces informations [98] permet de suivre la
flexibilit¢é conformationnelle de tels complexes [99] et d’en étudier les mécanismes de
reploiement/déploiement (« folding/unfolding ») [100, 101]. Plus récemment, I’activation de
ces conformations en phase gazeuse (approches CIU, partie 3) a permis de révéler des
différences de stabilité conformationnelle induites par la fixation de ligands [102, 103].
Néanmoins, la détermination de CCSs par mobilité ionique n’est techniquement possible qu’en
présence d’un champ électrique faible (« low-field regime », partie 3) [104, 105]. Parmi les
interfaces IM-MS actuellement commercialisées, seules les cellules IM de type « Drift Tube »
(DTIMS) et « Travelling Wave» (TWIMS) vérifient ce prérequis et disposent d’une
application en biologie structurale [93, 98]. 4 contrario, les cellules de type FAIMS (« High-
Field Asymmetric Waveform Ion Mobility Spectrometry ») ou DMS (« Differential Mobility
Spectrometry »), s’appuyant sur un champ électrique intense, ne fournissent ici « qu’une »
dimension de séparation supplémentaire, exploitée notamment en analyse protéomique [106,
107]. Une présentation détaillée de la technologie TWIMS, de son application en IM-MS native

et de ses limites, est rapportée en parties 3 et 4 de ce manuscrit.

2.3. La spectrométrie de masse native couplée a la fragmentation en phase gazeuse (« Top-

Down Native MS »).

L’analyse de complexes non-covalents par approche « Top-Down Native MS » étend la
caractérisation de ces édifices intacts a 1’échelle de leurs fragments [108]. Le recours a des
techniques de fragmentation en phase gazeuse non ergodiques, comme I’ETD (Electron
Transfert Dissociation) ou I’ECD (Electron Capture Dissociation), favorise le maintien

d’interactions non-covalentes lors de la fragmentation des complexes intacts [109, 110].
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L’assignation des ions fils générés par MS native en tandem permet une détermination des
interfaces protéine-protéine [111-113] et protéine-ligand [114-117]. La fragmentation
concomitante du squelette protéique offre 1’opportunité d’étudier la séquence primaire des
partenaires au sein de la méme expérience, rendant cette méthode complémentaire aux

approches protéomiques de type « bottom-up » couramment utilisées [118-120].
3. Les approches MS couplées a I’analyse protéomique.

3.1. La protéolyse ménagee.

Les informations structurales ainsi obtenues a I’échelle des protéines entiéres, peuvent étre
adressées a 1’échelle peptidique par protéolyse ménagée. La digestion ménagée de ces
assemblages en conditions natives restreint 1’activité protéolytique aux sites de coupures
accessibles, permettant de distinguer le coeur des complexes des zones périphériques [121].
L’analyse MS des fragments ainsi générés permet d’identifier les interfaces d’interaction entre
sous-unités [122, 123] et étudier la dynamique conformationnelle de ces complexes (flexibilité,
changements de conformation), par comparaison des profils de digestion obtenus a différents

temps de réaction et en présence de différents partenaires [124, 125].

3.2. Le pontage covalent (« Cross-Linking », XL-MS).

Le pontage covalent (encore appelé¢ « Cross-Linking ») des complexes en conditions
physiologiques permet leur analyse par approche protéomique XL-MS [126]. La proximité
spatiale des acides aminés ciblés permet 1’établissement d’une liaison covalente entre leurs
chaines latérales, a partir d’un agent pontant (« cross-linker ») de longueur et spécificité
variables [127-130]. La digestion enzymatique du complexe en conditions dénaturantes
s’accompagne d’un séquencage peptidique par analyse protéomique LC-MS/MS. La
caractérisation des peptides pontés permet ainsi de localiser les proximités inter- et intra-

peptides au sein du complexe natif, précisant I’architecture de ces assemblages [131-134].

3.3. L’¢échange hydrogene/deutérium (HDX-MS).

L’échange hydrogeéne/deutérium (HDX-MS) permet de sonder 1’accessibilité au solvant deutéré
des protons amidiques situés sur le squelette carboné des protéines [135, 136]. L’analyse
comparative du profil d’incorporation en deutérium de chaque peptide (ou résidu), obtenu a
différents temps de marquage ou en présence/absence de différents partenaires, permet
d’étudier la dynamique de ces assemblages [137, 138], identifier les interfaces d’interaction
entre partenaires [139, 140] ainsi que I’existence de changements conformationnels [141, 142].

De maniére alternative, 1’échange H/D peut étre réalis¢ en phase gazeuse au sein du
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spectrometre de masse, par application d’un gaz enrichi en deutérium (ex : gaz NDs3;, CD;0D)
[143, 144]. Cette approche complémentaire, sondant les propriétés conformationnelles des
complexes en phase gazeuse, permet notamment d’étudier 1’accessibilité¢ des hydrogenes situés
sur les chaines latérales par application de temps de marquage plus courts (0.1-10ms).
Néanmoins, la résolution spatiale de ces informations (protéine, fragment, résidu) dépend de
I’efficacité de fragmentation des ions intacts en phase gazeuse (approches « Top-Down »),

limitant cette application a 1’étude de complexes de taille intermédiaire (= 25 kDa) [145, 146].

3.4. Le marquage radicalaire (HRF-MS, FPOP-MS).

Le recouvrement spatial des informations précédentes peut étre complété par des approches de
marquage aspécifiques radicalaires (« Hydroxyl Radical Footprinting » ou HRF-MS, « Fast
Photochemical Oxidation of Proteins » ou FPOP-MS) [147, 148] ou spécifiques [149], ciblant
les chaines latérales des résidus. A nouveau, I’analyse différentielle des profils de marquage de
chaque peptide ou résidu, obtenus dans différentes conditions, peut étre appliquée a 1’étude des
interfaces d’interaction protéine-protéine [150] et a la dynamique conformationnelle des

complexes [151, 152].

3.5. Les techniques de protéomique quantitative.

Ces principales méthodes de MS structurale sont aujourd’hui rejointes par les outils de
protéomique quantitative (« Selected Reaction Monitoring» ou SRM, « Label-Free
Quantification » ou LFQ). La quantification absolue (SRM-MS) ou relative (Label-Free) des
peptides protéotypiques associés a chaque sous-unité d’un complexe, purifié sous forme intacte
par immuno-affinité, donne ainsi acces a la composition de ces assemblages et a leur

steechiométrie d’interaction [153, 154].

4. Conclusions.

Le potentiel des différentes techniques de MS structurale offre des perspectives analytiques
prometteuses pour la caractérisation dynamique de complexes protéiques non-covalents. La
complémentarité de ces approches aux principales techniques biophysiques (chapitre 1) élargit
la palette d’outils applicables en biologie structurale, facilitant 1’¢tude d’assemblages
supramoléculaires jusqu’alors réfractaires. Néanmoins, chacune de ces techniques présente ses
propres inconvénients, associés aux conditions expérimentales (efficacité de pontage en XL-
MS, de dessalage en MS native, échange inverse D/H et recouvrement de séquence en HDX-
MS, reproductibilit¢ en digestion ménagée), instrumentales (maintien des complexes non-

covalents et de leurs conformations natives en MS et IM-MS native, efficacité¢ de fragmentation
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en « Top Down Native MS ») et au retraitement informatique des données (identification des
peptides pontés en XL-MS, assignation des fragments en protéolyse ménagée, interprétation
manuelle en MS native, IM-MS native, « Top-Down Native MS »). D’autre part, ces approches
présentent une résolution limitée (résidu) au regard des techniques a résolution atomique

disponibles, nécessitant la combinaison de ces données orthogonales.
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Conclusion de cette partie

Cette introduction bibliographique rappelle 1I’importance et la diversité des interactions non-
covalentes mises en jeu dans la régulation des processus biologiques. La compréhension
fonctionnelle de ces voies de régulation nécessite une caractérisation structurale approfondie de

leurs constituants moléculaires, s’assemblant en un réseau de complexes non-covalents.

Les principales techniques biophysiques appliquées a 1’étude de ces assemblages se distinguent
par la nature des informations structurales obtenues (taille, forme des complexes) et leur
résolution (moléculaire ou atomique). Bien que complémentaires, ces outils peuvent se heurter
a certains écueils (quantité de matériel, taille et hétérogénéité des espéces), limitant leur

application a 1’étude structurale des systémes biologiques concernés.

Afin de contourner ces limitations, des approches alternatives et émergentes ont ¢&té
développées, notamment dans le domaine de la spectrométrie de masse. Les performances
analytiques de cette technique, profitant d’un développement instrumental continu, peuvent
aujourd’hui étre couplées a de nombreuses approches séparatives et analytiques. Ces approches
dites hybrides, permettent une caractérisation structurale dynamique des complexes non-
covalents a différents niveaux de résolution (structure quaternaire a 1’acide aming).
L’orthogonalité des approches de MS structurale aux techniques biophysiques de référence,
contribue a leur essor dans la recherche académique et I’industrie pharmaceutique. Néanmoins,
le potentiel de ces techniques reste a ce jour suspendu a 2 défis majeurs : le développement de
méthodes expérimentales et instrumentales avancées, ainsi que la combinaison/intégration des

données structurales issues de ces approches transversales.

L’optimisation de ces 2 critéres réalisée au cours de ce travail de these, se focalise sur 2

approches de MS structurale d’intérét grandissant : la MS native, combinée a ’IM-MS native.
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Partie 2 : Apport de la haute résolution pour

[’analyse en MS native

Cette partie porte sur 1’évaluation des performances d’un nouvel instrument de MS de
haute résolution, I’Orbitrap Exactive Plus EMR (Thermo Fisher Scientific), pour
I’analyse de systeémes protéiques et de leurs complexes non-covalents par MS native.
Une présentation préliminaire de 1’état de I’art de I’instrumentation et des objectifs de
ces travaux est tout d’abord rapportée. Les développements méthodologiques, réalisés
sur un ensemble de protéines modeles, ont ensuite été appliqués a I’étude d’agents
thérapeutiques complexes et hétérogenes d’intérét grandissant: les anticorps
monoclonaux (mAbs) et leurs immunoconjugués (« Antibody Drug Conjugates » ou

ADCs).

Introduction : Etat de ’art et objectifs.

Chapitre 1 : Développement de méthodes instrumentales en MS

native a haute résolution.

Chapitre 2 : Application a I’étude des anticorps monoclonaux et des

immunoconjugués.

39



40



Introduction : état de [’art et objectifs.

Les travaux pionniers de Chait et Henion marquent les débuts de la MS native en 1991,
permettant pour la premiere fois la détection de complexes non-covalents myoglobine-héme
(17.5 kDa) et récepteur-ligand (12.5 kDa) en phase gazeuse a partir d’analyseurs quadripolaires
[1, 2]. Progressivement, ces applications ESI-MS vont s’étendre a I’étude de systémes
biologiques de nature [3-6] et de complexité croissantes [7-9], nécessitant des développements

instrumentaux menant a une transmission, une sensibilité et une résolution améliorées [10-12].

1. Du développement instrumental a la complexité des systémes protéiques étudiés en MS

native : une complémentarité historique.

Les développements instrumentaux réalisés depuis 1991 ont considérablement élargi le
domaine d’application de la MS native en biologie structurale (Fig.1). Dés 1995, Joseph Loo et
son équipe démontre la possibilit¢ d’étudier I’état oligomérique de protéines de masse
intermédiaire (100-250 kDa) par MS native sur un appareil a secteur magnétique [7].
Parallelement, le couplage historique d’un analyseur a temps de vol (TOF) a une source
d’ionisation ESI continue (1994) permet de repousser la gamme m/z analysable, en théorie
infinie et limitée par la seule sensibilité du détecteur [11, 13]. Cette compatibilité¢ est rendue
possible par une accélération orthogonale des ions (oa), ces derniers étant accumulés entre
chaque cycle TOF puis injectés sous forme de « pulses » au moyen d’un « pusher » [14]. Deux
ans plus tard, cette interface bénéficie de I’introduction d’un quadripdle (ESI-Q-TOF),
facilitant la sélection préalable d’ions précurseurs pour des approches MS/MS en tandem [12].
La commercialisation de cet instrument versatile, combinée a 1’avénement du nanospray [15-
17] puis a son automatisation [18], contribue a une diminution des quantités a injecter, une
stabilisation du spray, un gain de sensibilité et a une meilleure désolvatation des ions [9, 19,
20]. Ces avancées technologiques favorisent I’étude d’édifices non-covalents plus complexes et
hétérogeénes par MS native, dont le rapport m/z croit avec la masse [21, 22]. Entre 1999 et
2000, la détection d’ions de rapports m/z supérieurs a 10000 permet aux groupes de Robinson
et Heck d’étudier la composition de protéines multimériques proches du MDa, dont la protéine
chaperonne GroEL (14-mer, 804 kDa) et la sous-unité 30S du ribosome (21-mer, 850 kDa) [9,
23, 24]. Cette expansion est néanmoins freinée par les limites de transmission des instruments

Q-TOF dans des gammes de m/z élevées, s’expliquant par :

» Une gamme m/z restreinte (< 4000 Th) du premier analyseur quadripolaire [12].
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» Une thermalisation et focalisation insuffisante de ces ions, dont I’excés d’énergie cinétique

limite la préservation non-covalente, le transfert et I’extraction orthogonale [25-27].

Deés 2002, une premiere série d’optimisations instrumentales permet de lever ces barricres [28,
29], la diminution de la radiofréquence du quadripole (RF) et I’augmentation de la pression
dans les premicres zones de l’interface (par diminution de I’efficacité de pompage ou
introduction de gaz de collision comme [’azote ou I’argon) favorisant la transmission, le
maintien et la désolvatation de ces ions [30, 31]. Ces implémentations profitent a la
caractérisation de complexes protéiques de poids moléculaire et d’hétérogénéité exponentiels,
le groupe de Van Dorsselaer (2003), Loo (2005) puis Robinson (2006) caractérisant
I’assemblage de I’hémocyanine (30-mer, 2.2 MDa) et de la sous-unité 20S du protéasome (28-
mer, 690 kDa) [32-35]. Une seconde vague d’optimisations instrumentales, menée par 1’équipe
de Heck en 2006, parachéve les gains de performance de ces instruments en MS native [36,
37]. La modification de certains parameétres ¢€lectroniques (fréquence du pusher, tensions
d’accélération applicables) et le recours a des gaz de collision plus lourds (krypton, xénon) a
I’issue de ces expériences, a récemment permis la détection de signaux MS jusqu’a 56000 m/z

et I’étude de capsides virales supérieures a 10 MDa par MS native [38, 39].

Myoglobine-héme  Pyruvate kinase GroEL Ribosome 30S Hemocyanine Protéasome 20S Capside
17564 £2 Da 232 kDa 804 + 0.6 kDa 852 £39kDa 2235 +£0.3 kDa 690 kDa 17942 £ 4 kDa
1-mer 4-mer 14-mer 30-mer oy 28-mer
@ % _;"V
8w
m/z: 1-2000 m/z: 5-7000 m/z: 9-11000 m/z: 12-15000 m/z: 21-22000 m/z: 10-12000 m/z: 48-56000
. - O-TOF O-TOF O-TOF 11 O-TOF modifié O-TOF II modifié
Quadripole Secteur magnétigue (MicroMass) (MicroMass) (MicroMass) (prototype) (MicroMass)
T T T T T T T T T T T T T T T >
1991 1994 1995 1996 1997 1999 2000 2002 2003 2004 2005 2006 2009 2012 2013 Année
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plag . s : : I’analyseur Orbitrap
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Figure 1 : Historique des (r)évolutions instrumentales et expérimentales en MS native, de 1991 & aujourd’hui.
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2. Nouveaux défis analytiques en MS native: la limitation en résolution instrumentale.

L’introduction et le développement permanent des instruments Q-TOF pour 1’étude de
complexes non-covalents par MS native a permis de « faire voler des éléphants moléculaires au
moyen d’ailes €lectrospray » [40]. Les avantages de I’analyseur TOF (gamme m/z en théorie
infinie, sensibilité, rapidité), combinés aux capacités d’isolement de 1’analyseur quadripolaire

et a "optimisation de la transmission des ions, permettent a ce jour I’étude d’assemblages non-

covalents hétérogeénes de plusieurs millions de Daltons [39, 41].

Bien que la sensibilit¢ de ces instruments ne soit plus a démontrer, leur résolution en masse
conditionne la nature des informations structurales extraites de 1’interprétation des spectres.
Cette grandeur traduit la capacité d’un analyseur de masse a séparer deux ions ayant une faible
différence de masse, et peut étre définie comme le rapport entre la valeur m/z d’un ion et la

largeur de son pic mesurée a 50% d’intensité (« full width at half maximum » ou FWHM), [42]

(Fig.2).
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Figure 2 : Détermination de la résolution a mi-hauteur (Rsg, ou R) d’un analyseur de masse, d’aprés [20].

*

%« De quelle résolution en masse a-t-on besoin en MS native ? »

La réponse a cette question varie selon la problématique scientifique posée, et dépend a priori
de la résolution instrumentale a mi-hauteur (Rsoy, ou simplement R dans les chapitres suivants)

de I’analyseur. Cette derniére doit étre suffisament importante pour permettre:

» Une séparation des différents états de charge d’une espéce [39], indispensable a sa mesure

de masse expérimentale (Fig.3a,b).
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» Une séparation entre deux espéces de masse proche, recherchée [43] (Fig.3c,d): de
quelques dizaines de Daltons (modifications post-traductionnelles covalentes, fixation non-
covalente de petites molécules) a plusieurs milliers de Daltons (état oligomérique d’une

protéine).

Il est d’ailleurs nécessaire de rappeller que la différence de masse minimale pouvant étre
mesurée ne dépend pas que de la résolution R de 1’analyseur, mais également de la distribution
isotopique intrinséque des especes étudiées [44]. Ainsi, la séparation a mi-hauteur de 2 especes
en mélange, séparées par une différence de masse inférieure a leur largeur isotopique a mi-
hauteur, ne pourra étre atteinte, quelle que soit la résolution instrumentale (Fig.3e,f, tracé noir).
La prise en compte de cette limitation permet ainsi de prédire la capacité de séparation en
masse entre 2 espéces (ici entre les états de charge 26" d’un anticorps nu et associé & un adduit

NH," ou Na") par simulation de leur distribution isotopique.

2 27 9 ? 5
O R + O O R W Résolution non P T
50 : £ [Pyss0]
isotopique o NI
o - o R =3000 [P1sso + NH,]
= = o [P35, + NaJ**
g Lz g Somme

m/z m/z 5769 5770 5771 miz 5772 5773

far]

d) 507 507
R & Résolution isotopique
R = 500000

[Piaso I
[P + NH, 5
[Py35 + Na]*

Somme

Intensité

Intensité
Intensité

m/z 5769 5770 5771 m/iz 5772 5773

Figure 3 : Objectifs et limites de résolution (R) en MS native. (a-b) Représentation du spectre de masse natif d’une protéine ()
non résolu (a) et résolu (b) pour ses différents états de charge (52 a 48"). (c-d) Représentation de 1’état de charge 50" de cette
méme protéine non résolu (c) et résolu (d) pour ses formes apo (O) et holo ((9). (e-f) Simulation du signal MS associé aux ions
26" d’une protéine modéle de 150 kDa nue (vert, 1350 résidus aléatoires) et complexée 4 un adduit NH," (+18 Da, orange) ou
Na® (+ 23 Da, rouge), d’aprés [43]. La simulation de ces profils est réalisée a partir du logiciel MassLynx 4.1, en considérant
une résolution instrumentale non isotopique (e¢) ou isotopique (f). La largeur de chaque distribution refléte la distribution
isotopique de ces especes. Quelle que soit la résolution instrumentale considérée, la somme de ces 3 signaux (noir) ne permet

pas leur séparation en masse.

La résolution nominale théorique (Ryom) des analyseurs Q-TOF a profité¢ des développements
techniques présentés en figure 1. La commercialisation des instruments Synapt G1 (2006) puis
Synapt G2 (2009) par Waters, équipés d’une cellule de mobilité ionique (présentée en partie 3),

a notamment permis 1’introduction d’analyseurs TOF plus résolutifs [45, 46]. Selon son mode
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de fonctionnement (détaillé en partie 3), le Synapt G2 permet d’accéder a une résolution
théorique Ryom de 10000 en MS native, tout en conservant une sensibilité suffisante. Cette

derniére, supposée constante sur ce type d’analyseur [43, 47], devrait concrétement permettre:

»  Une résolution a mi-hauteur des états de charge de protéines supérieures a 500 MDa [43].
» Une résolution a la ligne de base des glycoformes (+ 162 Da) d’un anticorps (= 150 kDa)
[48].

En pratique, ces limites de résolution sont atteintes bien avant [39, 49], la résolution effective
expérimentale (Refr) diminuant en fonction du rapport m/z. Afin d’illustrer ce phénomene, une
comparaison des profils expérimentaux et simulés sur 1’état de charge 71" du complexe GroEL
(= 800 kDa) a été rapportée par le groupe de Heck (Fig.4) [43]. Les spectres simulés a partir de
résolutions nominales croissantes (5000 < Rpom < 40000) épousent progressivement le signal
déduit de la distribution isotopique de cette espéce (Ryom = 14100). Néanmoins, le signal
expérimental mesuré sur un instrument Q-TOF de Ry,m €égale a 5000 (cyan), s’écarte de celui
simulé a la méme résolution (rouge) et ne présente qu’une résolution expérimentale Res de

1300.

Enveloppe isotopique (R, = 14100)

1.0 4 (GroEL) 71+
i . Simulation 1 (R, = 5000)

?é Simulation 2 (R, = 10000)
E
3
5 05
2 Simulation 4 (R, = 40000)
g
= QTOF (R.%=1300)

0.0 —

T I T T T T T T
11276 11278 11280 11282 11284 11286 11288 11290 m/z

Figure 4 : Comparaison des spectres de masse natifs expérimentaux et simulés a I’état de charge 71" du complexe GroEL,
d’apres [43]. Malgré une résolution nominale (Ryo) de 5000, I’instrument Q-TOF utilisé présente une résolution expérimentale
Regrde 1300 a m/z 11 280. La comparaison des profils expérimentaux (cyan) et simulés a la méme résolution nominale (rouge)

souligne un élargissement et décalage du signal expérimental vers de plus hauts rapports m/z.

L’¢largissement expérimental des signaux et leur décalage vers de plus hauts rapports m/z
restreignent considérablement la justesse de masse (différence entre la masse théorique et
mesurée) et la résolution accessible sur des complexes de masse et hétérogénéité croissantes [9,
38]. Ces observations sont en partie attribuées a une désolvatation incompléete des ions et a la

persistance de molécules de solvant ou d’ions tampons, accentuées sur des édifices de hauts
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poids moléculaires [50, 51]. Afin de contourner ces écueils, certaines stratégies ont été

développées, parmi lesquelles :

» L’utilisation de tampons non dénaturants plus volatils, tels que le diacétate éthyléne

diammonium (EDDA) [52].

» Une optimisation des conditions de désolvatation [53] voire de dissociation des complexes
en phase gazeuse, étudiés a travers de plus petites sous-unités mieux désolvatées et

résolues (approches « Top-Down ») [35].

» Une optimisation de D’interprétation des spectres, a partir d’algorithmes améliorant
I’assignation des états de charge [54, 55] ou prédisant I’excés de masse associé a la

persistance d’adduits [56].

3. Objectifs.

Le développement récent (2012) d’un instrument de MS native de haute résolution a analyseur
Orbitrap, dédi¢ a 1’étude de complexes non-covalents de hauts poids moléculaires, constitue
une alternative aux spectrometres de masse Q-TOF jusqu’alors explorés et a leurs limitations
[57]. La contribution du laboratoire a I’évaluation de cette nouvelle interface (Orbitrap
Exactive Plus EMR, Thermo Fisher Scientific), acquise au cours de ma thése en 2014, m’a
permis d’évaluer 1’apport de la haute résolution en MS native. L’objectif de ces travaux se

décline en 2 parties, consacrées a:

» L’évaluation des paramétres instrumentaux pour le développement de méthodes sensibles,
résolutives et quantitatives, adaptés a 1’¢tude de complexes non-covalents. Ces
optimisations sont réalisées a partir de protéines modeles, utilisées pour 1’évaluation des

différents instruments Q-TOFs du laboratoire, dont le Synapt G2 HDMS (Waters).

» L’application de ces développements méthodologiques a 1’étude d’anticorps thérapeutiques
et de leurs immunoconjugués, dont I’hétérogénéité (modifications post-traductionnelles,
profil de distribution en agents conjugués), indissociable de leur fonction, complexifie la

caractérisation par MS native.
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Chapitre 1 : Développement de méthodes

instrumentales en MS native a haute réesolution.

L’utilisation de ce nouvel instrument a 1’étude de complexes non-covalents de hauts poids

moléculaires par MS native, implique certains prérequis d’ordre technique :

» La transmission des ions au sein de I’interface doit étre compatible avec le maintien des

interactions non-covalentes de stabilité variable en phase gazeuse.

» La détection de complexes de hauts poids moléculaires nécessite une capacité de

transmission des ions de hauts rapports m/z.

> L’identification de faibles différences de masse sur de tels édifices et la caractérisation de

mélanges hétérogenes nécessitent une résolution expérimentale importante.

Dans ce contexte, une évaluation rigoureuse de I’influence des paramétres instrumentaux
(choix de la résolution nominale, optimisation des tensions d’accélération et pressions en gaz)
sur ces 3 conditions est ici rapportée a travers 1’étude de protéines modeles. L’analyse
concomitante de ces différents systémes non-covalents sur un instrument de type Q-TOF
(Synapt G2 HDMS) permet une comparaison des performances de 1’Orbitrap Exactive Plus

EMR, dont le fonctionnement est présenté au sein de ce chapitre.
1. Présentation de I’instrument Orbitrap Exactive Plus EMR (Thermo Fisher Scientific).

L’Orbitrap Exactive Plus EMR est un spectrométre de masse a analyseur Orbitrap,
commercialisé¢ depuis 2013 par Thermo Fisher Scientific et dédi¢ a 1’é¢tude de complexes
supramoléculaires (Fig.5). L’introduction de cette technologie de haute résolution en MS
native, a été rendue possible grace a certaines modifications instrumentales du mod¢le Orbitrap

Exactive Plus [57, 58]:

» Extension de la gamme m/z analysable jusqu’a 20000 Th, par modification du logiciel de
contrdle (mode « Extended Mass Range » ou EMR).

» Optimisation de la transmission des ions de hauts rapports m/z, par augmentation des

tensions radiofréquences (RF) appliquées sur I’ensemble des multipdles.
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» Modification de la cellule HCD (augmentation des énergies de collision et pressions en gaz

applicables), favorisant la thermalisation, focalisation et désolvatation des ions piégés.

» Ajustement manuel des tensions d’accélération appliquées sur les flatapdles, permettant

d’affiner la transmission des ions en fonction de leurs rapports m/z.

Pressionen
gaz HCD

Cellule HCD C-Trap Octopéle de transfert

103 mbar

( — Bent flatapdle

104 mbar

— | ——— Inter-flatapdle
’ ] | |

; [ Injection flatapole
A | .
Energie de Exit S-lens

collision HCD (CE) T — b= —
— S-lens
/ \
V.\ Analyseur Capillaire de transfert
: — Orbitrap
10-9mbar T P v

1013 mbar
b
Pression en mode MS

:'
Puce ___, — — |
microfluidique ‘ .

SOURCE nanoESI
automatisée

Energie de collision
en source (CID)

Pression en mode MS native

Figure 5 : Représentation schématique du spectromeétre de masse Orbitrap Exactive Plus EMR (Thermo Fisher Scientific).

Cet instrument se compose de 5 parties, dont les pressions sont régulées a 1’aide d’une pompe

primaire et de 2 pompes turbomoléculaires:

» La région « S-Lens », connectée au capillaire de transfert, constitue le point d’entrée des
ions dans I’instrument. Ces derniers, ici générés a pression atmosphérique par une source
nanoESI automatisée (Nanomate, Advion), sont aspirés axialement au sein du capillaire de
transfert chauffé (250°C) a I’aide d’un gradient de pression décroissant. Le bloc S-Lens,
constitué de lentilles annulaires progressivement espacées, s’assimile a un guide d’ion (SRIG).
L’application d’une radiofréquence (RF), d’amplitude croissante et en opposition de phase
entre chaque électrode, permet de focaliser et transmettre les ions jusqu’au flatapdle d’injection
a travers une lentille annulaire de sortie (« Exit S-Lens ») [59]. Lors de ce déplacement, les ions
poursuivent leur désolvatation par collision avec des molécules de gaz résiduelles. Bien que la
pression dans ce compartiment ne puisse étre régulée (= 2mbar), la différence de potentiel DC
appliquée entre le bloc S-Lens et la lentille Exit S-Lens (énergie de collision en source ou CID)

permet néanmoins de contrdler I’accélération des ions entre 2 chocs consécutifs.
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» La région « lon Optics », constituée des flatapoles « injection », « inter », « bent » et d’un
octopOle de transfert, assure la focalisation et transmission des ions jusqu’a la trappe linéaire
« C-Trap ». Les 3 flatapdles, isolés du bloc S-Lens et de I’octopole, matérialisent une zone de
plus faible pression. L’injection flatapdle, constitué¢ de 4 barreaux plats soumis a un potentiel
RF, focalise les ions en son axe. La superposition d’un potentiel DC ajustable, entre ce
flatapdle et la lentille de sortie S-Lens, permet de controler 1’énergie cinétique des ions lors de
leur progression. De fagon similaire, I’ajustement du potentiel DC s’exercant entre ’injection et
I’inter-flatap6le permet aux ions de franchir ce dernier, assimilable a une lentille annulaire
plate. Le bent flatapole, formé de 4 barreaux plats, focalise et transmet les ions en direction de
I’octopdle de transfert. Sa courbure a 90° favorise 1’élimination des particules neutres et
gouttelettes de solvant aspirées. A nouveau, une superposition d’un potentiel RF et DC y est
appliquée, I’optimisation de ce dernier (DC) impactant particuliérement la gamme de m/z
transmise. L’injection contrdlée de ces ions sur la C-Trap s’achéve via I’octopdle de transfert,
fonctionnant en mode « RF-only » a une pression comprise entre 10™* et 10 mbar, selon la

pression délivrée en cellules HCD et C-Trap [57].

» La trappe linéaire « C-Trap » et la cellule de collision « HCD » (High energy Collision
Dissociation) fonctionnent de fagcon synchronisée et assurent le piégeage, la thermalisation et la
fin de la désolvatation des ions injectés [58]. Non isolée de la cellule HCD, la C-Trap est
approvisionnée en gaz depuis cette derniére (généralement de ’azote). La collision des ions
incidents contre ces molécules permet de dissiper leur énergie cinétique (thermalisation), tandis
qu’un potentiel RF les confine au centre de la C-Trap. Une différence de potentiel DC entre la
C-Trap et la cellule HCD permet leur extraction rapide vers la cellule de collision. La nature
(azote, xénon) et pression en gaz appliquées en cellule HCD modulent le libre parcours moyen
des ions ainsi stockés et focalisés, permettant la poursuite de leur désolvatation. L’optimisation
du gradient de potentiel appliqué entre 1’entrée et la sortie de cette cellule HCD (énergie de
collision HCD ou CE) permet de contréler 1’accélération de ces ions entre 2 collisions.
L’inversion du potentiel DC entre la cellule HCD et la C-Trap permet un renvoi des ions sur la
C-Trap, assurant leur extraction orthogonale vers I’analyseur de masse Orbitrap. Il est
important de signaler que la pression en gaz de la cellule HCD ne peut étre directement
mesurée, bien que son effet soit répercuté a travers la pression « UHV » mesurée sur

1’analyseur Orbitrap (10" & 10" mbar).

» L’analyseur de masse « m/z» Orbitrap se compose d’une électrode centrale de forme

fuselée, encapsulée par 2 électrodes externes jouant le role de détecteur [60, 61]. L’attraction
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¢lectrostatique des paquets d’ion envoyés vers 1’électrode centrale est compensée par leur force
centrifuge, a 1’origine de leur oscillation harmonique suivant I’axe de cette électrode. Ces

oscillations axiales s’effectuent a une fréquence ®» dépendant du rapport m/z de I’ion :

k N .
[1] w= f(w) , OU k est une constante instrumentale
z

L’oscillation simultanée de 1’ensemble des ions génere un courant induit global, mesuré par
chacune des ¢électrodes externes. La déconvolution de ce signal par Transformée de Fourrier
[62] permet de caractériser les fréquences et amplitudes individuelles de chaque onde discréte,
reliées au rapport m/z et a I’intensité des ions correspondants. La résolution de cet analyseur est
proportionnelle au nombre de mesures de la valeur ® par temps de scan. La fréquence de ces
mesures, s’effectuant de part et d’autre de chaque demi-électrode externe, dépend donc de la
fréquence d’oscillation ® méme des ions. Cette derniere diminue pour les ions de rapports m/z
¢levés, oscillant plus lentement et nécessitant une accumulation de signal plus importante. La
relation entre ces grandeurs, décrite par I’équation [1], se traduit donc par une diminution de la
résolution théorique Ryom en fonction de ’augmentation du rapport m/z. Conjointement, la
résolution de I’analyseur Orbitrap augmente en fonction du temps de scan, quel que soit le
rapport m/z. Dans ce contexte, I’Orbitrap Exactive Plus EMR offre la possibilité de travailler a
5 temps de scan différents (32, 64, 128, 256 et 512 ms), associés a des résolutions théoriques
Ruom de 8750, 17500, 35000, 70000 et 140000 a m/z 200. L’équation [2] permet de calculer la

résolution théorique Ryom de n’importe quel rapport m/z, a partir de celle fixée a m/z 200 [47]:

[2] Ryom (x,y) =yX JiE

x correspondant au rapport m/z considéré, et y a la résolution R, fixée a m/z 200 (8750-140000).

2. Influence des parametres instrumentaux sur la résolution expérimentale Regy.

2.1. Choix de la résolution nominale de I’analyseur (Ryom).

La résolution Ry, de 1’analyseur Orbitrap, définie a m/z 200, peut étre ajustée a 5 valeurs
(8750 a 140000) par modulation du temps de scan, soit de la fréquence analytique (24 a 1.3
Hz). Afin d’évaluer I’influence de ce paramétre sur la résolution expérimentale Res d’un signal
protéique (m/z > 200), une analyse de 1’enzyme PDFIB (5uM) a différentes résolutions Ryom
est ici présentée (Fig.6). En conditions natives, cette protéine monomérique fixe un atome de
nickel (PDF1B-Ni), et présente une masse théorique monoisotopique et moyenne de 21919.30

et 21933.6 Da, respectivement. Le calcul de ces masses est ici réalisé a partir de la formule
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Figure 6 : Influence du choix de la résolution R, de I’analyseur sur la résolution expérimentale R La métalloprotéine
PDF1B (5uM) est analysée par MS native (CID, CE = 10eV, injection-inter-bent flatapdles = 8-7-6V, Pygy = 9.2.107'" mbar) a
différentes résolutions R,q,: (a) 8750, (b) 17500, (c) 35000, (d) 70000 et (¢) 140000 (e). L’impact de ce paramétre sur la

résolution expérimentale et I’intensité (S/N, en nombre de coups) du signal 8" est ici représenté.

brute du complexe et d’un logiciel considérant une abondance isotopique définie pour chaque
atome (Data Analysis, Bruker). Le spectre de masse natif généré a la plus faible résolution
(Fig.6a, Ruom = 8750) révéle 3 états de charge (7 a 97). La déconvolution de ces signaux
(Protein Deconvolution 3, Thermo Fisher Scientific) permet une mesure de masse moyenne de
21933.3 £ 0.1 Da, en accord avec la préservation du complexe PDF1B-Ni. Un zoom sur I’état
de charge 8" (m/z = 2742) permet de mesurer la résolution expérimentale (Rs) de ce signal,
¢gale a 2037. Cette valeur, inférieure a celle définie & m/z 200 (Ryom, 8750), illustre la
diminution de résolution théorique de I’analyseur en fonction du rapport m/z. Néanmoins, la
résolution expérimentale ici mesurée s’approche de celle attendue a ce rapport m/z (2363,
d’aprés 1’équation [2]), dénotant une désolvatation optimale des ions. L’analyse de cette
protéine a une résolution Ry, croissante de 17500, 35000 et 70000 (Fig.6b-d), s’accompagne
d’une augmentation progressive de la résolution Res & 1’état de charge 8" (2349, 2623 et 3081,

53



respectivement). A la résolution la plus élevée (Fig.6e, Rypom = 140000), une séparation des
isotopes est atteinte (Resr = 40606), permettant une mesure de masse monoisotopique de
21919.61 £+ 0.04 Da. Bien que la résolution expérimentale R.s soit optimale en présence de
résolutions Ryom €élevées, le gain de résolution obtenu s’effectue au détriment de la sensibilité.
En effet, le rapport signal/bruit (S/N) mesuré a I’état de charge 8" décroit significativement en
fonction de la résolution Ryom, passant de 724 (Fig.6a) a 16 coups (Fig.6e). Cette atténuation du
signal, d’autant plus marquée a haut rapport m/z [63], implique un compromis entre résolution

et sensibilité¢ expérimentale.
2.2. Comparaison instrumentale.

La pertinence des comparaisons instrumentales présentées au sein de ce chapitre nécessite une
analyse simultanée des échantillons dans des conditions expérimentales et instrumentales
comparables. Ainsi, les expériences réalisées sur I’instrument Q-TOF (Synapt G2 HDMS)

s’appuient sur :

» une source d’ionisation nanoESI identique (Nanomate, Advion).
» Le recours a des échantillons, tampons d’analyse et concentrations similaires.

» L’application de méthodes instrumentales optimisées au regard du critére comparé.

Ce dernier point se traduit ici par une analyse de 1’échantillon sur la méme gamme m/z et sur
des temps d’acquisition identiques. Bien que le traitement informatique des spectres MS differe
entre le Synapt G2 (somme des scans TOF) [45] et I’Orbitrap Exactive Plus EMR (moyenne
des scans Orbitrap) [64], la comparaison des performances liées a la sensibilité repose sur
I’exploitation de rapports signaux/bruits, moins sensibles. Par ailleurs, la comparaison des
performances liées a la résolution s’appuie sur le mode sensibilité de I’analyseur TOF, moins
résolutif (Rpom = 10000) que les modes résolution (20000) et haute-résolution (40000) mais

beaucoup plus utilisé et répandu en MS native [65, 66].

Dans ce contexte, la protéine PDFIB-Ni a également été analysée par MS native sur
I’instrument Synapt G2 afin d’en comparer les performances de résolution (Fig.7a). Les
résultats ainsi obtenus sur analyseur Q-TOF démontrent I’absence de résolution isotopique, la
résolution expérimentale Rey mesurée a ’état de charge 8" se limitant a4 1714, et son rapport
signal S/N a 25. A sensibilit¢ similaire (S/N = 16 coups), 1’analyseur Orbitrap peut ici
fonctionner a une résolution maximale (Ryom = 140000) et fournir une résolution isotopique des
états de charge de cette protéine (Fig.7b). Par ailleurs, les erreurs de masse relevées démontrent
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une justesse plus importante sur 1’Orbitrap (14 ppm) que sur le Q-TOF (65 ppm). Ce gain,
davantage marqué sur des complexes de plus hauts poids moléculaires (chapitre 2), ne se limite
pas a des protéines de tailles intermédiaires isotopiquement résolubles (jusqu’a 30-35 kDa

d’apres des travaux internes).

a) & 8+
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Q-TOF (Ryop = 10000)

©
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& Q-TOF 21935+ 1 65
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Orbitrap (Ryem = 140000) SN =16
Masse Erreur
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Figure 7 : Comparaison des performances de résolution en MS native entre analyseurs Q-TOF (Synapt G2 HDMS) et Orbitrap
(Orbitrap Exactive Plus EMR). La métalloprotéine PDF1B-Ni (5uM) est ici analysée en conditions natives (AcNH, 100mM
pH 7.5) sur Synapt G2 (Vc = 40V, Pi = 6 mbar) et Orbitrap Exactive Plus EMR (CID, CE = 10 eV, injection-inter-bent
flatapdles = 8-7-6V, Puyy = 9.2.10""" mbar, Ryom = 140000) durant 1 minute entre 500 et 5000 m/z.

3. Influence des parametres instrumentaux sur la transmission des ions de hauts rapports m/z.

3.1. Optimisation des tensions appliquées sur les flatapoles injection, inter et bent.

Afin de limiter la perte de sensibilité¢ précédemment décrite, I’optimisation de la transmission
des ions est ici rapportée pour des résolutions Rn.m inférieures ou égales a 17500. Dans ce
contexte, 1’iodure de césium Csl (2g/L) est analysé par MS native a différentes tensions de
flatapoles (Fig.8). Ce sel, utilis¢ comme étalon en MS native, présente 1’avantage de
s’assembler sous forme de clusters non-covalents (CsI),Cs'"™ monochargés de masses
hétérogenes, couvrant ainsi une large gamme de m/z [67, 68]. L’application d’une tension de
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8V sur I’ensemble des 3 flatapdles s’accompagne d’une transmission des ions restreinte
(Fig.8a). En effet, les clusters majoritaires (n=6 et 13) sont détectés dans une gamme m/z
comprise entre 1000 et 8000, la transmission des ions n’excédant pas 10000. La diminution des
tensions appliquées sur ces flatapoles favorise néanmoins la transmission des ions de plus hauts
rapports m/z (Fig.8b-c). A une tension de 4V (Fig.8b), un décalage du signal vers des rapports
m/z croissants est observé. Les clusters sont alors détectés dans une gamme m/z de 3000 a
12500, centrée aux alentours de 8000 (n=30). Une tension de 1V (Fig.8c) accentue cette
transmission, permettant la détection de clusters (CsI);sCs'™ majoritaires dans une gamme de
m/z s’étirant de 7000 a 14000. Cependant, la transmission ne semble plus linéaire, les ions de
rapports m/z compris entre 1000 et 7000 disparaissant progressivement des spectres de masse
lors de la diminution des tensions appliquées (Fig.8b-c). Cet effet de filtre, déja rapporté dans la
littérature [57], nécessite un compromis entre transmission optimale et linéaire. Cet
inconvénient peut constituer une limitation a la caractérisation et quantification relative

d’espéces en mélange, se répartissant sur une large gamme de masses et de rapports m/z.

3.2. Comparaison instrumentale.

L’analyse comparative de 1’iodure de césium par MS native sur le Synapt G2 et I’Orbitrap
Exactive Plus EMR permet de comparer la capacité de transmission de ces instruments a hauts
rapports m/z (Fig.9). Le spectre de masse obtenu sur le Q-TOF (Fig.9a) met en évidence une
transmission décroissante des clusters en fonction du rapport m/z, centrée sur un intervalle
[1000-7500] et s’¢tirant jusqu’a 10000 m/z. Ces limites de transmission sont significativement
repoussées sur 1’Orbitrap (Fig.9b), assurant une détection des ions de 7000 jusqu’a 16000 m/z,
centrée sur I’espéce (CsI)3oCs'" (m/z = 10265). Néanmoins, cette optimisation s’accompagne

d’une perte de transmission des ions inférieurs a 7000 m/z, précédemment rapportée.
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Figure 8 : Influence des tensions de flatapoles sur la transmission des ions. L’iodure de césium (Csl, 2g/L), s’assemblant en
clusters monochargés (Csl),Cs'" de masses variables, est ici analysé par MS native (CID = 20eV, CE = 100eV, Pypy=1.1.10"
mbar, Ry, = 17500) a différents couples de tension injection-inter-bent flatapdle : (a) 8-8-8V, (b) 4-4-4V et (c) 1-1-1V.

L’impact de ces paramétres sur la transmission des ions est ici suivi a travers la gamme m/z des ions détectés.
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Figure 9 : Comparaison des performances de transmission en MS native entre analyseurs Q-TOF (Synapt G2 HDMS) et
Orbitrap (Orbitrap Exactive Plus EMR). Les clusters de Csl (2g/L) sont ici analysés en conditions natives a) sur Synapt G2 (V¢
=200V, Pi =7 mbar) et b) Orbitrap Exactive Plus EMR (CID = 20eV, CE = 100 eV, injection-inter-bent flatapoles = 1-0.5-2V,

Punv = 1.1.10° mbar, R,gn = 17500) durant 2 minutes entre 1000 et 20000 m/z.
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Cette capacité de transmission s’applique également aux especes protéiques multichargées de
hauts poids moléculaires, comme en témoigne 1’analyse comparative du tétradécameére non-
covalent GroEL (Fig.10). La détection du complexe sur le Synapt G2 (Fig.10a, 802281 + 61Da)
et sur ’Orbitrap Exactive Plus EMR (Fig.10b, 802114 + 62 Da) confirme la préservation de cet
assemblage non-covalent sur 1’Orbitrap. Bien que la faible résolution Rpom (8750) fixée sur
1’Orbitrap limite la résolution expérimentale mesurée a ’état de charge 68" (Rer de 563 sur
I’Orbitrap, 502 sur le Q-TOF), cette derniére permet de disposer d’un rapport S/N 300 fois plus
important sur les états de charge majoritaires (S/N de 1450 coups sur 1’Orbitrap, 4 coups sur le

Q-TOF) et d’une résolution a la ligne de base de ces signaux.
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Figure 10 : Comparaison des performances de transmission en MS native entre analyseurs Q-TOF (Synapt G2 HDMS) et
Orbitrap (Orbitrap Exactive Plus EMR). Le tétradécamere GroEL (SpM, AcNH, 200mM pH 6.9) est ici analysé sur a) Synapt
G2 (Ve =200V, Pi =7 mbar) et b) Orbitrap Exactive Plus EMR (CID = 25eV, CE = 100 eV, injection-inter-bent flatapéles = 4-
4-4V, Pyyy = 1.0.10” mbar, R, = 8750) durant 1 minute entre 1000 et 20000 m/z.

En I’absence de complexes protéiques commerciaux de plus hauts poids moléculaires, une
analyse « Top-Down Native MS» du 14-mer GroEL partiellement dissoci¢ en phase gazeuse
(CID) est réalisée, permettant de comparer les performances de transmission instrumentale au-
dela de la gamme de m/z présentée (Fig.11). En effet, la dissociation de complexes non-
covalents induite par collision avec des molécules de gaz (CID) s’effectue principalement de

facon asymétrique [69-71]. La faible quantité d’énergie interne accumulée par les ions a I’issue
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de chaque collision favorise, selon la charge et la flexibilité conformationnelle de ces derniers,
le déploiement progressif de I'une des sous-unités, s’accompagnant d’une redistribution de la
densité de charge et du relargage de cette particule. Ce mécanisme permet ici de dissocier le
tétradécamere GroEL en un monomeére déstructuré trés chargé et un complexe 13-mer de plus
faible densité de charge, fournissant un signal MS dans une gamme de m/z plus ¢élevée [72].
Une comparaison de la transmission de ce signal sur le Synapt G2 (Fig.11a) et I’Orbitrap
Exactive Plus EMR (Fig.11b) est ici présentée. L’identification du complexe (GroEL);; a
travers 2 distributions de charge différentes sur chaque instrument (27 4 42" sur le Q-TOF, 32 a
48" sur I’Orbitrap), limite une comparaison rigoureuse des rapports S/N mesurés. Cette
observation pourrait s’expliquer par une différence d’énergie interne accumulée au sein de ces
interfaces (tensions d’accélération, nature et pression des gaz de collision différentes),
disposant ainsi d’une efficacit¢ de dissociation CID potentiellement distincte. Bien que
I’intensité des signaux (GroEL);; ne puisse ainsi étre comparée, la détection aisée de cette
espéce majoritaire, entre 15000 et 22000 Th (S/N de 995 coups, a 1’état de charge 42") sur
I’Orbitrap, confirme la capacit¢ de transmission des ions de hauts rapports m/z de cet
instrument. Par ailleurs, I’absence de signal dans une gamme de m/z inférieure (1000-5000), ne

permet pas de détecter le monomere dissocié, en accord avec une transmission non linéaire.
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Figure 11 : Comparaison des performances de transmission en MS native entre analyseurs Q-TOF (Synapt G2 HDMS) et
Orbitrap (Orbitrap Exactive Plus EMR). Le 14-mer GroEL (5uM, AcNH, 200mM pH 6.9) est ici analysé aprés dissociation par
collision en phase gazeuse (CID) sur a) Synapt G2 (Ve =200V, Pi = 7 mbar) et b) Orbitrap Exactive Plus EMR (CID = 25¢eV,
CE = 150 eV, injection-inter-bent flatapdles = 4-4-4V, Pyyy = 1.1.10”° mbar, Ry = 8750) durant 1 minute (1000 - 28000 m/z).
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Pour conclure ces comparaisons et mieux évaluer I’impact d’une transmission non linéaire, une
analyse comparative de 1’albumine humaine (HSA) est ici présentée (Fig.12). Cette protéine
monomeérique de 66 kDa, porteuse de nombreuses modifications post-traductionnelles, peut étre
retrouvée sous forme de dimeéres et trimeres en fonction de son état d’agrégation [73, 74].
L’analyse de cette protéine (SuM de monomere) par MS native sur le Q-TOF (Fig.12a) permet
de mettre en évidence une distribution en oligomeres de HSA. La protéine est majoritairement
détectée sous forme de monomeéres (66626 = 18 Da), et dans de moindres proportions, sous
forme dimérique (133230 £ 4 Da) et trimérique. Une quantification relative de 1’intensité de ces
signaux permet d’estimer la proportion P en monomeres (87 £ 1%), dimeres (11 + 1%) et
trimeres (2 = 0 %) du mélange. L’analyse de ce méme échantillon sur 1’Orbitrap (Fig.12b) ne
permet plus qu’une détection majoritaire du monomere (66561 + 3 Da, P > 99%), malgré une
optimisation de la transmission sur I’ensemble de la gamme m/z étudiée. Ces résultats illustrent
la transmission non linéaire des ions sur I’Orbitrap en fonction de leurs rapports m/z et de la
méthode instrumentale appliquée. L’optimisation de la transmission des ions ne semble
applicable que sur une fenétre m/z restreinte, et doit étre prise en compte lors de I’analyse

qualitative et quantitative de mélanges a larges distributions de m/z.
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Figure 12 : Influence de la transmission des ions sur la nature et proportion relative des espéces détectées. La protéine HSA
(5uM monomere), présente sous différents états oligomériques, est ici analysée en conditions natives (AcNH4 200mM pH 7.0)
sur a) Synapt G2 (V¢ = 120V, Pi = 7 mbar) et b) Orbitrap Exactive Plus EMR (CID = 50¢V, CE = 10 eV, injection-inter-bent
flatapdles = 8-7-6V, Pypy = 1.0.10°° mbar, Ryon = 8750) durant 2 minutes entre 1000 et 10000 m/z. La quantification relative

des signaux associés a chaque oligomére permet une comparaison des proportions relatives obtenues entre chaque instrument.
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4. Influence des parameétres instrumentaux sur le maintien de complexes non-covalents.

4.1. Optimisation des énergies de collision en source (CID) et en cellule HCD (CE).

La détection de systémes non-covalents sur 1I’Orbitrap dépend de la stabilité¢ des complexes en
phase gazeuse et de leur thermalisation au sein de l’instrument [57, 66]. Cette derniére
condition nécessite de contrdler I’énergie interne des ions lors de leurs collisions avec des

molécules de gaz, survenant principalement dans les cellules S-Lens et HCD (Fig.5).

Dans ce contexte, I’influence des énergies de collision CID et CE appliquées dans ces régions
est évaluée a travers 1’¢tude d’un complexe non-covalent labile, constitué¢ de la métalloprotéine
PDF1B-Ni (nommée simplement PDF1B) et de son ligand actinonine (Fig.13-14). Le complexe
PDF1B-actinonine formé par titrage de I’enzyme (5uM) en présence de 2 exces de ligand
(10uM) est tout d’abord analysé par MS native a différentes énergies de collision CID (Fig.13).
Le spectre de masse obtenu a énergie de collision nulle (Fig.13a) permet la détection d’une
espece de 22318.0 = 0.2 Da, en accord avec la préservation du complexe holo PDFIB-
actinonine (masse moyenne théorique: 22319.1 Da). L’augmentation de I’énergie CID a 24eV
(Fig.13b) s’accompagne de 1’apparition d’une nouvelle espece, dont la différence de masse
mesurée (-385.3 Da) correspond a la dissociation du ligand actinonine (masse moyenne
théorique : 385.5 Da). Cette dissociation du complexe est d’autant plus marquée a une énergie
de 48eV (Fig.13c), I’espéce PDFIB apo devenant majoritaire sur 1’ensemble des états de
charge détectés (7" & 10). Par analogie, ce méme complexe est analysé par MS native &
différentes énergies de collision CE (Fig.14). Le recours a une énergie de collision CE nulle
(Fig.14a) permet la préservation du complexe PDFI1B-actinonine. A nouveau, une
augmentation progressive de I’énergie de collision CE a 12eV, puis 24eV (Fig.14b-c) se traduit

par la dissociation du complexe en phase gazeuse.

En conclusion, 1’accélération des ions entre 2 collisions successives peut étre controlée dans le
bloc S-Lens et dans la cellule HCD par ajustement des énergies de collision CID et CE. Bien
que le libre parcours moyen des ions ne puisse €tre optimisé dans le bloc S-Lens (pression non
ajustable, proche de 2 mbar), le recours a une énergie de collision CID nulle suffit ici a
minimiser [’énergie interne des ions et maintenir le complexe PDF1B-actinonine.
Conjointement a I’optimisation de 1’énergie de collision CE, la régulation de la pression en
azote dans la cellule HCD permet de moduler le libre parcours moyen des ions, soit leur
accélération entre chaque choc (données non présentées). L’optimisation fine de ces 3
parametres sur cet instrument, doit permettre un compromis entre désolvatation optimale et

maintien des complexes non-covalents.
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Figure 13 : Influence de 1’énergie de collision CID appliquée dans le bloc S-Lens sur la préservation de complexes non-

covalents. Le complexe formé entre la protéine PDFIB (5uM) et son ligand actinonine (10uM) est ici analysé par MS native

(CE =0eV, Pygy=1.5. 10" mbar, R, = 8750) a différentes énergies de collision CID : a) 0 eV, b) 24 eV etc) 48 eV.
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Figure 14 : Influence de I’énergie de collision CE appliquée dans la cellule HCD sur la préservation de complexes non-
covalents. Le complexe formé entre la protéine PDFIB (5uM) et son ligand actinonine (10uM) est ici analysé par MS native

(CID = 0eV, Pypy= 1.5.10"" mbar, R,y = 8750) a différentes énergies de collision CE : a) 0 eV, b) 12 eV etc) 24 eV.
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4.2. Comparaison instrumentale.

Afin d’évaluer le degré de préservation de tels complexes sur cet instrument, une analyse de
I’échantillon PDF1B-actinonine par MS native est réalisée sur I’instrument Synapt G2 HDMS
(Fig.15). Les méthodes instrumentales appliquées sur chaque interface sont optimisées de
maniére a préserver au maximum les complexes protéine-ligand. Ce critére est ici évalué par
une quantification relative de la proportion de complexe PDF1B-actinonine détectée sur le Q-
TOF (Fig.15a) et I’Orbitrap (Fig.15b). La détection d’une proportion de complexe similaire
entre le Synapt G2 (97%) et I’Orbitrap Exactive Plus EMR (98%) permet ici de confirmer la

relative « douceur » instrumentale de ce dernier.
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Figure 15 : Comparaison de la capacité de préservation de complexes non-covalents en MS native entre les instruments Synapt
G2 et Orbitrap Exactive Plus EMR. Le complexe formé entre la protéine PDF1B (5uM) et son ligand actinonine (10uM) est
analysé en conditions natives (AcNH4 100mM pH 7.5) sur a) Synapt G2 (V¢ =40V, Pi = 6.5mbar) et b) Orbitrap Exactive Plus
EMR (CID, CE = 0 eV, injection-inter-bent flatapoles = 8-6-7V, Pygy = 9.2.10" % mbar, R,y = 8750) durant 1 minute entre 500

et 5000 m/z. Une quantification relative de la proportion d’espéces apo / holo (intensité des signaux 7" a 10") est ici présentée.

5. Conclusions.

L’évaluation des performances de 1’Orbitrap Exactive Plus EMR ici réalisée, permet de
conclure que I’Orbitrap dispose des conditions nécessaires a 1’étude de complexes non-

covalents de hauts poids moléculaires, listées au début de ce chapitre:

» La capacité de préservation de systémes non-covalents arborant diverses stabilités en phase
gazeuse (protéine, ligand, métaux) élargit le domaine d’application de cet instrument en
MS native. Néanmoins, 1’incapacité de régulation de la pression dans le bloc S-Lens
semble constituer une limite a la détection de systémes non-covalents plus labiles, tels que
les complexes récepteurs nucléaires:lipides (« Liver Receptor Homolog-1 », LRH-1 et
« RAR-Related Orphan Receptor B », RORP) principalement maintenus par effet

hydrophobe (Debaene F., communication personnelle).
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» La capacité de transmission accrue de cette interface facilite 1’étude de complexes de hauts
poids moléculaires, associés a des rapports m/z élevés. Néanmoins, la transmission non
linéaire des ions semble limiter I’application de cet outil a la quantification relative

d’especes a large distribution de m/z (oligomeéres, mélanges hétérogeénes).

» Le gain de résolution apporté par cet instrument accroit le pouvoir résolutif dans la
dimension m/z et permet une mesure de masse plus juste et fidéle (minimisation des
erreurs de masse). Néanmoins, les limites de ce gain sont conditionnées par 1’intensité du

signal, ’augmentation de la résolution s’effectuant au détriment de la sensibilité.

Les développements méthodologiques présentés ont ainsi pu étre appliqués a la caractérisation
d’agents thérapeutiques complexes et hétérogénes, dont 1’analyse par MS native demeure

cruciale et délicate : les anticorps monoclonaux et leurs immunoconjugués.
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Chapitre 2 : Application a [’étude des anticorps

monoclonaux et des immunoconjugues.

1. Contexte de 1’étude.

Depuis leur introduction clinique en 1986, les anticorps monoclonaux (mAbs) constituent la
premicre classe d’agents thérapeutiques chez I’Homme [75, 76]. Parmi les 57 molécules
approuvées a ce jour par les autorités américaines et européennes, plus de 80% sont destinées
aux domaines de 1’oncologie et de I’auto-immunité [77-79]. Ces protéines de 150 kDa,
constituées de 2 chaines lourdes (50 kDa) et 1égeres (25 kDa) identiques reliées entre elles par
des ponts disulfures et des interactions non-covalentes, assurent la reconnaissance et
I’¢limination in vivo d’antigénes par le systétme immunitaire [80, 81]. Leurs propriétés
biochimiques (spécificité, affinité d’interaction) et cytotoxiques (induction de 1’apoptose,
phagocytose et lyse cellulaire) ont été exploitées par 1’industrie pharmaceutique, permettant
I’¢laboration d’anticorps a facon dirigés contre de nombreuses cibles thérapeutiques, dont les
cellules tumorales [82-84]. Ces fonctions, portées par les parties variables (CDR) et constantes
(Fc) de D’anticorps, s’aveérent néanmoins sensibles a la nature des modifications post-
traductionnelles (PTMs) du mAb [85] (Fig.16a). Cette microhétérogénéité est ici illustrée sur le
mAb commercial trastuzumab (Herceptin'™, Genentech), indiqué dans le traitement du cancer
du sein [86, 87]. La modification spontanée ou enzymatique de certains résidus par oxydation
(M, +16 Da), cyclisation (E, -18 Da), déamidation (N, +1 Da), clivage (K, -128Da), pontage
disulfure (C-C, -2 Da) ou glycosylation (N, + 1241 a 1769 Da selon la ramification)
s’accompagne d’une déclinaison de I’anticorps en de nombreux variants, dont I’efficacité
clinique peut étre différente [88, 89]. Cette hétérogénéité, variable selon le systéme
d’expression recombinant employé [90, 91] nécessite une caractérisation fine de la nature et

distribution de ces espéces.

Plus récemment, ce degré de complexité s’est accentu¢ par I’administration synergique de
cocktails d’anticorps [92], et I’émergence d’immunoconjugués (« Antibody-Drug Conjugates »
ou ADCs) [93]. Ces derniers sont générés par couplage chimique de drogues a la surface d’un
anticorps monoclonal internalisable, permettant d’accroitre considérablement [’effet
thérapeutique. Dans ce contexte, la spécificité de I’anticorps est utilisée pour acheminer la
drogue, inactive sous forme conjuguée, jusqu’a la cellule cible [94]. La formation du complexe
immun et I’internalisation de I’ADC précede le relargage de 1’agent cytotoxique dans le milieu
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intracellulaire, contribuant a la mort de la cellule [95]. Le recours a un agent bifonctionnel
(linker) permet le couplage spécifique entre les chaines latérales des résidus ciblés (cystéines :
ADC Cys, lysines : ADC Lys, ou acides aminés non naturels) et la drogue [96-98]. L’efficacité
des anticorps ainsi « armés » dépend particulierement du nombre de drogues arrimées a sa
surface, et par suite de la nature et stabilité du linker, des sites de conjugaison accessibles et de
I’efficacité de la réaction de couplage [99-102]. Le contrdle de cette distribution conditionne les
propriétés pharmacocinétiques de I’ADC, un nombre moyen de drogues par anticorps (« Drug
to Antibody Ratio» ou DAR) trop faible atténuant son efficacité, trop élevé limitant sa
solubilité et accélérant son élimination [103-105]. L hétérogénéité de cette distribution est ici
illustrée sur ’ADC Lys commercial trastuzumab emtansine T-DM1 (Kadcyla™, Genentech),
¢galement indiqué dans le traitement du cancer du sein (Fig.16b). Les fonctions maléimides et
esters portées par le linker SMCC assurent respectivement le chargement de la drogue
mertansine et la conjugaison aux chaines latérales des lysines de 1’anticorps [106]. Cette
réaction de couplage s’accompagne d’une distribution d’anticorps porteurs de 0 a 8 drogues
(« Drug number » ou Dn, avec 0 < n < 8), centrée sur un DAR moyen de 3.5 [107, 108].
L’identification et quantification relative de ces populations en mélange implique le recours a

des méthodes sensibles et résolutives, capables d’évaluer cette hétérogénéité.

a) trastuzumab (mAb) b) trastuzumab emtansine T-DM1 (ADC Lys)
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Figure 16 : Représentation schématique a) d’un anticorps monoclonal (mAb), d’aprés [87] et b) de son immunoconjugué (ADC
Lys). a) L’anticorps thérapeutique trastuzumab présente une microhétérogénéité intrinséque, liée a la présence de nombreuses
modifications post-traductionnelles. b) Sa conjugaison & un composé cytotoxique (mertansine) en présence d’un agent de
couplage ou « linker » (SMCC) ciblant les lysines du mAb (ADC Lys) contribue & 1’accroissement de son hétérogénéité

(nombre, position des drogues couplées).
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Le couplage de différentes techniques séparatives (chromatographie liquide, €électrophorese) et
analytiques (spectrophotométrie, fluorimétrie, spectrométrie de masse) permet d’étudier ces

biomolécules a partir de nombreuses approches orthogonales [109-111] (Tableau 1).

Technique Principe de Niveau de Technique e o
. : . : e X Caractéristiques Inconvénients
séparative séparation caractérisation | analytique
Phase Protéine UV, M8 Caractérisation de la séquence primaire Adsorption (« carry-over »)
inverse Hydrophobicité Peptide UV, MS Identification, localisation, quantification des PTMs Faible rétention des peptides
(RPLC) Glycane MS, LIF (mAb) et des peptides conjugués (ADC) trés hydrophiles
Identification des PTMs affectant 1’hydrophobicité
: (oxydation, isomérisation, clivage de résidus)
lnteraction Compatibilité MS des sels
hydrophobe Hydrophobicité Protéine UV, MS . . R mp i )
° (HIC) Conditions non-dénaturantes: préservation, utilisés en phase mobile
] séparation, quantification des espéces conjuguées Dn et
=2 du DAR moyen d’ADCs non-covalents (Cys)
o
= Imeracnpn T Peptide UV, M§ Identification, localisation, quantification des Marquage fluorescent des
g hydrophile Hydrophilicité lycoformes (nature, isoméres) glycanes extraits
g (HILIC) Glycane MS, LIF &b : &y
g Identification des PTMs a variation de charge Compatibilité MS des sels
= Echange . (cyclisation, déamidation, cystéinylation, clivage) utilisés en phase mobile
@] Charge ou point .
dion isodlectrique Protéine UV, MS
(IEX) q Séparation, quantification des espéces conjuguées Dn Temps d’optimisation et de
& du DAR moyen d’ADCs a chimie de couplage Lys régénération
. Conditions non-dénaturantes: caractérisation Resolution limitée
Exclusion de Rayon

. . Protéine UV, M8 d’agrégats, d’oligomeres, de complexes non-covalents o . .
taille (SEC) hydrodynamique immuns (structures quaternaires) Débit analytique, quantité

injectée
Charge Protéine UV, Ms ) Cal.'acrensarl.on Qe la séquence primaire ) Compatibilité MS des additifs
De zone . Identification, localisation, quantification des PTMs a
& rayon Peptide UV, MS L . e,
(CZE) . variation de charge (cyclisation, déamidation, Marquage fluorescent des
© hydrodynamique Glycane MS, LIF . ) . . )
5 cystéinylation, clivage, glycosylation) glycanes extraits
-% Focalisation Point
ol i . isoélectrique . Identification des PTMs a variation de charge Incompatibilité MS des
% | isoélectrique Protéine UV (MS) o . - . . T
- (cIEF) & rayon (cyclisation, déamidation, cystéinylation, clivage) ampholytes non volatils utilisés
L hydrodynamique
o
g
3 . Identification, quantification des variants de taille
= Protéine uv Lo . o
sur gel Rayon . (substitution, troncation de résidus) e
. Peptide uv o L P Incompatibilité MS
(CGE) hydrodynamique Glycane LIF Identification, localisation, quantification des

glycoformes

Tableau 1: Présentation des principales technologies analytiques appliquées a la caractérisation des anticorps thérapeutiques.

UV : Spectrophotométrie d’absorption ultraviolet-visible, MS : Spectrométrie de masse, LIF : Fluorimétrie par excitation laser.

L’ hétérogénéité des mAbs et ADCs (PTMs, conjugaisons) peut ainsi étre adressée a différents
niveaux de caractérisation (protéine, peptide, glycane). Les propriétés biochimiques des
modifications analysées (charge, taille, hydrophobicité) et [D’application recherchée
(identification, localisation, quantification) conditionnent le choix des techniques de
préfractionnement et de détection utilisées, chacune présentant ses avantages et inconvénients
[111, 112]. Ainsi, bien que la détection UV combinée a différentes techniques séparatives
(HIC, IEX) soit particulierement adaptée a la caractérisation du profil de distribution en
drogues d’ADCs Cys et Lys intacts [113-115], la photosensibilité de certaines drogues, linkers
ainsi que la persistance de drogues fixées non-covalemment, peuvent affecter la quantification

du DAR moyen [103, 104]. De méme, la caractérisation de glycanes par CGE-LIF nécessite un
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marquage fluorescent homogeéne des fractions déglycosylées et le recours a des étalons de

structures connues, pouvant limiter la détection et 1’assignation de ces PTMs [116, 117].

Dans ce contexte, la spectrométrie de masse constitue une alternative analytique a 1’étude de
ces especes ionisables, combinant sensibilité et résolution et ne nécessitant pas de marquage

(Fig.17).
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Figure 17 : Caractérisation multi-niveau des anticorps thérapeutiques par spectrométrie de masse, adaptée de [104].

L’analyse protéomique des peptides (« bottom level ») générés par digestion de 1’anticorps entier
(« top level ») ou de ses fragments (« middle level ») permet une validation de la séquence
primaire ainsi que I’identification, localisation et quantification des modifications post-
traductionnelles et des sites de conjugaison [111, 118-121]. Plus récemment, 1’analyse de ces
protéines intactes par MS native a permis la caractérisation de leurs profils de glycosylation et de
distribution en drogues, ainsi que 1’étude de leurs complexes non-covalents [49, 122-125].
Cependant, I’hétérogénéité cumulée par la présence de modifications post-traductionnelles et de
drogues en mélange, se traduit par des variations de masse comprises entre 0.01 et 5% de la masse
de I’anticorps entier. Cette subtilité constitue un défi analytique en MS native, pouvant limiter
I’interprétation des données [43]. Parmi les stratégies analytiques envisagées [126-129], I’acces a
une résolution expérimentale étendue constitue a ce jour un moyen de contournement de cet écueil

[104, 128, 130-132].
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2.

Objectifs des travaux.

L’objectif de ces travaux se décline en 2 parties, relatives a :

L’évaluation des performances instrumentales de I’Orbitrap Exactive Plus EMR pour
I’analyse de mAbs, ADCs et de leurs complexes par MS native. Cette étude, initiée avant
la commercialisation de 1’instrument (2013), en collaboration avec le constructeur Thermo
Fisher Scientific (Bréme, Allemagne) et 1’équipe du Dr. Alain Beck (Centre

d’Immunologie Pierre Fabre, Saint-Julien-en-Genevois), porte sur :

L’apport de la haute résolution sur la justesse de masse relevée en présence du mAbs

commercial trastuzumab (erreurs de masse, résolutions expérimentales).

La capacité¢ de résolution d’un mélange hétérogéne de 11 mAbs déglycosylés, utilisé

comme mod¢le de cocktail thérapeutique.

La capacité de caractérisation et de quantification des différents Dn associés a un ADC Cys

commercial déglycosylé, le brentuximab vedotin BV (Adcetris"™, Seattle Genetics).

La capacité de préservation et de caractérisation de complexes mAb:antigeéne, formés entre

le mAb déglycosylé J10.4 et son antigéne JAM-A.

L’application de cet outil pour la caractérisation par MS native a haute résolution, d’une
chimie de couplage alternative entre le mAb trastuzumab et sa drogue mertansine,
commercialisés sous forme d’ADC Lys (T-DMI, Fig.16b). Ces travaux, réalisés en
collaboration avec 1’équipe du Dr. Alain Wagner et la sociét¢ Syndivia (Strasbourg,
France), portent sur I’introduction d’un nouvel agent hétéro-bifonctionnel a chimie de
couplage thiol-thiol stable, le MAPN, ciblant les cystéines du mAb. La comparaison des
profils de conjugaison générés a partir du linker MAPN (ADC Cys T-MAPN-DM1) et du
linker de référence SMCC (ADC Lys T-DM1) permet d’évaluer 1’apport de cette nouvelle
chimie de conjugaison sur I’homogénéité des especes Dn générées et sur le DAR moyen

obtenu.
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3. Bilan des résultats.
3.1. Apport de la haute résolution pour la caractérisation de mAbs.

3.1.1. Influence de la résolution nominale Ry sur la justesse de masse mesurée.

L’assignation non équivoque des mAbs et de leur hétérogénéité par MS native implique une
mesure de masse intacte juste (erreur entre la masse théorique attendue et la masse mesurée) et
fideéle (écart-type de la mesure sur les différents états de charge considérés). Afin de réunir ces
conditions, une optimisation de la résolution nominale (Ryom) appliquée sur I’Orbitrap s’avere
nécessaire. L’influence de ce parameétre est illustrée a travers 1’analyse du mAb glycosylé
trastuzumab (5uM) en conditions natives (Fig.18). Les masses mesurées a différentes
résolutions Ryom sur la glycoforme GOF/GOF sont ici comparées a la masse moyenne théorique
attendue pour cette espece (148056.2 Da) et exprimées sous forme d’erreurs. L’application
d’une résolution Ryom croissante de 8750, 17500, 35000 et 70000 (Fig.18a-d) s’accompagne
d’une optimisation progressive de la justesse de masse, I’erreur associée passant de 80 ppm
(Rpom = 8750, Fig.18a) a 6 ppm (Ryom = 70000, Fig.18d). Quelle que soit la résolution fixée, la
fidélit¢ des mesures de masse apparait optimale et constante, les écarts-types associés
n’excédant pas 1 Da, soit 7 ppm. Ces performances, compatibles avec l’assignation de
nombreuses PTMs sur des espéces pures et homogenes, s’accompagnent néanmoins d’une
dégradation de la sensibilité du signal. Un zoom sur I’état de charge 25" permet de suivre le
rapport S/N de la glycoforme majoritaire G1F/GOF en fonction de la résolution Ry (Fig.18a-
d). Bien que la résolution expérimentale Res mesurée sur le signal G1F/GOF 25" (m/z = 5930)
soit ¢élargie en présence de résolutions Ry croissantes (Regrde 1638 et 5895 pour une Ryom de
8750 et 70000, Fig.18a,d), I’intensité de ce signal décroit significativement (S/N de 2749 et 151
coups pour une R, de 8750 et 70000, Fig.18a,d). L’application d’une résolution Ryom
maximale de 140000 (Fig.18e) se traduit par une extinction de ce signal (S/N = 21 coups) et
une perte de sensibilité marquée sur ’ensemble des états de charge du mAb, ne permettant plus
une mesure de masse de ses glycoformes. En conclusion, I’optimisation du parametre Rpom doit
satisfaire un compromis entre pouvoir résolutif (Reg), justesse de masse et sensibilité du signal
mesuré. Cet équilibre, déja rapporté sur certaines protéines modeles (chapitre 1), s’aveére
d’autant plus crucial au sein d’expériences de quantification relative, portant notamment sur les

ADCs (quantification relative des especes conjuguées Dn, calcul du DAR moyen).
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Figure 18 : Influence de la résolution nominale (Ry,m) sur la justesse de masse mesurée par MS native. Les spectres de masse
générés en conditions natives (AcNH,; 150mM pH7.5) a partir du mAb trastuzumab glycosylé (SuM) sur Orbitrap Exactive
Plus EMR (CID = 200eV, CE = 0eV, injection-inter-bent flatapdles = 8-7-6V, Pyyy = 2.4.1071° mbar) sont ici présentés a
différentes résolutions nominales : a) 8750 b) 17500 c) 35000 d) 70000 et e) 140000. Un zoom sur I’état de charge 25" permet
d’évaluer I’effet de ce parameétre sur la résolution effective Rqs et le rapport S/N du signal G1F/GOF majoritaire. La justesse de

masse mesurée sur I’espéce GOF/GOF (masse moyenne théorique : 148056.2 Da) est indiquée sous forme d’erreur.

3.1.2. Comparaison des performances du Synapt G2 et de 1’Orbitrap Exactive Plus EMR.

L’optimisation instrumentale précédemment décrite permet une exploitation optimale du
pouvoir résolutif de I’Orbitrap pour la caractérisation de mAbs, a une résolution Ryom, de 70000.
Afin d’illustrer I’apport de ce nouvel instrument, une comparaison des spectres de masse natifs
obtenus sur le Synapt G2 (Fig.19a) et I’Orbitrap (Fig.19b, Ryom = 70000) a partir du méme

échantillon (mAb trastuzumab glycosylé SuM) est ici présentée.

73



a) GIF/GOF — R_g= 1240

24+
W A 23+ 24+
7 N7
Trastuzumab S5pM \3‘5}; : I
-TOF (R, = 10000) W 22+ G2F/G1F
Q R | Ny GO/GOF
G2F/G2F
Espace Masse Erreur
P Mesurée (Da) | (ppm)
GOF/GOF| 14807215 104
O18680FDE
b) GIF/GOF —» R_4=5895
25+ GOF/GOF
% 7
[H 24+
N #
Trastuzumab 5pM 26+ 24 i

) N
Orbitrap (Room=70000) %7 \»ﬂ;//’*’

G2F/GIF
G2F/G2F

Espace Masse Erreur
P Mesurée (Da) | (ppm)
| GOF/GOF|148057.0+ 1.0 6
Tras_mAB_01_70000-gb I J . 1

4000 5000 6000 7000 m/z

Figure 19 : Apport de la haute résolution pour la caractérisation d’anticorps thérapeutiques (mAbs) par MS native. Les spectres
de masse générés en conditions natives (AcNH4 150mM pH7.5) & partir du mAb trastuzumab glycosylé (5uM) sur les
instruments a) Synapt G2 (Vc = 180V, Pi = 6mbar) et b) Orbitrap Exactive Plus EMR (CID = 200eV, CE = 0eV, injection-
inter-bent flatapdles = 8-7-6V, Pypy = 2.5.10"" mbar, R, = 70000) sont ici présentés. Une résolution a la ligne de base des
glycoformes (GO/GOF a G2F/G2F) ainsi qu’une justesse de masse inférieure & 10 ppm (masse moyenne théorique GOF/GOF :
148056.2 Da) sont obtenues sur 1’Orbitrap.

Un zoom sur I’état de charge 24" du mAb permet une comparaison du profil de glycosylation
obtenu sur chaque instrument. La résolution expérimentale R, mesurée sur le signal 24" de
I’espéce majoritaire G1F/GOF (m/z = 5930) met en évidence un gain de résolution proche d’un
facteur 5 sur I’Orbitrap (Resr de 1240 sur le Q-TOF, 5895 sur 1I’Orbitrap), permettant une
résolution a la ligne de base des glycoformes du mAb. D’autre part, la comparaison des masses
mesurées sur 1’espece GOF/GOF souligne une mesure de masse plus juste et fidele sur
I’Orbitrap (erreur = 6 ppm, écart-type sur la mesure = 1 Da) que sur le Q-TOF (104 ppm et 5
Da, respectivement). Ces performances élargissent le degré de confiance des assignations et

facilitent I’identification de modifications post-traductionnelles plus subtiles sur I’Orbitrap.

Afin de mieux évaluer le potentiel de cet instrument, une analyse comparative par MS native
d’un mélange beaucoup plus complexe, constitué de 11 mAbs déglycosylés (SuM) mimant un

cocktail d’anticorps thérapeutiques [133, 134], est ici réalisée (Fig.20).
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Figure 20 : Apport de la haute résolution pour la caractérisation de mAbs en mélange par MS native. Les spectres de masse
obtenus en conditions natives (AcNH4 150mM pH7.5) en présence d’un mélange de 11 mAbs déglycosylés (5uM) sur les
instruments a) Synapt G2 (Vc = 180V, Pi = 6mbar) et b) Orbitrap Exactive Plus EMR (CID = 100eV, CE = 0eV, injection-
inter-bent flatapoles = 4-4-4V, Pygy = 5.8.10"" mbar, R,y = 70000) sont ici présentés. 10 mAbs sont identifiés sur 1’Orbitrap,
contre 8 sur le Q-TOF, a travers des justesses de masse moyennes de 10 et 66 ppm, respectivement. Les especes R, 10, 9, 4, 3,

6F4,7,5, 1, 6, T correspondent respectivement aux mAbs rituximab, 6F4-2 v10, v9, v4, v3, WT, v7, v5, v1, v6, trastuzumab.

Ces mAbs s’étendent sur une gamme de masses moyennes théoriques restreinte, comprise entre
144186.3 (espeéce R) et 145165.5 Da (espece T). Certains anticorps different par de faibles
différences de masse, comme les especes 9 / 10 (34.2 Da), 6F4 /3 (21.1 Da) et T/ 6 (2 Da). La
comparaison des spectres de masse obtenus sur le Synapt G2 (Fig.20a) et 1’Orbitrap (Fig.20b,
Rpom = 70000) permet de souligner le pouvoir résolutif de 1’Orbitrap. Un zoom sur I’état de
charge 24" de ces espéces met en évidence une identification non ambigué de 10 mAbs sur
I’Orbitrap, contre 8 sur le Q-TOF. La résolution expérimentale Re¢r accrue de I’Orbitrap (Resr
m/z 6009 < 1000 sur le Q-TOF, 5900 sur 1’Orbitrap) permet une identification des especes 9
et 10, 6F4 et 3, confondues sur le Q-TOF. Comme attendu, la différence de masse théorique
entre les especes 6 et T, bien inférieure a la largeur isotopique a mi-hauteur d’un anticorps (=
25 Da, d’apres des simulations internes de distribution isotopique réalisées au laboratoire sur le

logiciel MassLynx, Waters), ne permet pas leur séparation, quels que soit I’instrument utilisé et
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la résolution R.s accessible [43]. Par ailleurs, la comparaison des erreurs de masse mesurées
confirme une justesse de masse plus importante sur 1’Orbitrap (erreur moyenne = 10 ppm) que
sur le Q-TOF (66 ppm). L’apport de la haute résolution s’avére particuliérement adaptée a
I’analyse de tels mélanges par MS native, délivrant une étude approfondie de leur hétérogénéité

et une meilleure justesse de masse.
3.2. Apport de I’Orbitrap Exactive Plus EMR pour la caractérisation d’ADCs Cys.

Les 2 ADCs approuvés a ce jour par les autorités sanitaires, reposent sur une chimie de
couplage différente : I’ADC Lys T-DMI1 s’appuie sur une conjugaison des lysines du mAb
trastuzumab (Fig.16b), I’ADC Cys BV sur une conjugaison des cystéines du mAb brentuximab
(Fig.21). Ce dernier, indiqué dans le traitement de certaines lymphomes, résulte du couplage
entre le mAb brentuximab et la drogue auristatine E a partir du linker valine citrulline [104,
135]. Les fonctions carbonyles et maléimides portées par ce linker assurent respectivement le
chargement de la drogue et la conjugaison aux chaines latérales des cystéines de ’anticorps
[96]. La réduction partielle des 4 ponts disulfures inter-chaines du mAb libére jusqu’a 8
cystéines, dont le couplage s’accompagne d’une distribution d’espéces Dn paires (0 <n < 8),
centrée sur un DAR moyen de 4.0 [132, 136]. Contrairement aux ADCs Lys, la conjugaison
des ADCs Cys par réduction-alkylation conduit a la formation d’espéces Dn non-covalentes,

impliquant certaines précautions instrumentales indispensables a leur détection par MS native.

3.2.1. Influence de 1’énergie de collision en source (CID) sur le profil de distribution de

drogues associ¢ a I’ADC Cys BV.

En plus d’une optimisation de la résolution nominale Ryom, nécessaire a 1’identification non
ambigué et a la quantification relative de I’ensemble des espéces Dn (décrite dans le paragraphe
3.1.1 précédent), la préservation de ces complexes non-covalents en phase gazeuse requiert
certaines considérations instrumentales supplémentaires. Plus particulierement, les énergies de
collision appliquées en source (CID), en cellule HCD (CE), ainsi que la pression en gaz de la
cellule HCD doivent étre optimisées de maniere a limiter la dissociation des espéces Dn non-
covalentes induite par collision avec des molécules de gaz (chapitre 1). Dans ce contexte, une
illustration de I’influence de 1’énergie de collision en source (CID) sur le profil de distribution
en drogues et le DAR moyen de I’ADC Cys BV déglycosylé (S5uM) est ici rapportée (Fig.22,
Ruom = 17500). L’application d’une énergie CID de 40 eV (Fig.22a) permet une détection de
I’ensemble des especes Dn (DO, D2, D4, D6, D8) entre 5500 et 7000 m/z, dans des proportions
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Figure 21 : Représentation schématique de I’ADC Cys brentuximab vedotin (BV). La conjugaison du mAb brentuximab a sa
drogue (auristatine E) s’effectue a partir du linker valine-citrulline, ciblant les cystéines du mAb (ADC Cys). La réduction
partielle des 4 ponts disulfures inter-chaines du mAb, permet la fixation de 0 a 8 drogues par alkylation au linker conjugué.
Cette chimie de couplage contribue ainsi a la formation d’espéces Dn paires, dont la distribution se traduit par un DAR moyen

de 4. Ces espéces Dn peuvent étre de nature non-covalente, en fonction du nombre et de la position des cystéines conjuguées.

(6.3,26.4,37.4,22.0 et 7.9 %) associées a un DAR moyen de 4.0, en accord avec la littérature
[132, 136]. L’augmentation de cette énergie (140 eV, Fig.22b) se traduit par I’apparition de
signaux supplémentaires entre 4000 et 5250 m/z, dont les masses mesurées (75580.8 et 78216.3
Da) correspondent a des demi-anticorps conjugués (DAR4, 6, 8) porteurs de 2 a 4 drogues
(masses moyennes théoriques : 75579.1 et 78214.4 Da). Cette dissociation partielle induit une
distorsion artefactuelle dans la distribution des espéces Dn, la proportion d’especes D8, D6 et
D4 diminuant (-3.5, -3.1 et -1.4 %) au profil des espeéces DO et D2 (+2.3 et +5.8 %). Ces
variations s’accompagnent d’une sous-estimation du DAR moyen, passant de 4.0 a 3.5.
L’optimisation concomitante de ce paramétre, de 1’énergie de collision (CE) et de la pression
appliquée en cellule HCD, limite ainsi I’impact des conditions instrumentales sur la distribution
des populations Dn non-covalentes, permettant une quantification précise et non biaisée du
DAR moyen des ADCs Cys.

La transposition de ces développements méthodologiques a I’étude de complexes non-covalents
mAb:antigéne a par ailleurs permis de confirmer la stcechiométrie d’interaction 1:2 du
complexe immun J10.4:JAM-A par MS native a haute résolution [137], élargissant le domaine

d’application de cet instrument.
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Figure 22 : Influence de I’énergie de collision en source (CID) sur le profil de distribution en drogues et le DAR moyen de
I’ADC Cys BV. Les spectres de masse générés en conditions natives (AcNH, 150mM pH7.5) a partir de I’ADC déglycosylé
(5uM) sur Orbitrap Exactive Plus EMR (CE = 0 eV, injection-inter-bent flatapdles = 8-7-6V, Pypy = 1.2.10”° mbar, Ryom =
17500) sont ici présentés a différentes énergies de collision CID : a) 40 eV b) 140 eV. Un zoom sur les états de charge 25
permet d’évaluer I’effet de ce paramétre sur la distribution d’espéces conjuguées Dn. La quantification relative de ces espéces

(états de charge 21" 4 29") permet une détermination du DAR moyen associé.

3.2.2. Comparaison des performances du Synapt G2 et de 1’Orbitrap Exactive Plus EMR.

Une analyse comparative de 1’échantillon BV déglycosylé (5uM) par MS native sur le Synapt
G2 (Fig.23a) et I’Orbitrap Exactive Plus EMR (Fig.23b, Rpom = 35000) permet d’évaluer
I’apport de cette nouvelle interface pour la caractérisation d’ADCs Cys. Un zoom sur 1’état de
charge 25" des différentes espéces Dn permet de confirmer une différence de résolution
expérimentale R entre les 2 instruments, les signaux apparaissant plus larges et moins résolus
sur le Q-TOF. Néanmoins, cette résolution semble suffisante pour distinguer 1’ensemble des
états de charge associés a chaque espece Dn. Bien que les DARs moyens calculés sur le Synapt
G2 (3.9 £ 0.1) et I’Orbitrap Exactive Plus EMR (4.0 £ 0.1) soient similaires a celui déduit de la

méthode de référence HIC-UV (4.0), I’abondance relative mesurée pour chaque population Dn
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sur ces 2 instruments révele certaines différences. En effet, les proportions d’especes DO, D2,
D4, D6 et D8 mesurées sur I’Orbitrap (6.9, 23.4, 38.6, 23.6 et 7.5 %) se rapprochent davantage
des données HIC-UV (6.1, 25.2, 34.8, 24 et 8.3 %) [132] que celles mesurées sur le Synapt G2
(9.6, 26.7, 32.6, 21.3 et 9.9 %). Cette observation peut ici s’expliquer par le gain de résolution
accessible sur 1I’Orbitrap, facilitant 1’assignation et la quantification des signaux de m/z

relativement proches.
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Figure 23 : Application de la haute résolution a la caractérisation de I’ADC Cys BV par MS native. Les spectres de masse
obtenus en conditions natives (AcNH, 150mM pH?7.5) a partir de I’ADC Cys BV déglycosylé (SuM) sur les instruments a)
Synapt G2 (Ve =80V, Pi = 6mbar) et b) Orbitrap Exactive Plus EMR (CID =75 eV, CE = 0 eV, injection-inter-bent flatapoles
=8-7-6 V, Pyyy = 1.1.10” mbar, Ryom = 35000) sont ici présentés. Un zoom sur les états de charge 25" permet de comparer les
performances entre ces instruments. La quantification relative des espéces Dn (états de charge 217 a 29") permet une

détermination du DAR moyen associé a chaque acquisition (triplicats analytiques).
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3.3. Utilisation de la MS native a haute résolution pour 1’évaluation de nouvelles chimies de

conjugaison appliquées aux ADCs Lys.

La bioconjugaison des lysines (ADC Lys) ou des cystéines (ADC Cys) d’un anticorps se
distingue par son nombre de sites de conjugaison accessibles, affectant I’hétérogénéité (nombre
d’espéces Dn, d’isomeres de position pour chaque espéce Dn) du profil de distribution en
drogues généré (Fig.24). Contrairement aux ADCs Cys (Fig.24a, BV), dont les 8 cystéines
accessibles 2 a 2 circonscrivent le nombre d’espéces Dn (5) et de combinaisons (12), la
présence de 40 lysines accessibles a la surface du trastuzumab ¢largit considérablement
I’hétérogénéité de I’ADC Lys (Fig.24b, T-DM1). La fixation de 0 a 8 drogues a travers la
formation de 9 espéces covalentes Dn, paires (DO, D2, D4, D6, DS8) et impaires (D1, D3, DS,
D7), s’accompagne d’un nombre de combinaisons supérieur a 10". Concrétement,
I’introduction de Dn impairs en présence d’ADCs Lys multiplie le nombre d’espéces
détectables par MS native, ¢élevant la probabilité de superposition de certains signaux et
pouvant justifier le recours a une résolution expérimentale plus importante [128].

a) 12 combinaisons possibles

ADC Cys
(BV) W

1. Réduction 2. Conjugaison . N &
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DO - e * D8
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(T-DM1)
jugaison 2. Conjugai \ Y 4
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linker drogue ji
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accessibles

Figure 24 : Représentation schématique de I’hétérogénéité associée aux ADC a) Cys (BV) et b) Lys (T-DM1). a) Le nombre
restreint de ponts disulfures inter-chaines réductibles et conjugables (4) limite le nombre de sites de conjugaison (8) et
I’hétérogénéité des espéces Dn paires (0 < n < 8) générées (12 combinaisons) au sein de ’ADC Cys. b) La présence de 40
lysines accessibles et conjugables a la surface de I’ADC Lys, élargit considérablement I’hétérogénéité des espéces Dn paires et

impaires (0 < n < 8) générées (10'* combinaisons).
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3.3.1. Apport de la haute résolution pour la caractérisation d’ADCs Lys.

Afin d’évaluer I’hétérogénéité de ces molécules et I’apport de la haute résolution pour leur
caractérisation, une analyse comparative de ’ADC Lys T-DM1 déglycosylé (5uM) par MS
native sur le Synapt G2 (Fig.25a) et I’Orbitrap Exactive Plus EMR (Fig.25b, Ryom = 35000) est
ici rapportée. Contrairement aux ADCs Cys, la nature covalente des ADCs Lys permet
I’application d’énergies de collision (CID et CE) et de pressions en gaz HCD plus flexibles,
n’affectant pas la distribution de drogues mesurée. Une superposition préliminaire des spectres
de masse obtenus sur ’ADC Lys T-DM1 (Fig.25) et ’ADC Cys BV (Fig.23) met en évidence
I’accroissement d’hétérogénéité i€ a la conjugaison des lysines. En ’absence d’une résolution
expérimentale Reg suffisante, certains états de charge associés aux différentes espéces Dn
peuvent se superposer, comme en témoignent les signaux 24" a 26" mesurés sur le Q-TOF
(Fig.25a, simples fléches) La résolution de ces signaux sur I’Orbitrap (Fig.25b, doubles fléches)
clarifie I’identification des espeéces Dn impactées, limitant les biais de quantification relative de

ces especes et du DAR moyen associé.
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Figure 25 : Apport de la haute résolution pour la caractérisation d’ADCs Lys par MS native. Les spectres de masse générés en
conditions natives (AcNH4 150mM pH?7.5) a partir de I’ADC Lys T-DM1 (5uM) sur les instruments a) Synapt G2 (Vc = 180V,
Pi = 6mbar) et b) Orbitrap Exactive Plus EMR (CID = 75¢V, CE = 10eV, injection-inter-bent flatapoles = 8-6-7V, Pygy =
1.1.10™ mbar, Ryom = 35000) sont ici présentés. La superposition de signal observée sur Synapt G2 entre certaines espéces Dn,

est levée sur Orbitrap Exactive Plus EMR.
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3.3.2. Application de la haute résolution a I’évaluation d’un nouveau linker spécifique des

cystéines du trastuzumab : le MAPN.

L’hétérogénéit¢ de I’ADC Lys T-DM1 (Fig.24-25) peut impacter ses propriétés
pharmacocinétiques, sollicitant le développement de nouvelles chimies de couplage associées a
un profil de conjugaison plus homogéne [138-140]. L’introduction d’un nouveau linker
(MAPN, Syndivia) a chimie de couplage thiol-thiol (ADC Cys T-MAPN-DM1), constitue une
alternative au linker de référence SMCC (ADC Lys T-DM1, chimie de couplage amine-thiol).
Afin d’évaluer son apport, une comparaison des profils de distribution en drogues et du DAR
moyen mesurés par MS native sur I’Orbitrap (Rpom = 35000) a été réalisée entre I’ADC Lys T-
DMI1 référent (Fig.26a) et son analogue Cys T-MAPN-DM1 (Fig.26b). Ce dernier présente un
DAR moyen (3.3 + 0.2) identique a ’ADC Lys T-DM1 commercial (3.4 + 0.1), indispensable a
I’efficacité du composé [112]. Néanmoins, le nombre restreint de cystéines conjugables a la
surface de 1’anticorps réduit (4) et la différence de réactivité entre fonctions maléimides (M) et
arylpropionitriles (APN) du MAPN, s’accompagnent d’un profil de distribution en drogues plus
homogéne, composé uniquement d’espéces Dn paires (Fig.26b). Ces propriétés étendent les

perspectives d’application de ce nouveau linker dans le domaine de la bioconjugaison.
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Figure 26 : Comparaison des profils de conjugaison entre I’ADC Lys T-DM1 et son analogue Cys T-MAPN-DMI. Les spectres
de masse générés en conditions natives (AcNH4 150mM pH7.5, SpM) sur ’instrument Orbitrap Exactive Plus EMR a partir a)
de ’ADC Lys T-DM1 déglycosylé (CID =75 eV, CE =0 eV, flatapéles = 8-6-7V, Pygy = 1.1.10° mbar, R,y = 35000) et b) de
I’ADC Cys T-MAPN-DM1 déglycosylé (CID = 50 eV, CE = 0 eV, flatapdles = 8-6-7V, Pygy = 1.1.10° mbar, R,y = 35000)
sont présentés aprés déconvolution (Protein Deconvolution 3.0, Thermo Fisher Scientific). La quantification relative des

espéces Dn (20" < z < 28") permet une détermination du DAR moyen associé a chaque linker (triplicats analytiques).
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4. Conclusions.

Les performances analytiques offertes par 1’Orbitrap Exactive Plus EMR rendent cet instrument
particulierement adapté a 1’étude des anticorps thérapeutiques et des molécules de la méme
famille. Compatible avec le maintien d’interactions non-covalentes et la transmission d’ions de
rapports m/z élevés, cet instrument repousse les limites de résolution expérimentale accessibles.
Cet apport de résolution améliore la justesse de masse mesurée et facilite la caractérisation de
mélanges hétérogenes, assurant une quantification relative plus fiable des especes distribuées et

une meilleure approximation du DAR moyen.
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Goal

Demonstrate the characterization of mAbs, antibody-drug conjugates (ADC),
mAb/antigen (mAb/Ag) complexes, and a mixture of mAbs under their native
conditions by using a high-resolution, accurate-mass (HRAM) benchtop
mass spectrometer with extended mass range (EMR) in combination with a
chip-based electrospray ionization interface.

Introduction

Native mass spectrometry (MS) has emerged as a valuable
technique for characterization of intact noncovalent
protein complexes, reaching a high level of reliability
within the last ten years.! For the analysis of intact
monoclonal antibodies (mAbs), native MS yields accurate
mass measurements of the molecules, glycoform
identification, and assessment of higher-order structures
(dimer, trimer, tetramer), thus providing a robust, fast,
and reliable first-line analytical characterization tool.>?
This approach can now be applied to the routine
characterization of heterogeneous therapeutic monoclonal
antibodies. Native MS has gained interest not only for
analysis of intact mAb, but also for analysis of antibody-
drug conjugates (ADCs), bispecific mAbs, antibody-
antigen complexes, and characterization of antibody
mixtures. It benefits from simplified data interpretation
due to the presence of fewer charge states compared to
classical denaturing MS.

This application note describes the use of a new Orbitrap
mass spectrometer with an extended mass range of up to

m/z 20,000 and improved detection of high-mass ions for
the characterization of mAbs, ADCs, mAb/Ag, and mAb

mixtures under native conditions.

Theema Exacrve Puus EMR.

Figure 1. Exactive Plus EMR mass spectrometer equipped
with a TriVersa NanoMate chip-based electrospray ionization
interface

Experimental

Sample Preparation

The intact trastuzumab (Herceptin®, Roche), the monoclonal
antibody-drug conjugate brentuximab vedotin (ADC,
Adcetris®, Seattle Genetics), the mAb/antigen complexes
of J10.4 mAb/JAM-A, and one mixture of eleven distinct
IgG antibodies were introduced using the TriVersa
NanoMate® (Advion, USA) onto the Thermo Scientific™

Exactive™ Plus EMR Orbitrap™ mass spectrometer.



Brentuximab vedotin was deglycosylated using EndoS
endoglycosidase (IgGZERO™, Genovis). Titration
experiments involving J10.4 mAb and JAM-A were
monitored by native MS in order to determine the binding
stoichiometry. The fixed amount of J10.4 (5 pM) was
incubated with increasing amounts (1:1, 1:2, 1:4, 1:8) of
JAM-A up to 40 pM. The mixture of eleven distinct
deglycosylated humanized IgG antibodies included two
marketed therapeutic mAbs (rituximab and trastuzumab)
and nine point mutation variants of the Hz6F4-2 mAb
[4, 5]. They were mixed together prior to PNGase-F
deglycosylation.

Finally, all the samples were buffer exchanged against
150 mM ammonium acetate (AcONH4) pH 7.5.
Trastuzumab, deglycosylated Brentuximab vedotin,

and the mAb/antigen complexes of J10.4 mAb/JAM-A
were injected at 5 pM, and the deglycosylated IgG
mixture was injected at 1 pM on the Exactive Plus EMR
Orbitrap mass spectrometer.

Direct-Infusion Native MS Conditions

Chip-based infusion conditions

Instrumentation TriVersa NanoMate® (Advion, USA) system
lonization voltage (kV) 1.6-1.8
Gas pressure (psi) 0.3-0.6

The ESI Chip® consists of an array of 400 nanoelectro-
spray emitters with 5 pm inner diameters.

MS conditions

Instrumentation Exactive Plus EMR Orbitrap MS system
(Figure 1)

EMR mode ON

Mass range (m/2) 350-20,000

Resolution 17,500 to 140,000, depending on spectral
complexity

Target value 3x108

Microscans 10

Max injection time (ms) 300

Insource CID energy (€V) 60 to 150, manually tuned for optimized

desolvation

S-lens level (%) 100 to 200, manually tuned for optimized
transmission and avoiding in-source

fragmentation

Injection flatapole DC (V) 8

Inter flatapole lens (V)

7
Bent flatapole DC (V) 6
0

C-Trap entrance lens
tune offset (V) EMR

Trapping gas pressure 4
setting factor

Spectra average Enabled (10 to 50 scans are averaged to

achieve S/N ratio of >100)

Data Processing

Thermo Scientific™ Protein
Deconvolution software version 2.0 SP2
and version 3.0

Software

Deconvolution parameters

Number of iterations 4

Noise compensation On
1103

Minimum adjacent charges

Results and Discussion

High-Resolution Native MS Analysis of Intact
Monoclonal Antibody Trastuzumab

Trastuzumab (Herceptin®) is a humanized IgG1 mAb,
approved for HER2-overexpressing breast cancer
treatment since 1998. Several mechanisms of action are
thought to contribute to trigger the tumor-inhibitory effect
of this protein therapeutic. Among them, trastuzumab can
mediate the effector functions of immune cells through its
constant region (Fc) by binding to the Fc gamma receptor III
(FcyRIII) and triggering antibody-dependent, cell-
mediated cytotoxicity (ADCC).

Based on the published amino acid sequence of both the
light and heavy chain of trastuzumab, the calculated mass
of this protein is C;, H,,1,0,000N;7,65, = 148,057 Da.
This calculation includes 16 disulfide bridges (-32 Da),
two main glycoforms (GOF; +1445 Da), and near 99%
cleavage of two heavy chain C-terminal lysines

(=128 x 2 Da). Partial cyclization of one or two
N-terminal glutamic acids (-18 Da) may also occur as
well as methionine oxidations (+16 Da). Three Asn
deamidation/Asp isomerization hot spots have also been
described in the CDRs and shown to negatively impact
HER?2 antigen binding when degraded (Figure 2A).

Trastuzumab was analyzed on the Exactive Plus EMR MS
with resolution set at both 17,500 and 35,000. The
deconvoluted mass spectrum calculated using Protein
Deconvolution software version 2.0 SP2 represents the
classical glycosylation pattern of a mAb with baseline-
resolved glycan peaks. Figure 2B shows the complete mass
spectrum at resolution of 35,000 and a zoom of the
corresponding 23* charge state of trastuzumab acquired
with the resolution set at both 17,500 and 35,000 in
native conditions. Compared to the raw spectrum
acquired at 17,500 resolution, an interference peak can
be resolved by using a resolution of 35,000 or higher.

The high resolution can resolve the analyte from the
interferences, therefore, ensuring the low ppm mass
accuracy. Molecular weights of each trastuzumab
glycoform were measured with good mass accuracy in

the low ppm range, as shown in Figure 2C. The mass
differences between species are +146 Da and +162 Da,
corresponding to a fucose or to the addition of multiple
hexose units, respectively.
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Figure 2. Orbitrap native MS detection of intact monoclonal antibody trastuzumab. A. Intact mAb trastuzumab. B. High-resolution,
native MS showing complete mass spectrum and zoom of corresponding 23* charge state. C. Deconvoluted spectrum showing
molecular weights of each trastuzumab glycoform with low ppm mass accuracy.




Orbitrap Native MS Analysis of a Monoclonal
Antibody-Drug-Conjugate (ADC) Brentuximab
Vedotin

Antibody-drug conjugates (ADCs) are an increasingly
important modality for treating several types of cancer.
The impact of ADCs in this field is due to the exquisite
specificity of antibodies that deliver the conjugated
cytotoxic agent to targeted tumor cells preferentially, thus
reducing the systemic toxicity associated with traditional
chemotherapeutic treatments. ADCs are differentiable on
the basis of the drug, linker, and also the amino acid
residue of attachment on the antibody. Recently, two ADCs
were approved by the FDA (Adcetris®, brentuximab
vedotin, and Kadcyla®, trastuzumab emtansine) and

35 more are being investigated in clinical trials.

The brentuximab vedotin mass spectrum was recorded at a
resolution of 35,000 and in-source CID voltage was set to
75 eV. Figure 3A shows the native deconvoluted mass
spectrum of the deglycosylated ADC. Populations with zero
(grey), two (black), four (blue), six (red), and eight (green)
molecules loaded onto the antibody (payloads) were detected
with a mass difference between peaks corresponding to the
addition of two payloads (+2,634 Da). The drug loading
clearly increases in steps of two, which corresponds to
binding of one payload to the two accessible cysteine amino
acids after disulfide bridge reduction. For each set of peaks,
the drug-to-antibody ratio (DAR) can be determined. Relative
ratios of each detected compound were determined using MS
peak intensities and served to estimate the mean DAR (4.2),
which is in agreement with hydrophobic chromatography
data (data not shown). Figure 3B shows the corresponding
raw mass spectrum with the entire charge state distribution
of brentuximab vedotin under native conditions.
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Figure 3. Orbitrap Native MS analysis of a monoclonal Antibody-Drug-Conjugate (ADC). A. Native deconvoluted mass spectrum
showing the determination of drug-to-antibody ratio (DAR). B. Raw mass spectrum with the entire charge state distribution of ADC

under native conditions.



Orbitrap Native MS Analysis of Immune
mAb/Antigen Complexes

Native MS can also be used to analyze mAb/antigen
(mAb/Ag) complexes, providing additional information
including mAb/antigen binding stoichiometries, specificities
and affinities.* These properties are essential for originator
and biosimilar candidates comparison studies. ESI-MS
presents the advantage to allow the direct observation of
noncovalent immune complexes without any chemical
modification. J10.4 is a commercial mouse monoclonal
IgG1 raised against recombinant JAM fusion protein of
human origin that is recommended for detection of JAM-A
by western blotting and immunopurification techniques.
JAM-A, used here as antigen, is a single transmembrane
protein belonging to the immunoglobulin superfamily.
JAM-A localizes in tight junctions in normal epithelial
and endothelial cells where homophilic JAM-A interactions
have been shown to be important for regulation of epithelial
barrier function.*® This newly identified target is over-
expressed in many tumor tissues and therefore is of prime

interest as a target in oncology. Two JAM-A molecules are
expected to bind to one J10.4 mAb.

The native mass spectrum of mAb/antigen complexes was
recorded at a resolution of 35,000 with the in-source CID
voltage set to 150 eV. As shown in Figure 4A, when an
4-fold excess of JAM-A (20 uM) is added to J10.4 mAb

(5 pM), three species are detected: the intact free mAb
(MW 150237.1 = 1.1 Da, black), 1:1 (MW 174304.4 = 2.0
Da, blue) and 1:2 (MW 198369.6 = 2.3 Da, red) mAb:JAM-A
complexes. Native MS thus confirmed that two JAM-A
molecules can bind to J10.4 mAb. MWs correspond to the
main GOF/GOF glycoforms. Relative abundances were
estimated from MS peak intensities and proportions of
mADb:Ag complexes at 1:1 and 1:2 stoichiometries were
observed to be 37% and 30%, respectively, while free mAb
represents 33%. Figure 4B shows the corresponding mass
spectrum with the entire charge state distribution in native
conditions.
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Figure 4. Orbitrap native MS detection of immune mAb/antigen complexes. A. Deconvoluted mass spectrum showing mAb/antigen
binding stoichiometries. B. Charge state distribution in native conditions.



Native MS Analysis of a Mixture of Eleven
N-deglycosylated Humanized Antibodies

Analysis of mAb mixtures is of utmost interest for
high-throughput screening purposes and for therapeutic
use to block simultaneously multiple epitopes. Indeed
cocktails of mAbs with additive or synergic effects are
increasingly foreseen as potential new therapeutic entities.

Figure SA presents a convoluted mass spectrum of a mixture
of eleven distinct deglycosylated humanized IgG antibodies.
This mix includes two marketed therapeutic mAbs
(rituximab and trastuzumab) and nine point mutation
variants of the Hz6F4-2 mAb.** Figure 5B shows a full
native mass spectrum of the mAb mix with an in-source
CID energy set to 100 eV.

The well-resolved ion signals at a detection resolution of
140,000 and accurately measured masses enable the
unambiguous assignment of ten out of the eleven compounds.
Trastuzumab and Hz6F4-2v6 could not be differentiated due
to very close molecular weights (2 Da). Peaks corresponding
to Hz6F4-2 and Hz6F4-2v3, which differ by only 21 Da in
mass, are clearly distinguished on the mass spectrum.
However, they are not baseline resolved, and when combined
with the low signal-to-noise (S/N) ratio (S/N < 20), that
causes a relatively low mass accuracy for Hz6F4-2. However,
with a good signal-to-noise ratio (S/N > 50), even without
baseline-resolved peaks, for example, peaks of Hz6F4-2v9
and 6F4-2v10, the mass accuracies are achieved in the low
ppm range for both species. The measured and theoretical
masses for the mixture of eleven N-deglycoslated humanized
antibodies are listed in Table 1.
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Figure 5. Native MS analysis of a mixture of eleven N-deglycosylated humanized antibodies. A. Deconvoluted mass spectrum. B. Charge

state distribution in native conditions.



Table 1. Measured and theoretical masses for the mixture of eleven N-deglycosylated humanized antibodies at an

Orbitrap detection resolution of 140,000

Species ‘ Theoretical Masses | Measured Masses Mass Accuracy
(Da) (Da) (ppm)
R Rituximab 144186.3 1441877 9.7
10 6F4-2 v10 144388.3 1443875 55
6F4-2 v9 144420.5 144420.9 2.8
6F4-2v4 1444984 1444975 6.2
3 6F4-2 v3 144564.4 144564.6 14
6F4 6F4-2 144585.5 144590.9 373
7 6F4-2 v7 144732.5 144732.9 2.8
5 6F4-2 v5 144846.9 144846.5 2.8
1 6F4-2 v1 145015.3 145015.3 0
6 6F4-2 v6 145163.3 N.D N.D
T Trastuzumab 145165.5 145165.3 14
Conclusion

In the analysis (0.3—-5 min) using the Exactive Plus EMR
MS, molecular weight measurements of mAb and related
products in the low ppm mass deviation range allowed the
identification of all species simultaneously present in
solution. The number of DAR and relative abundance of
mAb/Ag complexes was also assessed with the peaks
intensities serving for relative quantification of the
detected species.

¢ The high resolving power of the Orbitrap mass analyzer
can baseline resolve a native mAb’s glycan peaks, as
well as the interference peaks, ensuring an excellent
mass accuracy in the low ppm range.

¢ The Exactive Plus EMR MS is able to sensitively
characterize ADC complexes with mass differences
between peaks corresponding to different additional
number of payloads/drugs. For each set of peaks, the
drug-to-antibody ratio (DAR) can be determined as
well as the relative ratio of each detected compound
in order to assess the mean DAR value.

¢ Native Orbitrap MS can reveal the number of antigens
bound to mAbs. Relative abundances of mAb/Ag
complexes at different stoichiometries can be achieved
from MS peak intesities.

¢ The Exactive Plus EMR MS enables the high through-
put screening of mAb mixtures, ensuring a excellent
mass accuracy for each individual mAb.
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ABSTRACT: Thiols are among the most frequently used functional groups in the field of bioconjugation. While there exists a
variety of heterobifunctional reagents that allow for coupling thiols to other functions (e.g., amines, carboxylic acids), there is no
specific reagent for creating heteroconjugates using two different thiols. In response to the ever-increasing demand for
bioconjugation tools, we have developed p-(maleimide)-phenylpropionitrile (MAPN)—an efficient reagent for kinetically
resolved thiol-to-thiol coupling. In a comparative study with its closest commercially available analogue, p-phenylenedimaleimide,
MAPN has shown substantial advantages for the preparation of thiol—thiol heteroconjugates. Namely, an antibody—drug
conjugate (ADC) with mertansine (DM1), conjugated to the cysteine residues of Trastuzumab, was prepared for the first time.

B INTRODUCTION

Heterobifunctional reagents are comprehensively applied in
biological research for linkin§ biological molecules to the
functional entities of interest.”” Among the functional groups
used for coupling, sulthydryl groups are of paramount
importance® for three primary reasons. First, their high
nucleophﬂicitzr allows for specific reactions with many reactive
electrophiles.” Second, these groups have low abundance® but
omnipresence in biological molecules, which allows for the
preparation of well-defined bioconjugates. Free sulfhydryl
functions on proteins can for instance be obtained through
the reduction of disulfide bonds, naturally present in most
proteins, or introduced via lysine modification with SATA” or
Traut’s reagent.8 Third, many molecular tags (dyes, linkers,
drugs, DNA, RNA, tracers, lipids) are available as sulfhydryl
derivatives. Therefore, thiol-to-thiol coupling appears as a
highway for the preparation of bioconjugates.

Most commonly, two thiols are coupled through the
formation of disulfide bonds.” While this strategy is widely
applied, it has some significant drawbacks, which limits the

- ACS Publications  © 2015 American Chemical Society
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scope of its application. The drawbacks include the instability of
the conjugate in reducing media and in exchange with other
thiols.'” The stability issue is, for instance, of crucial importance
in the development of antibody—drug conjugates (ADC), since
the extremely potent cytotoxic payload conjugated to the
antibody should not be lost before the ADC reaches the target
cell. In order to create a stable bond, thiol-containing drugs
such as mertansine are usually conjugated to the lysine residues
of the antibody, using amine-to-thiol heterobifunctional
coupling reagents such as SMCC'' or CBTF."” However,
these conjugation strategies provide highly heterogeneous
ADCs, due to the presence of more than 60 lysine residues
in the antibody backbone.

One successful way to decrease heterogeneity is through the
cysteine modification, using the reduction-alkylation strategy.
Indeed, IgGl antibodies contain only four solvent-exposed
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Scheme 1. Synthesis of MAPN
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Figure 1. Heteroconjugation of glutathione and cysteine using MAPN (A) and p-phenylenedimaleimide (B). HPLC traces of MAPN and p-
phenylenedimaleimide prior to conjugation are indicated in black; HPLC traces after 2 min of incubation of the reagents with glutathione are
indicated in red; HPLC traces after a subsequent 30 min of incubation with cysteine are shown in green.

interchain disulfide bonds that can be reduced in order to yield
free thiol residues. Selective alkylation of these nucleophilic
residues was shown to yield a much cleaner mixture of
conjugate. It therefore seems appealing to combine this
reduction-alkylation strategy with a thiol-to-thiol heterocou-
pling reagent in order to access well-defined conjugates using
readily available sulthydryl molecules.

Herein, we describe the development and application of p-
(maleimide)-phenylpropionitrile (MAPN, §), a ready-to-use
reagent that allows for the covalent heterocoupling of two thiol-
containing entities. MAPN contains two thiol-specific reactive
groups, an APN'® and a maleimide, exhibiting distinctive
reaction rates. This feature allows for the selective formation of
monoadduct upon coupling of the more reactive group with the
first thiol, leaving the second reactive group intact for the
subsequent reaction with the second thiol.

B RESULTS AND DISCUSSION

Recently, we described a 3-arylpropyonitrile (APN) group as an
efficient reactive function for the selective and irreversible
labeling of thiols."> Given the at least 10-fold higher reaction
rate of maleimide (k > 50 M™' s™!) compared to APN (k = 3.1
M s7"), we hypothesized that combining these two functions
into a heterobifunctional reagent will allow for kinetically
resolved thiol-to-thiol coupling.

We synthesized MAPN § with a 29% overall yield from 4-
iodoaniline 1 in a four-step reaction sequence (Scheme 1).

Briefly, 4-iodoaniline reacted with propargylic alcohol under
standard Sonogashira coupling conditions to yield intermediate
2, which was oxidized with MnO, in the presence of ammonia
to form 3-(4-aminophenyl)propionitrile 3."* This intermediate
reacted with maleic anhydride to yield product 4. Finally,
MAPN was obtained by dehydrative cyclization of § in the
presence of acetic anhydride and sodium acetate.

In order to confirm the applicability of MAPN for thiol-to-
thiol heterocoupling, we carried out a reaction between two
model substrates: glutathione and cysteine. The reaction was
conducted in PBS/DMSO (9:1, pH 7.4) in a sequential manner
(Figure 1A). First, 1 equiv of MAPN § was added to 1 equiv of
the reduced glutathione (1 mM solution). After 2 min of
incubation at 25 °C, HPLC analysis showed full conversion
into the single adduct 6. To the resulting solution, we added 1
equiv of cysteine and incubated the mixture for 30 min to allow
for clean formation of the glutathione-cysteine adduct 7.
Compounds 6 and 7 were isolated and characterized in order to
confirm the order of thiol addition to the maleimide and APN
functions. A side-by-side comparison with the closest
commercially available thiol-to-thiol coupling reagent, p-
phenylenedimaleimide, was carried out under the same
conditions (Figure 1B). As expected, following the addition
of 1 equiv of glutathione, p-phenylenedimaleimide yielded a
mixture with four main products: the adduct, the homocoupling
product, the hydrolysis product, and the starting compound.
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Figure 2. Conjugation of the antibody with TAMRA-SH using MAPN and p-phenylenedimaleimide.

Subsequent addition of 1 equiv of cysteine resulted in a highly
complex mixture.

Encouraged by these results, we decided to test the MAPN
reagent in the heterocoupling of a biomolecule and a
fluorescent tag (Figure 2). Again, a side-by-side comparison
with p-phenylenedimaleimide was carried out in the coupling of
the Trastuzumab with a thiol-containing fluorophore 11.

Trastuzumab was first reacted with 10 equiv of Traut’s
reagent to form the modified antibody 8 with a number of
solvent-exposed thiol groups. The resulting conjugate was
incubated with 10 equiv of either MAPN or p-phenyl-
enedimaleimide yielding conjugates 9 and 13, respectively.
After 1 h of incubation at 25 °C, 10 equiv of TAMRA-SH 11
was added to the mixtures. Following overnight incubation, the
mixtures were purified by size-exclusion chromatography.

The resulting conjugates 10 and 14 were analyzed by SDS-
PAGE (Figure 3). Gel fluorescence showed that MAPN (lane
6) allowed for the fluorescent labeling of the antibody, in
contrast to p-phenylenedimaleimide (lane 4). We hypothesized
that the lack of antibody labeling in the case of p-
phenylenedimaleimide 5 was due to the lower hydrolytic
stability of maleimides, compared to APN. To verify this
hypothesis, we prepared the p-phenylenedimaleimide-gluta-
thione monoadduct 12a and the MAPN-glutathione mono-
adduct 6 and tested their stability in PBS. Indeed, the
maleimide function of 12a underwent 50% hydrolysis in PBS
(pH 7.4) within 1 h, yielding the unreactive maleic acid
derivative (Supporting Information Figure S1). The APN
function of 6 remained stable in the PBS solution for 24 h.

We performed a series of control experiments to confirm the
absence of false positives that might be related to an unspecific
conjugation process. Thus, the unmodified antibody was
incubated with TAMRA-SH and showed no formation of the
antibody—fluorophore conjugate (lane 1), nor was formation of
the conjugate observed upon incubation of the activated
antibody 8 with TAMRA-SH (lane 2). The unmodified
antibody was also incubated with MAPN and p-phenyl-
enedimaleimide 11 (lanes 3 and 4), followed by reaction with
TAMRA-SH. In this case, gel fluorescence did not reveal any
unspecific conjugation product.

To further demonstrate the utility of the MAPN reagent, we
carried out the preparation of an ADC by coupling mertansine
(DM1) to Trastuzumab via a reduction-alkylation strategy. In
the commercial ADC (T-DMI1, trade name: Kadcyla),
mertansine is conjugated to lysine residues using SMCC
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Figure 3. SDS-PAGE analysis of antibody—dye conjugates. Control
experiments were carried out on the unmodified antibody without the
use of a bifunctional reagent (lane 1), with the addition of 12 (lane 3)
and 5 (lane S). The activated antibody was reacted with TAMRA-SH
directly (lane 2) as a negative control. The reaction of the activated
antibody with 12 and then 11 (lane 4) yielded no fluorescent labeling.
Reaction of the activated antibody with MAPN and then 11 (lane 6)
allowed for efficient fluorescent labeling.

reagent. Random conjugation to nearly 30 surface-exposed
lysines provides a highly heterogeneous mixture of different
coupling species. In contrast, the reduction-alkylation strategy
offered only eight attachment points. This strategy resulted in
more defined ADCs with a narrower distribution of species and
with mostly even drug-to-antibody ratios (Figure 4).
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Figure 4. Representative structures and MS spectra of T-DM1 (Kadcyla) and T-MAPN-DM1.

T-MAPN-DMI1 was prepared via a two-step process. First,
mertansine was reacted with 1 equiv of MAPN to yield the thiol
reactive payload. The payload was conjugated to the partially
reduced antibody by incubating the components in the PBS
buffer. The conjugate was purified by size exclusion
chromatography and the average DAR was determined by
native ESI-TOF-MS. T-MAPN-DM1 was shown to have the
average DAR of 3.3 + 0.2, which was comparable with the
average DAR of 3.4 + 0.1 measured for T-DM1.

Finally, in vitro cytotoxicity of the T-MAPN-DMI1 conjugate
was evaluated on SK-BR-3 (HER2+++) and MDA-MB-231
(HER2-) cells. Similar to T-DM1, the new conjugate showed
high toxicity on HER2 positive cells and significantly lower
toxicity on HER2 negative cells (Figure S).

B CONCLUSION

In conclusion, we developed MAPN—a first-in-class reagent
for the efficient kinetically resolved coupling of thiols. The
reagent was applied for conjugation of a thiol-activated
antibody and a thiol-containing fluorophore. A side-by-side
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Figure S. In vitro evaluation of T-DM1 and T-MAPN-DM1 on HER2
positive cell line (SK-BR-3) and HER2 negative cell line (MDA-MB-
231).
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comparison with its closest commercial analog showed superior
efficiency on the part of MAPN for bioconjugation applications.
The MAPN reagent was further applied to conjugate
mertansine and the cysteine residues of Trastuzumab, providing
a more homogeneous analog of Trastuzumab emtansine (T-
DM1). Considering the vast use of thiol groups in biological
research, we believe that this reagent will be of great utility in
the area of bioconjugation. Through an agreement with
Syndivia, MAPN is now commercially available."
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© Supporting Information

The Supporting Information is available free of charge on the
ACS Publications website at DOI: 10.1021/acs.bioconj-
chem.5b00440.

Materials and instrumentation, experimental procedures,
analytical data (PDF)

B AUTHOR INFORMATION

Corresponding Author
*E-mail: alwag@unistra.fr.

Author Contributions

#Oleksandr Koniev and Sergii Kolodych contributed equally to
this work.

Notes

The authors declare no competing financial interest.

B ACKNOWLEDGMENTS

This work was supported by SATT Conectus “BioReLiable”
project, CNRS, University of Strasbourg, Région Alsace, and
GIS IBiSA. The International Center for Frontier Research in
Chemistry (icFRC) is also acknowledged for financial support.
J.S. acknowledges the Institut de Recherche Servier for funding
of his PhD fellowship.

B REFERENCES

(1) Hermanson, G. Bioconjugate Techniques, 1996.

(2) Koniev, O., and Wagner, A. (2015) Developments and recent
advancements in the field of endogenous amino acid selective bond
forming reactions for bioconjugation. Chem. Soc. Rev. 44, 5495—5551.

(3) Chalker, J. M., Bernardes, G. J. L., Lin, Y. A, and Davis, B. G.
(2009) Chemical modification of proteins at cysteine: opportunities in
chemistry and biology. Chem. - Asian J. 4, 630—40.

DOI: 10.1021/acs.bioconjchem.5b00440
Bioconjugate Chem. 2015, 26, 1863—1867


http://pubs.acs.org
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/acs.bioconjchem.5b00440
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/acs.bioconjchem.5b00440
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.bioconjchem.5b00440/suppl_file/bc5b00440_si_001.pdf
mailto:alwag@unistra.fr
http://dx.doi.org/10.1021/acs.bioconjchem.5b00440

Bioconjugate Chemistry

Communication

(4) Brotzel, F., and Mayr, H. (2007) Nucleophilicities of amino acids
and peptides. Org. Biomol. Chem. S, 3814—20.

(S) McCaldon, P., and Argos, P. (1988) Oligopeptide biases in
protein sequences and their use in predicting protein coding regions in
nucleotide sequences. Proteins: Struct, Funct, Genet. 4, 99—122.

(6) Burns, J. A., Butler, J. C., Moran, J., and Whitesides, G. M. (1991)
Selective reduction of disulfides by tris(2-carboxyethyl)phosphine. J.
Org. Chem. 56, 2648—2650.

(7) Duncan, R. J. S,, Weston, P. D., and Wrigglesworth, R. (1983) A
new reagent which may be used to introduce sulthydryl groups into
proteins, and its use in the preparation of conjugates for immunoassay.
Anal. Biochem. 132, 68—73.

(8) Traut, R. R, Bollen, A, Sun, T.-T., Hershey, J. W. B., Sundberg,
J, and Pierce, L. R. (1973) Methyl 4-mercaptobutyrimidate as a
cleavable crosslinking reagent and its application to the Escherichia
coli 30S ribosome. Biochemistry 12, 3266—3273.

(9) witt, D. (2008) Recent Developments in Disulfide Bond
Formation. Synthesis 2008, 2491—2509.

(10) Fava, A., Iliceto, A., and Camera, E. (1957) Kinetics of the
Thiol-Disulfide Exchange. J. Am. Chem. Soc. 79, 833—838.

(11) Yoshitake, S., Yamada, Y., Ishikawa, E., and Masseyeff, R. (1979)
Conjugation of Glucose Oxidase from Aspergillus niger and Rabbit
Antibodies Using N-Hydroxysuccinimide Ester of N-(4-Carboxycy-
clohexylmethyl)-Maleimide. Eur. . Biochem. 101, 395—399.

(12) Kolodych, S, Koniev, O. Baatarkhuu, Z. Bonnefoy, J.-Y.,
Debaene, F., Cianférani, S., Van Dorsselaer, A., and Wagner, A. (2015)
CBTF: New Amine-to-Thiol Coupling Reagent for Preparation of
Antibody Conjugates with Increased Plasma Stability. Bioconjugate
Chem. 26, 197—200.

(13) Koniev, O., Leriche, G., Nothisen, M., Remy, J.-S., Strub, J.-M,,
Schaeffer-Reiss, C., Van Dorsselaer, A, Baati, R, and Wagner, A.
(2014) Selective irreversible chemical tagging of cysteine with 3-
arylpropionitriles. Bioconjugate Chem. 25, 202—6.

(14) McAllister, G. D., Wilfred, C. D., and Taylor, R. J. (2002)
Tandem Oxidation Processes: The Direct Conversion of Activated
Alcohols into Nitriles. Synlett, 1291—1292.

(15) http://syndivia.com/.

1867

DOI: 10.1021/acs.bioconjchem.5b00440
Bioconjugate Chem. 2015, 26, 1863—1867


http://syndivia.com/
http://dx.doi.org/10.1021/acs.bioconjchem.5b00440




Conclusion de cette partie

Le développement et I’optimisation permanente des instruments de MS native ont
progressivement permis 1’étude de systémes protéiques de masse et complexité croissantes.
Leur préservation sous forme intacte en phase gazeuse et la transmission de leurs ions de hauts
rapports m/z, rendent a ce jour possible la caractérisation d’édifices non-covalents supérieurs a
10 MDa [39]. Néanmoins, les défis analytiques actuels nécessitent également de disposer d’une
résolution expérimentale avancée dans ces gammes de m/z. Cette exigence, constituant une
limitation aux principaux instruments Q-TOF disponibles, a favorisé¢ I’émergence de nouvelles
interfaces. En 2013, I’introduction d’un instrument a analyseur Orbitrap dédié¢ a I’étude de
complexes non-covalents par MS native a permis d’étendre ce potentiel. Les développements
méthodologiques réalisés au cours de ces travaux sur 1’Orbitrap Exactive Plus EMR démontrent
I’apport de cet outil en MS native. Les performances de transmission et de résolution
expérimentale offertes par cet instrument assurent une caractérisation plus fine de la masse et
de I’hétérogénéité des complexes non-covalents étudiés, préservés au sein de l’interface.
L’application de cet outil a 1’étude des anticorps monoclonaux et des immunoconjugués se
révele particulierement prometteuse. L’analyse de ces agents thérapeutiques complexes par MS
native a haute résolution permet une détermination approfondie de leur microhétérogénéité et
de leur profil de distribution en drogues. Ces performances assurent une quantification relative
plus précise de ces especes en mélange et de la valeur de DAR moyen, indispensables a

I’évaluation de ces composés [128].

Malgré ces avantages, la mise en évidence d’une transmission non linéaire des ions sur une
gamme de m/z étendue, limite I’application de cette approche a 1’étude de mélanges a large
distribution de m/z. Par ailleurs, 1’incapacité de régulation de la pression au sein de la premicre
zone d’interface (bloc S-Lens) restreint 1’analyse de complexes non-covalents labiles,
maintenus par effet hydrophobe. Ces limitations démontrent la complémentarité de 1’Orbitrap
Exactive Plus EMR aux instruments de type Q-TOF, et nécessiteront une évaluation
approfondie. Pour conclure, la différence de résolution expérimentale R entre ces interfaces,
davantage reliée a la capacité de désolvatation des ions qu’a la résolution nominale R,om de
I’analyseur, tend progressivement a s’estomper [43]. L’optimisation des performances de
désolvatation des principaux instruments a analyseurs TOF et Q-TOF utilisés en MS native,

constitue une alternative en cours d’application [39, 127].
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Partie 3 : Du criblage d’interaction protéine-ligand

par MS native au criblage par IM-MS native

Cette partie est consacrée a la caractérisation de systémes protéine-ligand par MS native

et IM-MS native. Une présentation préliminaire de 1’état de 1’art de cette discipline et

des objectifs de ces travaux est tout d’abord rapportée. Les développements

méthodologiques réalisés et leurs applications sont ici illustrés a travers l’analyse

structurale et conformationnelle de complexes biologiques impliquant une diversité de

ligands (substrats, cofacteurs, molécules inhibitrices).

Introduction : Etat de I’art et objectifs.

Chapitre 1 :

Chapitre 2 :

Chapitre 3 :

Chapitre 4 :

Chapitre S :

Chapitre 6 :

Développement de méthodes instrumentales en MS

native.

Développement de méthodes instrumentales en IM-MS

native.

Etude d’un complexe enzyme/substrat par MS native :

le systeme PRMT6/SAH/peptide H4.

Criblage de complexes enzyme/ligand par MS native :

le systéme Tgt/inhibiteurs.

Criblage de complexes enzyme/ligand par IM-MS

native: le systeme PDF1B/inhibiteurs.

Etude d’un complexe enzyme/cofacteur/ligand par IM-

MS native : le systéme QR2.
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Introduction : état de [’art et objectifs.

Plus de 80% des agents thérapeutiques approuvés par 1’agence américaine du médicament
(FDA) au cours des 10 derni¢res années reposent sur l’utilisation de petites molécules ou
ligands, interagissant spécifiquement et réversiblement avec une cible thérapeutique (protéine,
acide nucléique) afin d’en moduler Dactivité (enzymes) ou la fonction (récepteurs,
transporteurs) [1, 2]. L’identification de telles espéces dans le secteur pharmaceutique revét un
intérét majeur, impliquant le recours a des techniques de criblage robustes et orthogonales telles
que la résonance plasmonique de surface (SPR), la dénaturation thermique (TSA) ou encore la
thermophorése a micro-échelle (MST), capables de sonder I’existence d’interactions entre la
cible biologique et de larges banques de composés chimiques de taille et hétérogénéité
variables [3, 4]. L’identification d’une série restreinte de ligands ou « hits » a I’issue de cette
premiére étape nécessite la validation des interactions, ce qui passe par une caractérisation
structurale approfondie des complexes non-covalents formés en présence de ces especes. Cette
seconde étape, plus stringente, s’achéve par la proposition de candidats ou « leads » dont les

propriétés physicochimiques seront optimisées a des fins cliniques [5, 6].

1. Le criblage de complexe protéine-ligand par MS native.

L’apport de la spectrométrie de masse native s’est particulierement illustré au sein de ces
différentes étapes. Couplé a un systéme d’infusion nanoESI automatisable dés 2003 [7, 8], cet
outil s’est révélé compatible a I’analyse haut-débit, permettant le criblage de centaines de
composés par jour a partir de faibles quantités de matériel [9, 10]. Le maintien des complexes
non-covalents lors de leur transfert en phase gazeuse permet une détection directe de la masse
et intensité des espéces a I’équilibre en solution, pouvant donner accés a des informations

structurales détaillées [11, 12]:

» L’analyse qualitative des spectres ainsi obtenus permet de déterminer la steechiométrie et
sélectivité d’interaction de ligands pour différentes cibles d’intérét (Fig.la), incluant des
acides désoxyribonucléiques [13-15], ribonucléiques [16-18] ou encore des protéines [19-

21].

» Le développement de méthodes de quantification adaptées, s’appuyant sur des expériences

de titrage et/ou de compétition, permet de déterminer la spécificité de ces interactions et
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d’en mesurer I’affinité relative ou absolue (Kd) sur une gamme de concentration, s’étendant

de 107 4 10 M (Fig.1b) [22-25].

» L’analyse de la stabilité de ces complexes en phase gazeuse peut également fournir une
information structurale considérable. L’énergie nécessaire a la dissociation par collision de
50% des especes (Vcsg) s’avere proportionnelle a la contribution des interactions de type

polaire (Fig.1c) [26-28].

La caractérisation de métalloprotéines [29-31], d’enzymes [32, 33], de récepteurs ou de pompes
protéiques [34, 35] par MS native a ainsi révélé les propriétés de fixation de métaux,
cofacteurs, ligands endogénes [36], lipides, glucides [37] sur leurs complexes associés,
permettant une meilleure compréhension structurale de ces assemblages. Fournissant des
données comparables a celles obtenues en solution par des approches complémentaires, la MS
native s’est avérée prometteuse pour la caractérisation de ligands hydrophobes. Bien que
défavorisés en phase gazeuse, certaines optimisations instrumentales et expérimentales
permettent néanmoins de préserver ces interactions apolaires, nécessaires a leur caractérisation

[38-40].
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Figure 1 : Représentation schématique des informations structurales accessibles par MS native. La détermination de la masse et
de I’intensité des complexes formés en présence de mélanges protéine-ligand permet une détermination de la nature et
steechiométrie d’interaction des partenaires (a), ainsi qu’une quantification relative ou absolue de leur affinité (b). Une

évaluation de la stabilité de ces especes en phase gazeuse peut également étre fournie a travers leur dissociation (c).
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2. Le criblage de complexes protéine-ligand par IM-MS native.

En dépit des informations structurales apportées, le criblage de complexes protéine-ligand par
MS native présente une sensibilité restreinte pour la conformation des espéces. Cette principale
limitation restreint le champ d’application de cette technologie, le mode de fixation de certains
ligands passant par la reconnaissance d’un conformere protéique particulier et/ou I’induction de
changements conformationnels spécifiques [41-43]. Face a cet écueil, la mobilité ionique et sa
capacité de séparation conformationnelle des ions en phase gazeuse constitue une alternative
prometteuse dans I’analyse de complexes non-covalents [44-46]. Couplée a la MS native
depuis 2006, cette approche s’est révélée compatible avec la préservation de la structure
tridimensionnelle native des especes ionisées, soulignant I’intérét de I’IM-MS native dans le

criblage conformationnel de complexes protéine-ligand [47-49].

Malgré ce potentiel, ’application de cette stratégie s’est a ce jour révélée sporadique, réservée a
la compréhension des mécanismes d’agrégation amyloide et au développement d’inhibiteurs

spécifiques [50-55], ainsi qu’a 1’étude de protéines intrinséquement désordonnées [56-58].

Des études de criblage conformationnel préliminaires a ces travaux de these, réalisées au
laboratoire par les Drs. Cédric Atmanene et Stéphanie Petiot-Bécard, avaient permis de révéler
de subtils changements de conformation induits par la fixation de ligands (sucres, inhibiteurs)
sur certaines protéines cibles thérapeutiques (répresseur transcriptionnel bactérien, protéine
anti-apoptotique humaine) [59, 60]. Les différences de CCS (ACCS) alors rapportées au cours
de ces études et dans la littérature [61] avaient permis de situer les limites de résolution
conformationnelle accessibles sur les cellules de mobilité ionique TWIMS dans une gamme de

ACCSsde2a5 %.

Dans le méme temps, des études parall¢les menées par les équipes du Pr. Brandon Ruotolo et
du Pr. Neil Oldham suggéraient le recours a un criblage basé sur la stabilité¢ conformationnelle
des complexes protéine-ligand en phase gazeuse [62, 63]. L’évaluation de ce critére a travers le
criblage d’inhibiteurs de la protéine kinase Abl révélait ainsi I’existence de 2 catégories de
ligands, confondus sous une conformation globale identique bien que se fixant sur 2 sites
différents de 1’enzyme [45, 64]. L’identification de 2 profils d’activation conformationnelle
induits en présence de ces ligands s’est ici avérée prometteuse, permettant de contourner les
limites de résolution instrumentale et d’enrichir le panel d’informations accessibles par criblage

IM-MS.
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3. Objectifs des travaux.

Les objectifs de ce travail de thése consistent a développer des approches de criblage
conformationnel de systémes protéine-ligand. Par analogie aux informations structurales
accessibles par MS native, ces optimisations devront ainsi permettre d’étendre les critéres de

criblage a la sélectivité, I’impact et la stabilité conformationnelle associés au recrutement de

ligands sur leur cible (Fig.2).

a) b)

N L
O o
AD&O AQ‘Q&O
2 2
= =
3 3
tp (ms) . tp (ms)
)
+. l +e l ;
o :
incubation @;\0 incubation 1
1
\_{\0{\ |
e | @
» 1
2 2 .» ACCS
z 7 |
7] T 1
= = :
tp (ms) tp (ms)
Sélectivité Impact
conformationnelle conformationnel

Figure 2 : Représentation schématique des informations conformationnelles accessibles par IM-MS native. La détermination de
la section efficace (CCS) des complexes formés en présence de mélanges protéine-ligand doit permettre d’évaluer la sélectivité

conformationnelle du ligand pour sa cible (a), ainsi que son impact conformationnel (b).

La mise en place du criblage IM-MS native passe par une optimisation préalable des méthodes
instrumentales dans chacune des dimensions. Les développements réalisés en MS native et en
IM-MS ainsi que leur application au criblage de systémes protéine-ligand sont exposés dans les

chapitres suivants.
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Chapitre 1 : Développement de méthodes

instrumentales en MS native.

La pertinence des informations structurales déduites en phase gazeuse implique que la nature et
intensité des ions détectés reflétent 1’équilibre des especes en solution [23, 65]. Cette condition
requiert tout d’abord que les complexes spécifiquement formés en solution puissent étre ionisés
efficacement et proportionnellement a leur abondance. Dans un second temps, les complexes
non-covalents ainsi ionisés doivent pouvoir étre maintenus en phase gazeuse, transmis et
détectés selon la méme efficacité. Le succes de ces étapes clés repose sur la mise en place
d’expériences de contrdle, ainsi que sur une optimisation fine des paramétres expérimentaux et
instrumentaux [66]. Dans ce chapitre, I’influence de certains paramétres instrumentaux est
discutée a travers I’étude de systémes protéine-ligand par MS native sur I’instrument Synapt

G2 HDMS (High Definition Mass Spectrometry, Waters).

1. Présentation du spectrométre de masse Synapt G2 HDMS (Waters).

Le Synapt G2 HDMS est un spectrométre de masse de type ESI-Q-TOF, pourvu d’une cellule
de mobilité ionique de type TWIMS (Fig.3). Cet instrument, constitué¢ de guides d’ion équipés
de la technologie T-Wave ™, se décline en 5 compartiments, dont le vide est régulé par une

pompe primaire et 6 pompes turbomoléculaires:

> Le bloc source de type Z-spray ', orthogonal a la source d’ionisation électrospray,
constitue le point d’entrée des ions. L’application d’une différence de potentiel électrique,
ici entre la puce microfluidique d’une source nanoESI automatisée (Triversa Nanomate,
Advion) et le cone d’échantillonnage, puis le cone d’extraction de ’instrument, permet de
drainer les ions générés a pression atmosphérique au sein de 1’instrument placé sous vide.
L’introduction d’une vanne de fuite dans le circuit de pompage de la pompe primaire
permet de controler le gradient de pression (2-8 mbar) dans cette premicre zone d’interface
[67]. La trajectoire empruntée par les ions (« Z ») favorise 1’¢élimination des espeéces non

chargées et ¢élargit la tolérance aux sels non volatils.

» Un premier guide d’ion, constitué¢ d’une succession de lentilles annulaires (SRIG), assure
la focalisation et la transmission des ions incidents [68]. La superposition d’un potentiel

radiofréquence (RF) et d’une tension continue (DC) entre paires de lentilles permet un
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confinement des ions au centre du faisceau et leur drainage sous forme de vagues de

potentiel (T-Wave) jusqu’au quadripdle.

L’analyseur quadripolaire dispose de deux modes de fonctionnement. Dans les expériences
présentées, I’application d’un unique potentiel radiofréquence en opposition de phase entre
barreaux adjacents (mode « RF only ») assimile le quadripole a un guide d’ions. Ce dernier
permet ainsi la transmission d’ions dans une large gamme de rapports m/z, jusqu’au
compartiment Triwave "™ [69]. Cependant, la superposition d’une tension continue permet

d’utiliser cet analyseur comme filtre de masse dans le cadre d’applications MS/MS [70].

Le compartiment Triwave se compose de 3 guides d’ion SRIG de type T-Wave [71]. Les
cellules de collision Trap et Transfer, confinées dans la méme enceinte, sont alimentées par
une pression d’argon proche de 10 mbar, quelle que soit I’application réalisée (MS native
ou IM-MS). L’optimisation de cette pression et de 1’énergie de collision communiquée aux
ions dans ces cellules (Trap et Transfer CE) permettent d’en controler I’énergie interne.
Ces parameétres conditionnent ainsi la transmission, préservation ou fragmentation de ces
ions. Le fonctionnement de la cellule centrale IMS differe des 2 précédentes en fonction du

type d’application :

En mode MS, une pression résiduelle d’argon de 10™* mbar est délivrée dans cette cellule,

agissant alors comme un simple guide d’ion a I’image des cellules Trap et Transfer.

En mode IMS, cette cellule, subdivisée en 2 sous-compartiments non isolés, est
approvisionnée en hélium et en azote (1 a 6 mbar), permettant une séparation des ions
selon leur mobilité ionique. Dans ce contexte, la cellule d’hélium assure une thermalisation
préalable des ions injectés, dont 1’énergie cinétique est régulée par la tension Trap Bias. Le
transport de ces ions dans la cellule d’azote se poursuit par leur séparation IM, controlée
par la nature des potentiels de vague T-Wave appliqués (hauteur, vitesse) et la pression en
azote. Les cellules Trap et Transfer assurent alors respectivement le stockage des ions
avant séparation IM et le transfert des ions échantillonnés par IM. Une description

approfondie du mode de fonctionnement IM-MS est rapportée au chapitre 2.

Les paquets d’ions, fractionnés ou non par mobilité ionique depuis le compartiment
Triwave, sont séparés en fonction de leur temps de vol (proportionnel au rapport m/z) dans
un vide poussé (1.10° mbar) au sein de ’analyseur TOF [72]. La détection de ces espéces

permet 1’obtention de spectres de masse, dont la résolution dépend du mode du
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fonctionnement (haute résolution, résolution, sensibilité). En mode sensibilité et résolution,
la distance parcourue par les ions dans I’analyseur décrit un « V », se traduisant par une
résolution FMWH respective de 10000 et 20000. Cette distance est doublée en mode haute
résolution (« W »), permettant une résolution en masse accrue (FMWH : 40000). Le gain
de résolution s’effectuant au détriment de la sensibilité, les études de MS native
privilégient le mode résolution pour 1’analyse de protéines inférieures a 30 kDa, et le mode

sensibilité au-dela de cette masse.
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Figure 3 : Représentation schématique du spectrométre de masse Synapt G2 HDMS (Waters) utilisé au cours de ces travaux,

adaptée de [73].

2. Influence des parameétres instrumentaux.

Le transfert de complexes non-covalents en phase gazeuse et leur détection par MS native
impliquent une préservation de 1’intégrité des ions associés tout au long de leur transmission.
Une optimisation des conditions instrumentales doit ainsi permettre de contrdler 1’énergie
interne de ces ions a travers un contréle de leur énergie cinétique et de leur libre parcours
moyen. Dans ce contexte, deux principaux types de parametres nécessitent d’étre ajustés sur
I’instrument Q-TOF utilisé : les tensions d’accélération et les pressions en gaz dans 1’interface.
Bien que I’influence individuelle de ces paramétres soit reliée a la géométrie de 1’instrument,
leur importance s’avére d’autant plus marquée au sein de I’interface. Une discussion de leur

impact sur la désolvatation et la préservation de systémes protéine-ligand est rapportée.
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2.1. Influence de la tension d’accélération a I’interface.

Les ions générés a pression atmosphérique par ionisation électrospray dans la source, transitent
au sein du spectrometre de masse placé sous vide. En plus d’un phénomeéne de succion, une
différence de potentiel électrique entre la puce microfluidique et le cone d’échantillonnage
permet ’accélération des ions en direction de ce dernier. L’influence de la tension de ce cone
sur I’analyse d’un complexe non-covalent constitué de I’enzyme (QR2-FAD), et de son ligand
mélatonine est ici décrite (Fig.4a-f). A pression en source fixe (8mbar), 1’application d’une
faible tension de cone (20-40V) restreint 1’accélération des ions, limitant le transfert d’énergie
par collision avec les molécules de gaz résiduelles. L’¢largissement des signaux et la faible
intensité de signal traduisent une désolvatation inoptimale et une faible transmission, limitant
I’identification des especes et la persistance d’adduits non volatils. L’augmentation modérée de
cette valeur (60-70V) assure une ¢élimination optimale des molécules de solvant sans altérer la
composition du complexe, 1’affinement des pics permettant une mesure de masse précise et la
détermination non ambigué d’une steechiométrie unique 2:2 (Fig.4c). Cet équilibre est
progressivement rompu a de plus fortes tensions (90V-110V), la conversion d’un exces
d’énergie cinétique en énergie interne conduisant a une désolvatation et transmission accrue des

ions, mais a la dissociation du ligand.
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Figure 4: Influence de la tension d’accélération (Vc) sur la désolvatation et préservation du complexe (QR2-FAD),-
(mélatonine), par MS native. L’incubation de SpM de dimére QR2 saturé en cofacteur FAD et de 20uM de ligand mélatonine
en tampon AcNH,4 200mM pH7.5 est suivie par MS native (Synapt G2, Pi = 8mbar) a une tension de cone de a) 20, b) 40, c)

60, d) 70, ¢) 90 et f) 110V. L’intensité de 1’ion majoritaire 14" est exprimée en nombre de coups sommés (30 scans de 4s).
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2.2. Stabilité¢ des complexes non-covalents en phase gazeuse (Vc50).

Cette dissociation induite par collision peut se révéler informative, la stabilité des complexes en
phase gazeuse reflétant la contribution des interactions de type polaire [26, 28]. Afin d’illustrer
ces propos, une comparaison de la stabilité en phase gazeuse des complexes 2:2 formés entre
(QR2-FAD) et ses ligands mélatonine ou resvératrol est ici décrite (Fig.5). Pour cela, une
quantification relative de 1’intensité des états de charge (13,14 et 15") associés aux espéces apo
et holo est réalisée a différentes tensions d’accélération pour chaque ligand. La masse
négligeable apportée par ces ligands (< 1% de la masse des complexes) et la conservation de la
distribution de charges lors de leur fixation (Fig.4e), permettent de considérer un facteur de

réponse identique entre especes apo et holo lors de ces expériences [22].
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Figure 5 : Comparaison de la stabilité en phase gazeuse des complexes (QR2-FAD-mélatonine), et (QR2-FAD-resvératrol),.

La comparaison des proportions de complexes 2:2 mesurées a différentes tensions de cone (Vc)
met en évidence une différence de stabilité en phase gazeuse entre complexes associés a la
mélatonine ou au resvératrol. En effet, la tension nécessaire a la dissociation de 50% de ces
complexes (Vcso) apparait plus élevée en présence de resvératrol (93V) que de mélatonine
(83V). La résolution cristallographique de ces 2 complexes permet de relier cette différence a la
nature des interactions supramoléculaires mises en jeu, le resvératrol établissant des

interactions électrostatiques supplémentaires avec 1’enzyme [74, 75].
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2.3. Influence de la pression a I’interface.

L’intégration d’une vanne de fuite dans le circuit de pompage de la pompe primaire permet de
moduler la pression dans la premiére zone de pompage de I’interface. Le controle de cette
pression, indispensable au maintien des complexes non-covalents, joue un rdle similaire a celui
de la tension de cone. Le libre parcours moyen des ions dans la source peut ainsi étre modulé.
A tension d’accélération fixe, I’augmentation de cette pression diminue le libre parcours moyen
des ions. L augmentation de la fréquence de collision diminue ainsi 1’énergie accumulée par les
ions entre deux chocs, minimisant leur énergie interne [67, 76, 77]. L’influence de ce paramétre
est illustrée dans le cadre d’une caractérisation de 1’interaction entre la myoglobine et son héme
(Fig.6). L’application d’une pression en source de 7 mbar (Fig.6a) préserve I'intégrité du
complexe holo-myoglobine. La diminution de cette valeur (5 a 4 mbar, Fig.6b-c) s’accompagne
successivement d’une optimisation de la désolvatation, puis de la dissociation de 1’héme,

matérialisée par la recrudescence des formes apo-myoglobine.
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Figure 6 : Influence de la pression en source (Pi) sur la désolvatation et maintien du complexe myoglobine-héme (holo-
myoglobine) par MS native. L’infusion de 10pM d’holo-myoglobine en tampon AcNH, 150mM pH7.5 est suivie par MS

native (LCT, Vc = 100V) a une pression en source de a) 7, b) 5 et ¢) 4 mbar.
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2.4. Influence de la température de la source et de I’intensité du spray.

Dans de moindres mesures, la température appliquée dans la source et I’intensité du spray
généré peuvent affecter la désolvatation des ions [78]. Une illustration de I’effet de 1’intensité
du spray sur I’analyse d’un mélange sous-stoechiométrique entre la protéine PDF1b et son
ligand actinonine est ici décrite (Fig.7). Une augmentation de I’intensité du nanospray, de 50
(Fig.7a) a 200 nA (Fig.7b), diminue la proportion d’adduits fixés, sans modifier la distribution
entre especes apo et holo. L’intensité de spray optimale a une telle désolvatation dépend de la

nature des complexes étudiés et de la composition du tampon.
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Figure 7 : Influence de I’intensité du nanospray (Nanomate, Advion) sur la désolvatation des complexes apo et holoPDF1B.
Les acquisitions obtenues sur le mélange sous-steechiométrique (Synapt G2, Ve = 30V, Pi = 6.6mbar) sont générées a partir du
méme spray, dont l’intensité de a) 50 et b) 200 nA, est contrdlée par la tension et la pression appliquée sur la puce

microfluidique.

3. Conclusions.

L’optimisation des conditions instrumentales en MS native constitue un prérequis a I’obtention
d’informations fiables sur la structure de complexes non-covalents protéine-ligand en solution.
La diversité de ces molécules (nature, compatibilit¢ ESI, affinité, stabilit¢ en phase gazeuse)
nécessite une optimisation récurrente des parametres présentés pour chaque systeme étudié.
L’application de ces développements méthodologiques a 1’étude de complexes protéine-ligand

par MS native est abordée dans les chapitres 3 et 4 suivants.
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Chapitre 2 : Développement de méthodes

instrumentales en IM-MS native.

L’étude de systémes protéine-ligand par IM-MS native a pour objectif d’étendre le criblage
structural de ces especes a la conformation globale de leurs ions. La capacité de préservation
des propriétés tridimensionnelles adoptées par ces complexes en solution permet d’étudier et
comparer 1’impact de ligands sur le temps de dérive (tp) et la section efficace (CCS) des ions
correspondants [45, 48, 79]. La pertinence et précision de ces grandeurs accessibles par IM-MS
impliquent 1’absence de distorsions conformationnelles d’origine technique et instrumentale.

Au-dela du maintien des structures natives, le développement de ces méthodes IM nécessite :

Une préservation des conformations natives a 1’échelle des ions étudiés.
Une résolution conformationnelle maximale, adaptée a I’étude de changements subtils.

Une sensibilité optimale, permettant la détection et le suivi de conformeres minoritaires.

YV WV VYV VY

Une reproductibilité analytique significative.

L’intégration de ces critéres repose sur la mise en place d’une stratégie analytique ciblée et
d’une optimisation instrumentale fine, dont les principaux points (choix de I’état de charge,
paramétres de séparation IM, variabilité¢ instrumentale, mesure de CCSs expérimentales, calcul

de CCSs théoriques) sont illustrés au sein de ce chapitre.

1. Choix de I’état de charge.

La mise en évidence d’une corrélation entre :

» Le nombre et la distribution de charges d’une biomolécule en phase gazeuse.

» Sa surface accessible au solvant en solution (SASA).

Permet, a partir des seules informations de MS native:

» D’estimer I’hétérogénéité conformationnelle de cette espéce [80, 81].

» De relier la réduction du nombre de charges observée en conditions non dénaturantes a la

préservation d’ions de conformations compactes et natives [82-84].
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Néanmoins, ces états de charge « natifs » ne se révelent pas systématiquement équivalents en
termes de conformation, les répulsions coulombiennes exercées a leur surface dépendant de
leur charge et pouvant conduire a leur déploiement partiel [85, 86]. Afin d’illustrer ce
phénomeéne, une comparaison des CCS mesurées par IM-MS sur les états de charge 12, 13 et
14" des complexes QR2-cofacteurs est ici présentée (Fig.8). L’analyse IM-MS d’un mélange
entre I’enzyme dimérique (QR2), et ses cofacteurs FMN et FAD (ratio 4:1:1) permet la
détection concomitante des complexes (QR2),, (QR2-FMN), et (QR2-FAD), sous 3 états de
charge (12, 13 et 14"), dont le spectre de masse natif est présenté en figure 47. Les distributions
de temps de dérive (ATD) associées au passage de ces ions dans la cellule IM sont ainsi
extraites, normalisées et représentées (Fig.8a). Les temps de dérive moyens de ces ATDs (¢p),
mesurés en triplicats d’acquisition a 1’apex de chaque gaussienne, sont ici indiqués (Fig.8b).
L’application de 3 étalonnages indépendants, issus de 1’analyse des étalons B-lactoglobuline,
transthyrétine et avidine a partir de la méme méthode IM-MS (triplicats analytiques), permet
une quantification de la section efficace de ces ions (' CCSa, paragraphe 5) a partir de leurs
temps de dérive (#p). La comparaison de ces valeurs réveéle un accroissement systématique de

surface en fonction de 1’état de charge des ions, quel que soit le complexe considéré (Fig.8c).

a) (QR2), + FAD + FMN (mélange 4:1:1)

14+ 13+ 12+
«—>r > —>
AnDA L, AN AA AA AN AA AA
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&)
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o
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L
15137 (ms) 11.85=+0.00 12.94=0.00 13.67+0.00 3050
15127 (ms) 14.94+0.00 15.67+0.00 16.22+0.00 300
TWOCSy, 14 (A2) 3326+ 1 3346+ 1 3365+ 1 12 13 14
TWCCSy, 137 (A2) 317542 39919 325042 Etat de charge
TWCCSy, 127 (A2) 3044+ 3 3068+ 3 3086+ 3

Figure 8 : Influence de 1’état de charge sur la section efficace des complexes (QR2),, (QR2-FMN), et (QR2-FAD), mesurée
par IM-MS (Vc = 100V, Pi = 7 mbar). a) Représentation de la distribution des temps de dérive (ATDs) normalisés de chaque
espéce aux états de charge 14, 13 et 127, b) Représentation des temps de dérive (fp) et sections efficaces (T CCSsyp) mesurés
pour chaque espéce. Les erreurs de temps de dérive et sections efficaces sont respectivement issues de triplicats d’acquisition

(sprays identiques) et d’étalonnages indépendants (sprays différents). ¢) Suivi de la section efficace en fonction de la charge.
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En effet, les ions 12" associés aux complexes (QR2),, (QR2-FMN), et (QR2-FAD), présentent
un degré de compaction maximal (3044 + 3, 3068 + 3 et 3086 + 3 A%). La présence d’une a
deux charges supplémentaires se traduit par un déploiement progressif de ces conformations,
responsable d’une augmentation significative des sections efficaces (A" CCSx,) aux états de
charge 137 (+4.3, 5.0 et 5.3%, respectivement) et 14" (+9.3, 9.1 et 9.0%, respectivement). Cette
sensibilité¢ dépend de la nature du systéme étudi€, comme en témoignent des études réalisées en
présence d’agents réducteurs ou inducteurs de charge [85, 87, 88]. Malgré ces différences
conformationnelles, la préservation d’interactions protéine-ligand en conditions natives suggere
une conservation globale des structures tertiaires et quaternaires au sein de ces ions [89]. En
conclusion, le choix du ou des états de charge natifs étudiés en IM-MS n’apparait pas trivial et

nécessite de satisfaire 2 compromis :

» Les ions considérés doivent refléter la conformation la plus compacte et native, impliquant
une minimisation des répulsions coulombiennes et I’étude d’ions de charge minimale /
rapport m/z maximal, pouvant justifier l’introduction d’agents réducteurs de charge

(triéthylamine, imidazole) [90].

» Les ions considérés doivent étre suffisamment intenses pour pouvoir étre détectés puis
caractérisés par IM-MS. Dans ce contexte, la perte de sensibilité liée au mode IM-MS
(illustrée en figure 30), et I’analyse d’ions de rapports m/z accrus (faible nombre de

charges), nécessite une optimisation avancée de la transmission.

Par ailleurs, une contrainte supplémentaire liée a la subtilité des changements conformationnels
traqués doit étre considérée dans le cas de complexes protéine-ligand. Contrairement aux
applications IM-MS dédiées a la caractérisation structurale de systémes multi-protéiques (partie
4), la variabilité conformationnelle (A™CCSx,) précédemment décrite entre états de charge
natifs (= 4-9%) peut devenir non négligeable au regard des faibles différences de conformation
criblées (= 2%) [59, 60]. En d’autres termes, la section efficace moyenne d’une espeéce A

mesurée par IM-MS ("W CCSy;, (A)) et exprimée de la fagon suivante [91-93]:
VETSyn (A) =% 30, TVCCSy; (A)
= Ouicorrespond a I’ensemble des états de charge de I’espéce A observés en MS native.

peut étre impactée d’une erreur significative, proportionnelle a 1’influence des répulsions

coulombiennes sur la section efficace de ces ions. Par conséquent, les erreurs issues de ces
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moyennes peuvent « masquer » une différence conformationnelle subtile entre espéces A et
A:ligand. Pour s’affranchir de cette variabilité, les sections efficaces mesurées entre ces 2
especes peuvent étre comparées a état de charge identique. Cette stratégie implique néanmoins
de disposer d’une distribution de charge chevauchante entre les 2 espéces comparées. Dans ce
contexte, la fixation de molécules de petite taille induisant de faibles changements
conformationnels, favorise le maintien d’une distribution de charge identique entre protéines et
complexes protéine-ligand [23, 32, 36]. Une illustration de cet avantage peut étre extrapolée de
la figure précédente (Fig.8). En effet, une moyenne des ' CCSn, mesurées sur les états de
charge 12, 13 et 14" ne permettrait plus de distinguer les espéces (QR2),, (QR2-FMN), et
(QR2-FAD); sur la base de leurs sections efficaces moyennées (3182 £ 141, 3212 + 139 et 3234
+ 140 A’ respectivement). A ’inverse, une comparaison de ces valeurs a état de charge fixe
permet une distinction non ambigué de ces 3 espéces, le cofacteur FAD induisant un
changement conformationnel plus marqué que le FMN, quel que soit 1’état de charge considéré

(3044 + 3, 3068 + 3 et 3086 + 3 A% a I’état de charge 127, respectivement).

D’autre part, la considération d’un état de charge identique permet de s’affranchir d’une étape
d’étalonnage et de détermination de sections efficaces fastidieuse dans une approche de
criblage. En effet, la « simple » analyse des temps de dérive, sensibles a la charge et a la
conformation globale des ions, suffit a comparer 2 espéces de charge identique sur 1’unique
base de leurs conformations [60, 94]. A nouveau, cette stratégie permet de s’affranchir des
erreurs liées a 1’application de 3 étalonnages indépendants, la précision de tels criblages ne

dépendant alors que :

> De larésolution IM de la méthode.

» De la reproductibilité des temps de dérive.

2. Optimisation de la résolution de la méthode IM-MS.

La séparation des ions dans la cellule de mobilité¢ ionique TWIMS s’effectue sous 1’effet de
collisions entre les molécules de gaz tampons et les ions, drainés au sein de cette cellule par un
potentiel électrique sous forme de vagues (« Travelling Waves »). Comme présenté dans le
paragraphe 5 de ce chapitre, le temps de passage des ions dans cette cellule (¢p) est inversement
proportionnel a la mobilité ionique de I’ion (K), reliée a la charge (z) et la section efficace (Q
ou "WCCSyy) de ce dernier par I’équation de Mason-Schamp [95]. Une séparation optimale des

ions implique une maitrise de leur temps de passage (¢p), conditionnée par 2 compromis :

114



L’ion doit étre suffisamment ralenti par collision avec les molécules de gaz pour permettre

une séparation efficace selon sa mobilité ionique.

La progression de I’ion dans cette cellule ne doit pas étre trop lente, afin de limiter les
phénomenes d’activation conformationnelle induits par collision, la diffusion des ions et

assurer le vidage de la cellule TWIMS entre 2 cycles de mobilité ionique.

Le principe de fonctionnement de la cellule TWIMS permet de contrdler ce temps de dérive a

travers I’optimisation instrumentale de 2 facteurs (Fig.9):

>

La probabilité de collision entre molécules de gaz et ions analytes, dépendant du débit de

gaz appliqué (Quus) dans la cellule de mobilité ionique (Fig.9a).

Le nombre de phénomeénes de retour en arriere (« roll-over ») (Fig.9b). L’application de
vagues de potentiel successives permet de drainer les ions dans la cellule IM. En fonction
de leur mobilité ionique, les ions subissent un ralentissement par collision plus ou moins
marqué, leur permettant ou non de suivre la vague initiale de potentiel n. Un mouvement
contraint de retour en arriére ralentit I’ion impacté, dont le drainage se poursuivra a travers
les vagues de potentiel suivantes (n+1, n+2...). La fréquence des phénomeénes « roll-over »
peut ainsi étre modulée par optimisation de la hauteur (WH) et de la vitesse (WV) de ces

vagues.
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Figure 9: Séparation des ions dans la cellule TWIMS. a) Influence du gaz de mobilité ionique sur la séparation des ions. b)
Influence des vagues de potentiel sur la séparation des ions, d’apres [96].
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2.1. Définition du pouvoir séparateur Rs.

Afin d’évaluer linfluence des parametres IM (Qms, WH, WYV) sur la résolution
conformationnelle de la méthode, une détermination du pouvoir séparateur Rs est ici rapportée.
Ce facteur, proposé au laboratoire par les Drs. Cédric Atmanene et Stéphanie Petiot dans le
cadre de systémes protéine-ligand, s’appuie sur une comparaison des temps de dérive (tp)
mesurés entre 2 especes de charge identique [60, 97]. Cette différence, uniquement liée a la
conformation de ces espéces, est exprimée en fonction de la largeur a mi-hauteur des

distributions de temps de dérive associées (ATDs), comme I’illustre la figure 10.

a) 100
EDpoto ~tDa
_ po .
Rg = 2X At +At -
Dholo Dapo
0
b)
100, oD 1000 © ™o 100, '» '
VARVARN WA i
/ m [ EANER
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Figure 10 : Suivi de la résolution conformationnelle de la méthode IM-MS a partir du pouvoir séparateur Rs, d’aprés [97]. a)

Expression du pouvoir séparateur Rs. b) Relation entre la différence de temps de dérive des ions (Atp), la largeur a mi-hauteur

de leurs distributions (ATDs) et le pouvoir séparateur (Rs).

En effet, le pouvoir séparateur (Rs) accessible par IM-MS entre 2 espéces de méme charge (ici

apo et holo) est d’autant plus important que (Fig.10a):

» Ladifférence de temps de dérive entre ces 2 ions est importante.

» La largeur a mi-hauteur des distributions de temps de dérive associées est minimale.

Ce facteur refléte ainsi la vallée de séparation entre 2 distributions de temps de dérive (ATDs):

une valeur de 0.5 se traduit par une séparation conformationnelle a 25% de vallée, une valeur

de 2 par une résolution a la ligne de base des distributions (Fig.10b).

L’identification de changements conformationnels subtils par IM-MS nécessite le

développement de méthodes résolutives, pouvant étre optimisées en fonction de ce facteur.
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2.2. Influence des hauteurs et vitesses de vague sur la résolution IM-MS.

L’analyse IM-MS des ions 9" associés a la protéine PDF1B seule ou complexée & son ligand
actinonine, permet de mieux comprendre 1’influence des paramétres de vague sur le temps de

dérive des ions et la résolution conformationnelle de la méthode (Fig.11-12).

Ces 2 especes, détectées de facon concomitante en présence d’'un mélange PDF1B:actinonine
2:1 sous-steechiométrique, sont tout d’abord analysées par IM-MS a différentes vitesses de
vague (Fig.11). La comparaison des temps de dérive obtenus a des vitesses de vague
croissantes de 800 (Fig.11a), 1225 (Fig.11b) et 1440 m.s" (Fig.11c) met en évidence une
augmentation globale du temps de passage des ions dans la cellule IM, quelle que soit I’espece
considérée (2.54, 8.60 et 13.45 ms pour I’espéce PDFIB apo °, respectivement). En effet,
I’augmentation de cette vitesse s’accompagne d’une augmentation du nombre de vagues par
cycle IMS, soit de mouvements « roll-over », retardant la progression des ions dans la cellule

IM et favorisant leur séparation.

Par ailleurs, la différence de temps de dérive entre ces 2 espéces croit (0, 0.44 et 0.66 ms,
respectivement) tandis que leurs distributions ATDs s’¢largissent (0.53, 0.72 et 1.60 ms pour

’espéce  PDFIB apo °*

, respectivement), synonymes d’une séparation et diffusion

conformationnelle dans la cellule IM. Un compromis idéal entre ces 2 phénomeénes est atteint a
. . roqe o -1 r r 3

une vitesse de vague intermédiaire de 1225 m.s’, corroboré par une résolution

conformationnelle maximale entre PDF1B apo et son complexe (Rs = 0.59).

a) PDF1B + actinonine (mélange 2:1) b) PDFIB + actinonine (mélange 2:1) c) PDF1B + actinonine (mélange 2:1)
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Figure 11 : Influence des vitesses de vague sur la séparation des espéces PDF1B apo et PDF1B:actinonine par IM-MS (WH :
34V, Quus: 20mL.min™). Les distributions de temps de dérive associées aux ions 9" de I’enzyme PDF1B apo (noir) et de son
complexe PDF1B:actinonine 1:1 (rouge) sont ici représentées a des vitesses de vague de a) 800, b) 1225 et ¢) 1440 m.s™. La
détermination du pouvoir séparateur Rs permet de comparer la résolution conformationnelle entre ces 3 méthodes

instrumentales.
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Des expériences similaires, réalisées a différentes hauteurs de vague, permettent d’évaluer
I’influence de ce parameétre (Fig.12). Contrairement a la vitesse de vague, une augmentation de
la hauteur de vague, de 25 (Fig.12a) a 34V (Fig.12b) s’accompagne d’une diminution globale
du temps de passage des ions dans la cellule IM, quelle que soit I’espeéce considérée (15.77 et

8.60 ms pour I’espéce PDFIB apo °

, respectivement). Réciproquement, I’augmentation de
cette hauteur entraine une diminution de mouvements « roll-over » par cycle IMS, favorisant la

progression des ions dans la cellule IM.

Bien que les différences de temps de dérive soient plus importantes a 25 (0.77 ms) qu’a 34V
(0.44 ms), I’¢largissement des distributions mesurées a plus faible hauteur de vague (1.61 ms
pour I’espéce PDFIB apo °*) restreint le pouvoir séparateur de la méthode (Rs = 0.47) et

justifie le recours a une hauteur de vague de 34V.

a) PDF1B + actinonine (mélange 2:1) b) PDF1B + actinonine (meélange 2:1)
WH=25V WH=34V
15.77 16.54 8.60 9.04
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Figure 12 : Influence des hauteurs de vague sur la séparation des espéces PDF1B apo et PDF1B:actinonine par IM-MS (WV :
1225m.s™", Quus : 20mL.min™"). Les distributions de temps de dérive associées aux ions 9* de I’enzyme PDF1B apo (noir) et de
son complexe PDF1B:actinonine 1:1 (rouge) sont ici représentées a des hauteurs de vague de a) 25 et b) 34V. La détermination

du pouvoir séparateur Rs permet de comparer la résolution conformationnelle entre ces 2 méthodes.

2.3. Influence du débit en gaz dans la cellule TWIMS sur la résolution IM-MS.

Parallelement aux parametres de vague (WV, WH) modulant la séparation IM des ions a
travers le nombre de mouvements « roll-over », le débit en gaz de la cellule TWIMS (Qpus)
conditionne la probabilité de collision entre ions analytes et molécules de gaz. Afin d’illustrer

I’impact de ce parametre, une analyse IM-MS du syst¢eme PDFI1B:actinonine précédemment
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décrit est réalisée a différents débits d’azote (Qnz2), gaz de mobilité ionique utilisé au cours de
ces travaux (Fig.13). Afin d’éviter toute activation conformationnelle des ions, un débit
d’hélium (Que) 4 fois supérieur a celui de 1’azote est maintenu en amont de la zone de
séparation IM, favorisant la thermalisation des ions [98]. Dans ce contexte, une augmentation
du débit d’azote de 15 (Fig.13a) 2 40 mL.min"' (Fig.13¢) s’accompagne d’une augmentation du
temps de dérive des espéces (8.82 4 11.36 ms pour I’espéce PDF1B apo °, respectivement), en
accord avec une fréquence de collision accrue et un ralentissement des ions. A nouveau, une
comparaison du pouvoir séparateur de ces méthodes révele une résolution conformationnelle

optimale en présence d’un débit d’azote de 20 mL.min™' (Fig.13b, Rs = 0.59)

a) PDF1B + actinonine (mélange 2:1) b) PDFIB + actinonine (mélange 2:1) ¢) PDF1B + actinonine (mélange 2:1)
Q2 = 15 mL.min! Qn2= 20 mL.min! Quz= 40 mL.min!
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Figure 13 : Influence du débit de gaz IM (N) sur la séparation des especes PDF1B apo et PDF1B:actinonine par IM-MS (WV :
1225m.s™!, WH : 34V). Les distributions de temps de dérive associées aux ions 9" de I’enzyme PDF1B apo (noir) et de son
complexe PDF1B:actinonine 1:1 (rouge) sont ici représentées a des débits d’azote de a) 15, b) 20 et ¢) 40mL.min"". La
détermination du pouvoir séparateur Rs permet de comparer la résolution conformationnelle entre ces 2 méthodes. Un rapport

Que/ Qnp de 4 est maintenu constant au sein de ces expériences afin d’éviter un « échauffement » conformationnel des ions.

3. Influence de la variabilité instrumentale sur la résolution IM-MS.

La résolution conformationnelle décrite par le pouvoir séparateur Rs, implique une
reproductibilité des temps de dérive 7p mesurés entre 2 espéces de méme charge, soit de la
différence Atp. En effet, les erreurs associées a ces valeurs sont inversement proportionnelles a
la résolution du criblage IM-MS basé¢ sur D’exploitation des temps de dérive. Cette
reproductibilité¢ implique une faible variabilité d’ordre instrumentale, se traduisant par :

» Une stabilité électronique et I’application de potentiels électriques constants (WH, WV).

» Une stabilité des pressions au sein de la cellule IM-MS (Pys).

» Une stabilité de spray et la production d’ions de désolvatation et conformation identiques.
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Afin d’évaluer cet impact, une comparaison des temps de dérive mesurés en triplicats
analytiques (sprays différents, temps différents) entre les espéces 9" associées a PDF1B apo et
holo est ici présentée (Fig.14). Le criblage IM-MS réalisé porte sur 2 mélanges sous-

steechiométriques individuels, permettant une détection concomitante :

> Des espéces 9" associées a PDF1B apo et au complexe PDF1B:actinonine 1:1 (Fig.14a).

> Des espéces 9" associées a PDF1B apo et au complexe PDF1B:27 1:1 (Fig.14b).

Les temps de dérive mesurés en triplicats analytiques (#1 a 3) sur le premier mélange (Fig.14a)
donnent des moyennes inter-réplicats de 8.67 + 0.06 et 9.11 &+ 0.06 ms pour les espeéces PDF1B
apo 9" et PDF1B:actinonine 9". Les erreurs mesurées sur ces valeurs absolues (0.06 ms) sont le
reflet de cette variabilité instrumentale. La détection concomitante de ces 2 espéces au sein de
chaque réplicat permet néanmoins de s’affranchir de cette variabilit¢ (méme spray, méme
acquisition) en ne considérant que la différence relative de temps de dérive Azpholo / apo. Cette
différence apparait conservée, quels que soit le réplicat considéré et les temps de dérive absolus

mesurés (0.44 = 0.00 ms).

Afin de comparer les changements de conformation induits par les ligands actinonine et 2/, des
expériences similaires sont menées en présence du second mélange a partir de la méme
méthode IM-MS (Fig.14b). Les temps de dérive mesurés en triplicats analytiques (#1 a 3)
donnent des moyennes inter-réplicats de 8.67 = 0.06 et 9.00 = 0.06 ms pour les espéces PDF1B
apo 9" et PDF1B:2] 9". En conséquent, une comparaison des temps de dérive moyens entre les
espéces PDF1B:actinonine 9" (9.11 + 0.06 ms) et PDF1B:2/ 9" (9.00 + 0.06 ms) ne révéle pas

de différences conformationnelles significatives entre ces especes.

Néanmoins, la différence relative de temps de dérive Azp holo / apo apparait reproductible entre
chaque réplicat (0.33 £ 0.00 ms) et s’avere significativement inférieure a celle mesurée sur le
premier mélange (0.44 + 0.00 ms). En conclusion, la variabilité instrumentale s’exprimant a
travers les erreurs mesurées sur les temps de dérive absolus (£ 0.06 ms) ne peut étre négligée
devant la subtilit¢ des changements conformationnels traqués. L’avantage d’une détection
concomitante d’espéces holo et apo permet ainsi un gain de résolution en limitant I’impact de
cette variabilité. La conservation des différences relatives de temps de dérive (0.44 + 0.00 ms et
0.33 = 0.00 ms pour les couples PDF1B:actinonine 9"/PDF1B apo 9" et PDF1B:2/ 9'/PDFIB
apo 97) au sein de chaque réplicat analytique, souligne I’existence de 2 types de changement

conformationnel subtils, induits en présence des ligands actinonine et 2/.
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a) PDF1B + actinonine (mélange 2:1) b) PDF1B+ 2] (mélange 2:1)
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ty PDF1B apo (ms) 871 | 860 | 8.71 8.67+0.06 tyPDF1Bapo (ms) | 8.71 | 8.71 | 8.60 8.67+0.06
tp PDF1B:actinonine (ms) | 9.15 | 9.04 [ 9.15 9.11+0.06 tp PDF1B:21 (ms) 9.04 | 9.04 | 893 9.00+0.06
Atpholo/apo (ms) 044 | 044 | 044 0.44 +0.00 Atp holo/apo (ms) 033 | 033 | 033 0.33+0.00

Figure 14: Influence de la variabilité¢ instrumentale sur la reproductibilité des temps de dérive zp. L’analyse IM-MS des
mélanges individuels a) PDF1B:actinonine et b) PDF1B:2/ (titrage 2:1) permet une détection concomitante des espéces PDF1B
apo et holo 9°. Une mesure de leurs temps de dérive absolus (tp) et de leurs différences relatives (Atp holo / apo) au sein de
triplicats analytiques permet d’évaluer I’impact de la variabilité¢ instrumentale sur la résolution conformationnelle accessible

par IM-MS.

4. Optimisation de la sensibilité de la méthode IM-MS.

La mise en évidence d’une perte de sensibilité liée au passage du mode MS native au mode IM-
MS (Fig.30), nécessite une (ré)optimisation de la transmission des ions [99]. Dans cette
optique, certaines tensions d’accélération (voltage de cone Ve, énergie de collision Trap CE,
voltage Trap Bias) et pressions (pression en source Pi, pression en cellule Trap, pression en gaz
de thermalisation He) appliquées en amont de la région de séparation TWIMS, doivent étre

ajustées afin :

» De garantir une sensibilité suffisante a I’analyse IM-MS.

» De ne pas altérer la conformation native et compacte des ions étudiés.

4.1. Compromis entre transmission et activation conformationnelle des ions.

Pour illustrer ce compromis, I’impact de 1’énergie de collision Trap (Trap CE) sur I’intensité et
le profil de distribution de temps de dérive (ATD) des ions 9" associés au complexe PDF1B:2/
1:1 est ici rapporté (Fig.15). L’application d’une faible énergie de collision (4V, Fig.15a) se
traduit par un profil ATD gaussien, centré sur un temps de dérive de 11.14 ms. Néanmoins,
cette distribution présente une intensité¢ limitée (3.10* coups combinés sur 29 scans).
L’application d’une tension optimale de 12V (Fig.15b) permet de multiplier cette intensité par

un facteur 3 (9.10" coups), sans modifier le profil de distribution ATD.
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a) PDFIB + 27 (mélange 1:2) b) PDFIB +2I (mélange 1:2) c) PDFIB +2I (mélange 1:2) d) PDFIB +2I (mélange 1:2)
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Figure 15: Influence de 1’énergie de collision Trap (Trap CE) sur la transmission et activation conformationnelle des
complexes PDF1B:2] (WV : 1225m.s™, WH: 34V, Qu,: 20mL.min”', Qu/Qno : 4). La distribution des temps de dérive
associée aux ions 9" du complexe PDF1B:2/ 1:1 (ATD) est ici représentée a des énergies de collision Trap de a) 4, b) 12, c) 20

et d) 28V. Le temps de dérive moyen et ’intensité de ces ATDs sont ici mesurés a ’apex des signaux (total de 29 scans).

Au-dela de cette tension, une déformation progressive du profil ATD et une diminution de son
intensité sont observées. A 20V (Fig.15¢), un décalage du profil ATD vers des temps de dérive
inférieurs est rapporté (zp = 10.47ms), suggérant une activation conformationnelle des especes
PDF1B:ligand 9", a I’origine de leur compaction. Cette compaction artefactuelle est exacerbée
a 28V (Fig.15d), le temps de dérive des ions continuant a décroitre (1p= 10.25 ms). Par ailleurs,
une diminution drastique de ’intensité du signal ATD est observée (9.10° coups), s’expliquant
par une dissociation partielle du complexe, a I’issue de son activation conformationnelle. Cet
équilibre fragile souligne DI’importance de ces paramétres dans « 1’échauffement »
conformationnel des ions, également mise en évidence par 1I’é¢tude d’ions thermométres dans la

littérature [98, 100, 101].

4.2. Introduction au criblage de la stabilité conformationnelle des ions par IM-MS.

Bien que de telles distorsions conformationnelles soient a proscrire des expériences d’ IM-MS
native, certaines informations structurales peuvent néanmoins étre extraites de ces profils
d’activation [45, 102]. En effet, I’étude de la stabilité conformationnelle des ions en phase
gazeuse offre une perspective de contournement des limites de résolution IM-MS, pouvant
permettre de cribler 2 structures tertiaires partageant la méme « enveloppe»
conformationnelle (fp et '"CCSy» identiques) [64]. Ces expériences reposent sur une
détermination du profil d’activation conformationnel des ions, initi¢ en amont de la cellule de

mobilité ionique par collision avec des molécules de gaz. Cette activation, généralement
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réalisée en cellule Trap, est provoquée par une accélération des ions en présence d’argon. Les
collisions résultantes contribuent ainsi @ une augmentation de 1’énergie interne des ions,
pouvant conduire a une activation conformationnelle et/ou a une dissociation du complexe non-
covalent [103]. Le suivi IM-MS de ces phénomenes permet d’étudier le profil d’activation
conformationnel des ions, dont la nature (compaction, décompaction) est reliée a la stabilité des
structures tertiaires et a la charge portée par ces especes [48, 104]. La comparaison de ces
empreintes peut ainsi permettre un criblage de ligands, basé sur la stabilité conformationnelle

induite au sein des complexes [62, 63].

Une illustration de cette approche est ici proposée en figure 16. Le complexe (QR2-FAD),
formé entre ’enzyme QR2 et son cofacteur FAD est analysé par IM-MS a différentes énergies
de collision Trap. La distribution des temps de dérive associée a I’ion 14" est ainsi extraite
entre 20 et 70V. La comparaison des profils ATDs révele 1’existence d’une conformation
compacte et unique (vert) a de faibles énergies (20, 30V), associée a un faible temps de dérive
(tp = 15 ms). L’augmentation de cette énergie (40 a 60V) s’accompagne d’un élargissement
puis d’un décalage de la distribution vers des temps de dérive supérieurs (¢p = 16.5 ms), relatifs
au déploiement de la conformation compacte et a 1’apparition d’un intermédiaire
conformationnel (bleu). Ce phénomeéne de déploiement se poursuit a des énergies supérieures
(60, 70V), déplagant 1I’équilibre vers une forme décompactée (rouge), de temps de dérive accru
(tp = 17.5 ms). Cette signature, propre a ’espéce (QR2-FAD), 14”, peut ainsi étre comparée en
fonction de la nature du cofacteur, a état de charge identique et dans des conditions
instrumentales similaires. La recherche de différences qualitatives (nature des conformeres) et
quantitatives (énergies de transition conformationnelle, intensité relative des conformeéres) entre

de telles empreintes permet d’étendre les criblages IM-MS a la stabilité des conformations.
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Figure 16 : Détermination de la stabilité conformationnelle du complexe (QR2-FAD), en phase gazeuse. L’analyse IM-MS de
ce complexe a différentes énergies de collision Trap (20 a 70V) permet un suivi de la distribution des temps de dérive (ATD)
associée a I’espéce 14". La comparaison des profils obtenus met en évidence un déploiement conformationnel de 1’ion,
transitant d’une forme compacte (vert) a une forme décompactée (rouge) a travers la formation d’un intermédiaire

conformationnel de compaction intermédiaire (bleu).

5. Mesure de la section efficace ' CCSx des ions sur la cellule TWIMS du Synapt G2.

5.1. Synchronisation de la cellule TWIMS et de 1’analyseur TOF.

Le fonctionnement synchronisé de la cellule TWIMS et de 1’analyseur TOF du Synapt G2 en
mode IM-MS, permet un couplage entre ces 2 dimensions de séparation (Fig.17a). L analyseur
TOF, situé¢ en aval de la cellule TWIMS, présente un temps de cycle (tror = 30-200us, selon la
gamme m/z analysée) inférieur a celui de la cellule TWIMS (ty = 5-40ms) [73]. Cette
différence d’échelle de temps permet un échantillonnage des ions au sein des cycles TOF
consécutifs, au fur et a mesure de leur « élution » de la cellule de mobilité¢ ionique. Chaque
cycle IM se compose d’un nombre fixe de 200 cycles TOF (Fig.17b). Les ions, accumulés dans
la cellule Trap, sont injectés de maniére controlée au sein de la cellule TWIMS, initiant le
décompte de ces 200 cycles TOF [105]. Le temps de dérive ¢p des ions peut ainsi étre calculé
par identification des cycles TOF conduisant a leur détection en masse (m/z). Le temps de cycle
tror étant connu, le temps de dérive 7p d’un ion détecté dans le spectre de masse associé au 100°
cycle TOF est donc égal au produit de ces 2 grandeurs (zp = 100 x tror). Cette synchronisation
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permet I'utilisation d’un unique détecteur, en mode MS comme IM-MS. L’achévement du 200°
et dernier cycle TOF marque la fin du cycle IM en cours, s’accompagnant d’une réinitialisation
du comptage et de I’injection d’un nouveau paquet d’ions dans la cellule TWIMS. 11 est
important de préciser que la séparation des ions obtenue en sortie de cellule TWIMS, est

préservée jusqu’a leur arrivée sur le détecteur [105].
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Figure 17 : Synchronisation a) spatiale et b) temporelle entre la cellule TWIMS et I’analyseur TOF de I’instrument Synapt G2,
adaptée de [73]. Le temps de dérive tp, défini a partir du nombre de cycles TOF écoulés et de leur durée (tror), correspond au
temps passé par I’ion depuis son injection dans la cellule TWIMS jusqu’a sa détection en masse (m/z). La correction de cette

valeur permet de retrancher le temps passé par 1’ion en aval de la cellule TWIMS, donnant accés a son temps de dérive réel 75",

5.2. Correction du temps de dérive.

Le temps de dérive #p’ réellement parcouru par les ions au sein de la cellule TWIMS, nécessite
de retrancher a la valeur 7, précédemment définie, le temps passé par ces ions dans la cellule
Transfer, entre la cellule Transfer et le « pusher » (lentilles de transfert), ainsi que dans

I’analyseur TOF (Fig.17a) [99]. Ces 3 contributions peuvent étre évaluées expérimentalement :

> Le temps de passage de I’ion dans la cellule Transfer (¢7:unser) est relié a la vitesse de
déplacement de la vague T-Wave (W Vmnster) drainant cet ion en 1’absence de phénoménes

« roll-over » et a la longueur de cette cellule (Lrranster, 10cm), selon 1’équation (1):

_ LTransfer (1)
wv Transfer
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> Le temps passé par I’ion entre la cellule Transfer et le « pusher » (¢7rangfer-pusher) dépend du
rapport m/z de I’ion et d’une constante instrumentale « ¢ », égale a 1.41 pour une gamme
m/z n’excédant pas 5000 Th ou 1.57 au-dela de cette limite [97]. Ce dernier est défini par
I’équation (2):

m/z

2)

t - =cX
Transfer—Pusher 1000

» Le temps de passage de I’ion dans I’analyseur TOF (#7or »:) est proportionnel a la racine

carré de son rapport m/z [106], et peut tre calculé a partir de 1’équation (3) :

JATE

tTOF m/z = 0044' X 1000

3)

5.3. Etalonnage de I’instrument et mesure de sections efficaces ' CCSsp.

Dans une cellule de mobilité ionique conventionnelle de type « Drift Tube » ou DTIMS, la
mobilité ionique d’un ion (K, exprimée en m>.V™'.s™) est donnée par le rapport entre sa vitesse
de dérive au sein de la cellule (vp, m.s™) et le champ électrique appliqué dans cette derniére (E,
V.m™) [107]. La vitesse vp peut étre déterminée expérimentalement & partir du temps de dérive

mesuré (tp’, s) et de la longueur de la cellule de mobilité (L, m) (équation 4) :

La comparaison de cette grandeur K entre différents instruments, nécessite sa normalisation en
fonction de la température (T, en Kelvin) et de la pression (P, en Torr) appliquées dans la
cellule IM [107]. Cette normalisation permet une expression de K sous forme de mobilité
réduite Ko corrigée a partir des valeurs de pression (Pyp = 760 Torr) et de température (To =

273.15 K) standards [108] (équation 5) :

p T P 273.15 L p 273.15
Ky=KX—X=2=KXx— X = X — X
P, T 760 T EXtp! 760 T

)

La détermination de la mobilité réduite Ky d’un ion permet de remonter a sa section efficace ou
CCS a partir de 1’équation de Mason-Schamp (6) [109-111]. Cette derniére relie la mobilité
réduite Ko de 1’ion a la charge de ’électron (e = 1.6.10™"° C), la constante de Boltzmann (k, =

1.38.10% J.K™), la température de la cellule de mobilité ionique (T, en K), la densité de
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nombre (N, m™) et la masse molaire (Mgaz, kg.mol™") du gaz de mobilité utilisé, la masse

molaire (Mion, kg.mol™) et le nombre de charge (z) de I’ion, et sa section efficace (Q, m?) :

K. = 3 Xe Xz x 21T x 1 + 1 x 1 6
0™ 16N kT Mgaz = Mion Q (6)

La combinaison des équations (5) et (6) fournit une expression directe de la section efficace de
I’ion (Q2) en fonction de son temps de dérive (tp’), de sa masse (Mion) et de sa charge (z)
(équation 7). La mesure de ces 3 variables par IM-MS permet de résoudre cette équation, dont
les constantes physiques (e, ky, IT) et les paramétres expérimentaux (N, T, P, Mg,,, E, L) sont

connues

3e T 760 | 2m 1 1 zZXtpIXE
0="x x = [ x + x Z2°D (7)
16N~ 27315 P A|kpT Mga;  Mion L

L’équation de Mason-Schamp ici décrite (7) n’est applicable qu’en présence de champs
¢lectriques E réduits, et nécessite que ces derniers soient linéaires et uniformes [110, 112].
Contrairement a une cellule DTIMS, le champ électrique E appliqué dans la cellule TWIMS,
bien que réduit, s’avére non linéaire et varie dans le temps ainsi que dans I’espace [105, 113].
La détermination de sections efficaces en azote par TWIMS ("W CCSsnz) s’effectue donc a
I’aide d’un étalonnage, en présence de protéines étalons dont les CCSs ont été préalablement
mesurées par DTIMS, généralement en hélium (°'CCSye) [107]. 11 est important de préciser
que le choix de ces étalons n’est pas trivial, et conditionne la justesse des ' CCSn, mesurées
sur I’analyte [60, 114]. Une illustration de cette influence est rapportée en partie 4 de ce
manuscrit. La génération de courbes d’étalonnage s’effectue par une analyse IM-MS
concomitante des étalons et de ’analyte, dans des conditions instrumentales identiques.

Concrétement, 1’objectif consiste :

» A établir une relation mathématique entre les temps de dérive tp’ mesurés par TWIMS sur

les ions étalons, et leurs CCSs déterminées par DTIMS (°'CCSpe).

» A appliquer cette relation (« étalonnage ») aux tp’ mesurés par TWIMS sur les ions

analytes, permettant une mesure de leurs " CCSsyp.

Pour cela, I’équation de Mason-Schamp (7) est tout d’abord exprimée a partir de Q’, défini par:

/ Q tp’XE
Q' = = ==AX=— ®
ZX

+
Mgaz Mion
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3e T 760 |2
Avec : A_16N 27315 P m ©)

L’équation (8) permet une expression de la section efficace corrigée des ions étalons (Q’,
DTIMS) en fonction de leur temps de dérive mesuré (zp’, TWIMS). Cette relation, de type Q’=

f (tp’), est ajustable a une fonction mathématique de type puissance (équation 10) [105, 107]:
Q' =axty®  (10)

D’expression logarithmique : In (Q) =1n(a) + bxIn(t,) (11)

L’équation (11) permet une détermination graphique des constantes mathématiques a, b et R%,
ou a correspond a un facteur correctif de la température, b a un facteur correctif de la non
linéarité de la cellule TWIMS, et R? au coefficient de corrélation de cette droite [105].
Connaissant a et b, la combinaison des équations (10) et (8) s’achéve par ’obtention d’une

droite d’étalonnage, définie par :

Q=axt,” (12)

1 1
Avec : ty' =t bXZX\/( + )
b b Mgaz Mion
La droite d’étalonnage (12) permet ainsi de mesurer la section efficace 2 de I’ion analyte

("WCCSny), dont 1a masse, la charge et le temps de dérive sont extraits de 1’analyse IM-MS.

6. Calcul de CCSs théoriques a partir de structures de haute résolution.

Les structures de haute résolution disponibles sur les biomolécules étudiées (cristallographie,
RMN, cryo-microscopie électronique) peuvent étre utilisées dans une approche de simulation,
permettant d’en prédire la CCS théorique. En effet, la section efficace rotationnellement
moyennée dune molécule ionisée (CCS), se définit mathématiquement comme 1’intégrale de
collision (Q) s’exercant entre atomes de I’ion et atomes de gaz au sein de la cellule IM, définie

par I’équation (13) suivante [111, 115]:
Q) =k ["de ) daf(e,T)o(s,a)(1—cosa) (13)

Ou k correspond a une constante, a I’angle de déviation de I’ion apres collision, f (g,T) la
distribution d’énergie cinétique € dans un gaz de température T, et o(g,a) la probabilité de
distribution de I’angle a pour des trajectoires d’ion d’énergie cinétique €. En d’autres termes, la
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section efficace 0 d’un ion peut étre calculée par simulation et intégration des collisions
(énergies, géométries) entre le gaz tampon et ses atomes, dont les coordonnées cartésiennes
(x,y,z) sont fournies par la structure de haute résolution. Cette simulation, facilement applicable
a des molécules sphériques, se complexifie en présence de géométries plus irrégulicres, et
repose sur I’application de différents algorithmes. Le logiciel Mobcal, développé par I’équipe
de Jarrold et modifié selon les propositions de Ruotolo et al. [99], est ici utilisé au cours de ces

travaux. Ce dernier permet un calcul de CCS théorique selon 3 algorithmes [116, 117]:

» L’algorithme « Projection Approximation » (PA) assimile les atomes de la molécule a des
spheres dures, et la géométrie de cette derniere a une sphére. Cette considération facilite la
simulation, la section efficace Q pouvant étre définie comme I’aire projetée de la sphére
sur un plan, moyennée sous différentes orientations [118]. La méthode PA, n’intégrant pas
les collisions entre atomes, s’avere la plus rapide mais sous-estime généralement la CCS
des protéines [119]. En effet, la concavité de ces molécules non planes n’est ici pas prise
en compte. Une version optimisée de cet algorithme, appelée « Projection Super
Approximation », a récemment ét¢ développée, corrigeant cette erreur par la détermination

d’un facteur de concavité [120, 121].

» L’algorithme « Exact Hard Sphere Scattering » (EHSS) propose une meilleure estimation
de la section efficace €2, ce dernier simulant les trajectoires de collision entre atomes [117].
Néanmoins, 1’assimilation des atomes a des sphéres dures conduit a occulter de potentielles
interactions entre atomes d’ions et de gaz par effet de dipdles induits, pouvant affecter les

trajectoires simulées, soit la valeur Q.

» L’implémentation d’un potentiel de Lennard-Jones plus réaliste au sein de 1’algorithme
« Trajectory Method » (TM), permet une estimation plus fidele de Q [116]. Cette méthode,
reposant sur une simulation des trajectoires de collision, fournit les valeurs de CCS les plus
fiables. Cependant, la complexité de cet algorithme nécessite un temps de calcul plus

important que les méthodes PA et EHSS.

L’application de ces 3 méthodes, aujourd’hui complétées par de nouveaux algorithmes (PSA,
IMPACT) [120, 122], permet une comparaison entre CCSs théoriques et '"CCSsny
expérimentales. Néanmoins, la pertinence de ces comparaisons implique de considérer 1’état
physique de la structure simulée (solide, liquide), son nombre d’atomes, le type d’atome et la

nature du gaz exploités par I’algorithme [60, 123, 124].
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En I’absence de structures de haute résolution, une estimation grossiére de la CCS d’une

protéine a partir de sa masse reste possible, par application de 1’équation (14) suivante [99] :

O = 2.435xM?/3  (14)

Néanmoins, cette approximation suppose une conformation sphérique ainsi qu’une densité

atomique constante au sein de la protéine.

7. Conclusions.

L’optimisation des conditions instrumentales en IM-MS native conditionne 1’obtention
d’informations fiables sur la conformation de complexes non-covalents en solution et leur
stabilité¢ conformationnelle en phase gazeuse. La subtilit¢ des changements conformationnels
suivis nécessite une optimisation récurrente des paramétres présentés, propre a chaque systéme
é¢tudié. L’application de ces développements méthodologiques au criblage de complexes

protéine-ligand par IM-MS native, est abordée dans les chapitres 5 et 6 suivants.
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Chapitre 3 : Etude d’'un complexe enzyme/substrat par
MS native : le systeme PRMT6/SAH/peptide H4.

1. Présentation du contexte biologique.

La méthylation des arginines constitue une modification post-traductionnelle répandue chez les
mammiferes, modulant la reconnaissance et I’activité biologique de nombreuses protéines
cytoplasmiques et nucléaires [125]. Cette réaction, catalysée par une classe ubiquitaire
d’enzymes appelées protéines arginine méthyltransférase (PRMTs) et constituée de 9 membres
(PRMT 1 a9), se décline en 3 classes (I, II, III), distinctes par le nombre et la position du ou
des groupement(s) méthyles transférés [126] (Fig.18). Chaque classe catalyse la
monométhylation du groupement guanidine (MMA) au sein de motifs riches en glycine et
arginine (GAR). A I’exception de la classe III (PRMT 7), cet intermédiaire sert & nouveau de
substrat aux enzymes de classe I (PRMT 1, 3, 4, 6, 8) et II (PRMT 5), assurant respectivement
la diméthylation asymétrique (ADMA) ou symétrique (SDMA) de la chaine latérale.
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Figure 18 : Représentation schématique des mécanismes de méthylation catalysés par les 3 classes d’enzymes PRMT, d’apreés
[126]. Les enzymes de classe I, II et III catalysent conjointement la formation de monométhylarginine (MMA) sur I’un ou
I’autre des azotes situés en position ®, chimiquement équivalents. L’ajout d’un second groupement méthyle est observé en
présence des enzymes de type I (PRMT 1, 2, 3, 6, 8) et Il (PRMT 5 et 7), assurant respectivement la diméthylation asymétrique

ou symétrique de la chaine latérale.

Le large spectre de protéines substrats recouvert par chacune de ces enzymes implique les
PRMTs dans la régulation de nombreux processus biologiques, dont ’activation et répression
de la transcription, 1’épissage alternatif, la réparation de I’ADN ou encore la transduction du
signal [127-130]. Plus récemment, la mise en évidence d’une surexpression de ces enzymes

dans certains types de cancer, dont ’isoforme nucléaire PRMT6 (classe II), a souligné le
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potentiel thérapeutique de cette cible, nécessitant une compréhension approfondie de sa
structure et de son mécanisme enzymatique [131, 132]. Dans cette optique, des études
structurales et enzymatiques menées sur le variant humain (HsPRMT6) en présence de
différents cosubstrats donneurs (S-Adénosylméthionine, SAM et son analogue inactif S-
adénosyl-L-homocystéine, SAH) et substrats accepteurs (peptides de I’histone H4 et de la
fibrillarine, non méthylés ou monométhylés) de groupement méthyle, ont été réalisées [133-
136]. Ces résultats supportent une homodimérisation de la protéine favorisée par le recrutement
du cosubstrat SAM, chaque monomeére constituant une sous-unité catalytique active composée
de 2 sites de fixation distincts pour le donneur et 1’accepteur. Néanmoins, le mécanisme
enzymatique de cette réaction demeure controversé. En effet, deux modeles antagonistes ont été

proposés (Fig.19):

» Le premier (Fig.19a) impliquerait une fixation et un relargage ordonnés des (co)substrats et
produits. Dans ce schéma, le recrutement du cosubstrat SAM précéderait le recrutement du
substrat peptidique monométhylé, le relargage du SAH succéderait a la libération du

peptide asymétriquement diméthylé [133].

» Le second (Fig.19b) reposerait sur une fixation aléatoire des 2 (co)substrats, médiée par
leurs affinités respectives. La catalyse effectuée, les produits de réaction seraient

¢galement relargués du complexe ternaire de fagon aléatoire [134].

a) b)
MMA SAM SAH ADMA

SAM  MMA ADMA SAH l‘ l‘ I I

P [

E EA  EAB = EPQ EP E E

EABZ= EPQ

I b

SAM MMA ADMA SAH

Figure 19 : Description des mécanismes enzymatiques séquentiels ordonnés (a) et aléatoires (b) proposés pour PRMT6. a) Dans
le modele ordonné, PRMT6 (E) recrute tout d’abord son cosubstrat SAM (A), indispensable a la fixation de son substrat
peptidique monométhylé MMA (B). Le transfert de groupement méthyle au sein du complexe ternaire s’achéve par le relargage
séquentiel du produit asymétriquement diméthylé ADMA (Q), suivi du produit SAH (P). b) Dans le modéle aléatoire, la
fixation aléatoire du cosubstrat SAM et substrat MMA génére un complexe ternaire, dont la catalyse s’accompagne du

relargage aléatoire des produits SAH et ADMA.
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Dans ce contexte, une collaboration avec 1’équipe du Pr. Jean Cavarelli (IGBMC, Strasbourg)
s’est articulée autour de la caractérisation du variant PRMT6 murin (MmPRMT®6), présentant
une homologie de séquence (92% d’identité) et de structure (rmsd Ca ~ 0.51-0.60) importante
avec HsPRMT6. La purification et cristallisation relativement aisée de cette protéine ont ainsi
permis ’obtention de structures de trés haute résolution (jusqu’a 1.3A), co-cristallisées ou non
en présence de 1’analogue de cosubstrat SAH. L’exploitation de ces structures homologues a
HsPRMT6 a ainsi nécessité une analyse structurale comparative des complexes binaires et
ternaires formés entre MmPRMT6, le SAH et un peptide substrat de I’histone H4 par MS

native.

2. Objectifs de I’analyse.

L’objectif de ces travaux consiste en une meilleure compréhension du mécanisme enzymatique
catalysé par I’enzyme MmPRMT6, a travers 1’étude structurale de ses complexes formés en
présence de (co)substrats. D’autre part, ’identification d’un dimeére covalent au sein de
certaines structures cristallographiques de MmPRMT6 et HsSPRMT6 (entrées PDB 4HC4 et
4QQP), aux conséquences structurales dramatiques (déploiement de I’hélice aX nécessaire a la
catalyse), interroge sur la pertinence biologique de ce pont disulfure [137]. Afin de répondre a

ces questions, une détermination :

» De I’état oligomérique de MmPRMT6

» Des steechiométries d’interaction entre: a) MmPRMT6 et I’analogue de cosubstrat SAH

b) MmPRMT®6 et un peptide substrat (histone H4)

» Des steechiométries d’interaction entre les complexes binaires MmPRMT6-SAH et le

peptide substrat de 1’histone H4

est ici réalisée par MS native.

3. Résultats.

3.1. Détermination de 1’état oligomérique de la protéine MmPRMT®6.

Dans un premier temps, une analyse de la protéine MmPRMT6 seule a été réalisée (Fig.20).
Les résultats obtenus en conditions dénaturantes (Fig.20a) ont permis la mise en évidence de 2
espeéces majoritaires (42028.3 + 0.5 et 420554 + 0.2 Da), correspondant au monomere

MmPRMT6 (masse théorique : 42026.6 Da) associé¢ ou non a un excés de masse de 28.8 Da.
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Une analyse protéomique par nanoLC-MS/MS aprés digestion trypsique a révélé une
diméthylation du résidu arginine en position 7, a I’origine de 1’exceés de masse retrouvé sur
I’espéce principale, et en accord avec la description de phénomenes d’autométhylation [138].
La caractérisation de cet échantillon (5uM) en conditions natives (AcNH4 150mM pHS.2) met
en évidence 1’existence d’une espéce majoritaire de 84111 £ 2 Da, correspondant a la masse
d’un dimere non-covalent de MmPRMT6 (Fig.20b). L’identification d’une espéce minoritaire
de 84491 + 1 Da, associé¢e a la masse d’un dimere fixant partiellement une molécule de SAH
(384 Da), révele la présence de cofacteur d’origine endogéne. L’observation de dimeéres
covalents en cristallographie semblent donc artefactuelle et serait vraisemblablement liée a

I’existence des contraintes cristallographiques.

a) Conditions dénaturantes
47+
i~ O 420553+£0.2Da 4g+ 264_
% 42028.3+£0.5Da
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’_\‘_\_/-\_l_\—’
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Figure 20 : Analyse de la prot¢éine MmPRMT6 en conditions dénaturantes (a) et natives (b). a) L’analyse de la protéine
dénaturée a 2uM dans un tampon ACN:H,O:HCOOH 50:50:1 révéle la présence de 2 espéces majoritaires, correspondant au
monomeére MmPRMT6 ( O) plus ou moins diméthylé (*). b) L’analyse de cet échantillon a SpM en conditions natives
(AcNH,4 150mM pHS8.2, Vc = 120V, Pi = 6 mbar) met en évidence une dimérisation de MmPRMT6 ( QO), partiellement

associée a une molécule de SAH d’origine endogéne (@O).
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3.2. Caractérisation des complexes binaires MmPRMT6-SAH et MmPRMT6-H4.

Afin de mieux comprendre le mécanisme enzymatique catalysé, une détermination de la
steechiométrie d’interaction entre 1’enzyme et ses (co)substrats individuels (SAH ou peptide

H4) a été¢ menée (Fig.21, 22).

Dans un premier cas, un titrage de I’enzyme (5uM de monomeére) en présence de
concentrations croissantes de 1’espéce SAH (5 a 25uM) a été suivi par MS native (Fig.21 a-d).
En conditions équimolaires (Fig.21b), un déplacement de I’équilibre vers la formation de
complexes binaires spécifiques (MmPRMT6),-(SAH), de 84891 + 8 Da confirme une
stoechiométrie d’interaction monomeére:SAH 1:1. Cette interaction s’avere spécifique, aucune
distribution statistique de stcechiométries d’ordre supérieur n’étant observée. La persistance de
formes insaturées a cette concentration semble en accord avec ’affinité mesurée entre cette
espece et le variant humain [134]. Une fixation aspécifique de molécules de SAH est observée
a des concentrations de substrat plus élevées (Fig.21c, d), limitant la saturation spécifique du

dimére MmPRMT6 en SAH.
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Figure 21 : Caractérisation des complexes binaires formés entre ’enzyme MmPRMT6 et I’analogue de cosubstrat SAH (V¢ =
120V, Pi = 6 mbar). a) Le titrage de SpM de monomére MmPRMT6 en présence de b) 5, ¢) 10 et d) 25uM de SAH, permet une

détermination de la steechiométrie des complexes formés par MS native.
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Des expériences similaires ont été réalisées a partir du peptide substrat H4, incubé a différentes
concentrations (5 a 20uM) en présence de SuM d’enzyme libre (Fig.22a-d). La mise en
¢vidence de la formation de complexes (MmPRMT6),-peptide H4 (86421 + 1 Da) suggere une
fixation du substrat accepteur indépendante de la présence du cosubstrat donneur, soutenant
I’existence d’un mécanisme séquentiel aléatoire proposé par 1’équipe de P.R Thompson [134].
Par ailleurs, I’identification d’une stcechiométrie de fixation unique, quelle que soit la
concentration de peptide utilisée, suggere le recrutement spécifique d’une seule molécule de
peptide H4 par dimére MmPRMT6. La compétition a 1’ionisation du peptide H4 non complexé
et la relative incompatibilité de son tampon de stockage, responsables d’une extinction et d’un

¢largissement des signaux, ont limité le recours a des concentrations plus élevées.
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Figure 22 : Caractérisation des complexes binaires formés entre I’enzyme MmPRMT®6 et le peptide substrat H4 (Vc = 120V, Pi
= 6 mbar). a) Le titrage de SuM de monomére MmPRMT6 en présence de b) 5, ¢) 10 et d) 20uM de peptide H4, permet une

détermination de la steechiométrie des complexes formés par MS native.
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3.3. Caractérisation des complexes ternaires MmPRMT6-SAH-H4.

Afin de vérifier l'influence de la saturation du dimére MmPRMT6 en SAH sur sa
steechiométrie d’interaction en peptide H4, un titrage de complexes binaires MmPRMT6-SAH
préformés en présence de concentrations croissantes de peptide H4 a été analysé (Fig.23a-d).
Les conditions de préformation des complexes binaires (MmPRMT6-SAH), ont été ici fixées
de facon a limiter la fixation aspécifique de SAH précédemment décrite (Fig.21). A nouveau,
une steechiométrie d’interaction unique d’une molécule de peptide H4 par dimére MmPRMT6
est observée, malgré la saturation de ’enzyme en SAH (87189 + 3 Da, Fig.23b). L absence de
complexes ternaires (MmPRMT6),-(SAH),-(H4), en dépit d’un excés de substrat H4
(Fig.23c,d) pourrait se traduire par I’existence d’un mécanisme processif déja décrit pour
certaines PRMTs de type I, dont la HsSPRMT6 [139, 140], dans lequel le produit monométhylé
par le premier monomere serait successivement diméthylé au sein du second monomere,
potentiellement sans relargage (Fig.24). Néanmoins, ces informations demeurent insuffisantes
dans la proposition d’un mécanisme processif ou distributif, nécessitant une caractérisation

structurale et biochimique approfondie de ces complexes.
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Figure 23 : Caractérisation des complexes ternaires formés entre les complexes binaires MmPRMT6-SAH et le peptide substrat
H4 (Vc = 120V, Pi = 6 mbar). a) Les complexes binaires préformés entre SpuM d’enzyme MmPRMT6 et SpuM de SAH sont ici
titrés en présence de b) 5, ¢) 10 (c) et d) 20uM de peptide H4. L’analyse des mélanges par MS native permet de déterminer la

steechiométrie de ces complexes.
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Figure 24 : Représentation schématique des mécanismes distributifs (a) et processifs (b, ¢) proposés pour I’enzyme
MmPRMT6. a) Dans un mécanisme distributif, la nature du substrat méthylé par chaque monomére ( © ) dépend de sa
concentration et de son affinité. b-c) Dans un mécanisme processif, le substrat monométhylé par le premier monomeére (©)
devient successivement le substrat du second monomeére, générant un produit asymétriquement diméthylé (®). L’étape de

diméthylation peut impliquer b) le relargage c) ou non du substrat monométhylé.

4. Conclusions.

La caractérisation des complexes formés entre MmPRMT6, un analogue de cosubstrat
catalytiquement inactif SAH et le peptide substrat modele de I’histone H4 par MS native,
soutient I’existence d’une analogie structurale et fonctionnelle entre MmPRMT6 et HsSPRMT6.

Les résultats obtenus confirment :

» Une homodimérisation non-covalente de la protéine. La formation d’un pont disulfure
entre les cystéines C53 (domaine de fixation SAM) et C232 (domaine de dimérisation) de
chaque monomere, observé dans les structures Hs/MmPRMT6, semble donc résulter de

contraintes cristallographiques.

» La fixation d’une molécule de cosubstrat donneur (SAH) par monomére, en accord avec
les données structurales et enzymologiques générées sur le variant murin et disponibles sur

le variant humain [134-136].

» Une fixation du peptide H4 sur le dimére MmPRMT6 indépendante de la présence de

cosubstrat SAH, a raison d’une copie par monomere.
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Ces informations soutiennent I’existence d’un mécanisme enzymatique de type séquentiel
aléatoire et processif, proposé dans la littérature pour le variant humain [134, 139], qui
nécessiterait une confirmation structurale et enzymatique approfondie. En conclusion, la
combinaison des données structurales générées par cristallographie et MS native au cours de
ces travaux, témoignent de I'intérét de I'utilisation du modéle MmPRMT6 pour le criblage

rationnel d’inhibiteurs de HsPRMT6.

5. Valorisation.
Les travaux réalisés dans le cadre de ce projet ont donné lieu a la publication suivante :

Bonnefond L, Stojko J, Mailliot J, Troffer-Charlier N, Cura V, Wurtz JM, Cianférani S,
Cavarelli J. Functional insights from high resolution structures of mouse protein arginine
methyltransferase 6. J. Struct. Biol. (2015), 191, 175-183.

141



142



Journal of Structural Biology 191 (2015) 175-183

Journal of

Contents lists available at ScienceDirect
Structural

Journal of Structural Biology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/yjsbi

i

@ CrossMark

Functional insights from high resolution structures of mouse protein
arginine methyltransferase 6

Luc Bonnefond ?, Johann Stojko ”, Justine Mailliot %, Nathalie Troffer-Charlier %, Vincent Cura?,
Jean-Marie Wurtz?, Sarah Cianférani®, Jean Cavarelli **
2 Département de Biologie Structurale Intégrative, Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire (IGBMC), Université de Strasbourg, CNRS UMR7104, INSERM U964, 1

rue Laurent Fries, Illkirch, F-67404, France
bLaboratoire de Spectrométrie de Masse BioOrganique (LSMBO), IPHC-DSA, Université de Strasbourg, CNRS, UMR7178, 25 rue Becquerel, Strasbourg 67087, France

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 4 July 2014

Received in revised form 19 March 2015
Accepted 18 June 2015

Available online 18 June 2015

PRMT®6 is a protein arginine methyltransferase involved in transcriptional regulation, human immunod-
eficiency virus pathogenesis, DNA base excision repair, and cell cycle progression. Like other PRMTs,
PRMT®6 is overexpressed in several cancer types and is therefore considered as a potential anti-cancer
drug target. In the present study, we described six crystal structures of PRMT6 from Mus musculus, solved
and refined at 1.34 A for the highest resolution structure. The crystal structures revealed that the folding
of the helix oX is required to stabilize a productive active site before methylation of the bound peptide

f\ilegxoffrsa:nsferase can occur. In the absence of cofactor, metal cations can be found in the catalytic pocket at the expected
pRMT% position of the guanidinium moiety of the target arginine substrate. Using mass spectrometry under
Epigenetics native conditions, we show that PRMT6 dimer binds two cofactor and a single H4 peptide molecules.

Protein structure
S-adenosyl-L-methionine

Finally, we characterized a new site of in vitro automethylation of mouse PRMT6 at position 7.

© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

PRMTs catalyze the transfer of the methyl group from
S-adenosyl-L.-methionine (SAM or AdoMet) to the side-chain N
atoms of arginine residues of a target protein substrate to form
methylated arginines and S-adenosyl-i-homocysteine (SAH or
AdoHcy). The target arginine residues, mainly located within
glycine- and arginine-rich patches, can be mono- or dimethylated.
At least nine members of PRMTs (PRMT1 to PRMT9) have been
identified and classified into three main classes. All classes catalyze
the formation of monomethylarginine. In a second step, type I
PRMTs (PRMT1, PRMT3, PRMT4/CARM1 PRMT6 and PRMTS8) fur-
ther form asymmetric dimethylarginine, whereas type Il (PRMT5)
form symmetric dimethylarginine. With few exceptions such as
PRMT7 (Miranda et al., 2004), PRMTs are active as homodimer with
each monomer containing a structurally conserved catalytic core

Abbreviations:  PRMT,  protein  arginine  methyltransferase; SAM,
S-adenosyl-i-methionine; SAH, S-adenosyl-L.-homocysteine; SFG, sinefungin; PDB,
Protein Data Bank; rmsd, root square mean deviation; ESI-MS, electrospray
ionization mass spectrometry; LC-MS/MS, liquid chromatography tandem mass
spectrometry.

* Corresponding author.
E-mail address: cava@igbmec.fr (J. Cavarelli).

http://dx.doi.org/10.1016/j.jsb.2015.06.017
1047-8477/© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

module to which additional domains may be added (Antonysamy
et al., 2012; Cheng et al., 2011; Cura et al., 2014a,b; Hasegawa
et al,, 2014; Ho et al,, 2013; Sun et al,, 2011; Troffer-Charlier
et al., 2007; Wang et al., 2014b; Weiss et al., 2000; Yue et al.,
2007; Zhang and Cheng, 2003; Zhang et al., 2000).

PRMT®6 is a nuclear protein that typically targets glycine and
arginine rich (GAR) motifs (Frankel et al., 2002). PRMT®6 is involved
in transcriptional regulation, human immunodeficiency virus
pathogenesis, DNA base excision repair, and in cell cycle progres-
sion (Kleinschmidt et al., 2012; Phalke et al., 2012; Stein et al.,
2012). It is responsible for the in vitro methylation of the arginine
2 residue of the histone H3 tail (H3R2) and of the arginine 3 of his-
tone H4 (H4R3) (Guccione et al., 2007; Hyllus et al., 2007; Iberg
et al.,, 2008). Several other PRMT6 targets have been identified
including histones H2AR29 (Waldmann et al., 2011) and H3R42
(Casadio et al., 2013) the high mobility group protein HMGA1la
and HMGA1b (Miranda et al., 2005; Sgarra et al., 2006), HIV-1
trans-activator of transcription (Tat), regulator of virion (Rev) and
nucleocapsid proteins (Boulanger et al., 2005; Invernizzi et al.,
2007; Xie et al., 2007), and the DNA polymerase o (El-Andaloussi
et al., 2006). Like other PRMTs, PRMTG6 is overexpressed in several
cancer types, such as bladder and lung cancers (Yoshimatsu et al.,
2011). It is therefore considered as a potential anti-cancer drug
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target. So far only one specific inhibitor has been reported, AMI1,
that can inhibit PRMT6 to block arginine methylation of Rev
(Invernizzi et al., 2006). The catalytic mechanism of PRMT6 has
been thoroughly studied and two mechanisms have been pro-
posed: a sequential ordered mechanism (Lakowski and Frankel,
2008) and a rapid equilibrium random mechanism (Obianyo and
Thompson, 2012). Dissociation constant (Kg) for PRMT6 dimer dis-
sociation has been measured by fluorescence resonance energy
transfer (FRET) and isothermal calorimetry (ITC) in the absence
and presence of SAH (Thomas et al., 2010). Crystal structures of
Trypanosoma brucei PRMT6 (TbPRMT6) have been reported
recently (Wang et al, 2014a). They revealed Trypanosoma-
specific structural features, as well as subtle active site
rearrangement upon SAH binding. Crystals structures of human
PRMT6 (HsPRMTG6) are also available (PDBID 4HC4, 4QQK, and
4QPP). In the present study, we described six crystal structures
of PRMT6 from Mus musculus, solved and refined at 1.34 A for the
highest resolution structure.

2. Material and methods
2.1. PRMTE6 cloning, expression and purification

The M. musculus gene prmt6 (UP Q6NZB1) was cloned in the
pnEA-vHis vector (Romier et al.,, 2006) between the Ndel and
Xhol restriction sites and used to transform Escherichia coli BL21
(DE3) pRARE2 cells. The resulting recombinant protein harbors
an amino-terminal hexahistidine tag followed by a Tobacco etch
virus (TEV) protease cleavage site. The protein also contains a
F315L point mutation, reported for the entry as a natural variant.
The protein expression was induced for 4 h at 37 °C, with 0.1 mM
IPTG in LB medium. The cells were harvested by centrifugation
and resuspended in 10 ml per pellet g of buffer A [50 mM Tris-
HCl, pH 8.0, 300 mM NaCl, 7 mM 2-Mercaptoethanol (2-ME),
20 mM imidazole) supplemented with 1 mM phenylmethylsul-
fonyl fluoride]. After sonication, the lysate was centrifuged at
40,000xg for 25 min at 4 °C. The supernatant was mixed with
0.5 ml of NiNTA superflow resin (Qiagen) per liter of culture, incu-
bated for 1h at 4°C, and then loaded on an Econo column
(Bio-Rad). After washing the column with 10 column volumes
(c.v.) of buffer A, the bound protein was eluted with 5 c.v. of buffer
A supplemented with 500 mM imidazole. The fractions containing
the recombinant protein were detected by a Bradford assay, pooled
and supplemented with TEV protease. The sample was then dia-
lyzed in a 10,000 MWCO dialysis membrane (Spectrum) against
11 of buffer B [50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 150 mM NaCl, 7 mM
2-ME and 1 mM Ethylenediaminetetraacetic acid] for 16 h at 4 °C.
The dialyzed sample was loaded onto a HiLoad 16/60 Superdex
200 prep grade column (GE Healthcare), equilibrated in buffer C
[20 mM Tris-HCl, pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 mM Dithiothreitol
(DTT)]. The protein was finally concentrated on an Amicon
Ultra-4 10,000 MWCO filter (Millipore) to a 5 mg ml~! final con-
centration. Samples were either directly used for crystallization
or flash-frozen as 25 pl aliquots in liquid nitrogen and stored at
—80°C.

2.2. PRMTE6 crystallization

Crystallization conditions were screened using commercially
available kits by the sitting-drop vapor-diffusion method in
96-well MRC2 plates (Swissci), and employing a Mosquito robot
(TTP Labtech) with 200 nl protein solution + 200 nl mother liquor
drops. The plates were placed in a Rock Imager (Formulatrix) at
293 K and monitored periodically. The PACT and JCSG+ screens
(Qiagen) were tested for MmPRMT6 concentrated from 3 to

4 mg ml~". Initial hits were obtained for several conditions in both
screen with mother liquor composed of a buffer at pH 7.0-8.0, a
salt at 200 mM and PEG as a precipitant, mostly PEG 6000 and
PEG 8000. These conditions were refined using the hanging drop
diffusion method with 2 pl drops (1 ul+1 pl). Large crystals
(0.4 x 0.2 x 0.2 mm?>) of bipyramidal habit were obtained within
3 weeks from drops with crystallization solution containing either
100 mM of Tris-HCl, pH 7.5 or HEPES-NaOH, pH 8.0 for the buffer,
200 mM MgCl, or CaCl, as a salt and 20% PEG 1500, PEG 3350 or
PEG 6000 as a precipitant. Co-crystallizations were performed with
S-adenosyl-L.-homocysteine (SAH) and sinefungin (SFG) at 1 mM
final concentration. For the reduced form of PRMT®6, the concentra-
tion of DTT in the protein solution was increased to 5 mM, chang-
ing the shape of the crystals to thin plates.

2.3. Data collection and structure solution

Crystals were soaked in the crystallization solution supple-
mented with 10-20% PEG 400 and flash-frozen in liquid nitrogen.
Datasets were collected either at the SOLEIL PROXIMA1 beamline,
using a PILATUS 6 M detector (Dectris) or at the ESRF ID23-2 beam-
line, using a MAR CCD-225 detector (Mar Research) and processed
with autoPROC (Vonrhein et al., 2011), XDS (Kabsch, 2010) and
HKL-2000 (Otwinowski and Minor, 1997). Six structures have been
solved and refined. The crystals belong to the I4; space group with
one PRMT6 molecule in the asymmetric unit forming a disulfide
bond with the symmetric molecule, or to the P2,2,2 space group
with two PRMT6 molecules in the asymmetric unit and all cysteine
residues reduced. The structures were solved by molecular
replacement using mouse CARM1 structure (PDBID 3B3F),
deprived of its dimerization arm, as the search model. Iterative
cycles of model building and refinement were carried out using
Coot (Emsley et al., 2010), PHENIX (Adams et al., 2010) and
Buster (Bricogne et al., 2011). A summary of the data statistics
for the six solved and refined structures is provided in Table 1
and S1. The atomic coordinates and experimental data (PDBID
4C03, 4C04, 4C05, 4C06, 4C07 and 4C08) are available in the
Protein Data Bank. All structure figures were prepared with
Cuemol (http://www.cuemol.org).

2.4. Native mass spectrometry analysis

The H4,.,; peptide and the SAH cofactor were prepared in
150 mM ammonium acetate (NH4Ac), pH 8.0. Prior to any mass
spectrometry experiment, MmPRMT6 buffer was exchanged twice
against a 150 mM NH4Ac solution at pH 8.2 using gel filtration col-
umns (NAP-5 columns, GE Healthcare Life Sciences). Protein con-
centration was determined spectrophotometrically after buffer
exchange. NanoESI-MS measurements were carried out on an elec-
trospray quadrupole-time-of-flight mass spectrometer (Synapt G2
HDMS, Waters, Manchester, UK) equipped with an automated
chip-based nanoESI source (Triversa Nanomate, Advion
Biosciences, Ithaca, NY) operating in the positive ion mode.
External calibration was performed with the multiply charged ions
produced by a 2 uM horse heart myoglobin solution diluted in a
1:1 (v:v) water: acetonitrile mixture acidified with 1% formic acid.
Purity and homogeneity of samples were first assayed in denatur-
ing conditions by diluting the proteins to 2 uM in a 1:1 (v:v)
water:acetonitrile mixture acidified with 1% formic acid.
Analyses in native conditions were then performed by diluting
analytes in NH4Ac buffer 150 mM, pH 8.2 (adjusted with ammonia)
after 10 min of incubation. Experiments were realized following
careful optimization of instrumental parameters. Particularly, the
pressure in the first pumping stage was raised up to 6 mbar using
a throttling valve and the acceleration voltage applied on the
sample cone was set to 120 V. Data analyses were performed with
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Table 1
Data statistics of the mouse PRMT6 structures.
SFG-red SAH apo-Ca
PDBID 4C03 4C05 4C08
Crystallization
Reservoir 100 mM HEPES pH 7.0 100 mM HEPES pH 7.0 100 mM Tris pH 8.0
200 mM MgCl, 200 mM MgCl, 200 mM CacCl,
25% PEG 1500 20% PEG 3350 19% PEG 1500
Volume 1+1pl 1+1pl 2+2ul
Temperature 16 °C 24 °C 16°C
Cryoprotectant 10% PEG 400 20% PEG 400 20% PEG 400
Data processing
Wavelength (A) 0.9537 0.9801 0.984
Resolution range (A) 39.56-1.58 40.43-2.19 33.98-1.34
(1.64-1.58) (2.27-2.19) (1.39-1.34)
Space group P2:2:2 144 144
Unit cell 118.72143.341.96 78.4378.43118.13 79.3379.33118.41
909090 909090 909090

Total reflections
Unique reflections

616,463 (39,436)
98,190 (8988)

Multiplicity 6.3 (44)

Completeness (%) 99.0 (90.72)

I/a(I) 8.7 (0.99)

Wilson B-factor (A?) 20.9

Rmeas 0.117 (1.04)

CCyp2 0.995 (0.64)

Limit for I/a(I) > 2" 1.68

Refinement

R-work 0.160

R-free 0.191

Number of atoms 11,339
Protein 5380
Ligands 54
Water 591

Protein residues 337 +328

RMS (bonds) 0.010

RMS (angles) 1.28

Ramachandran favored (%) 99

Ramachandran outliers (%) 0

Average B-factor (A?) 31.1
Macromolecules 30.1
Ligands 21.3
Solvent 39.6

84,288 (4244)
17,706 (1420)

477,717 (21,419)
81,559 (7711)

438 (3.0) 5.9 (2.8)
97.0 (78.63) 99.3 (93.77)
13.5 (1.37) 17.0 (1.20)
35.8 19.8

0.093 (0.89) 0.052 (0.72)
0.998 (0.564) 0.999 (0.57)
228 139

0.146 0.141

0.185 0.164

2603 5615

2530 2619

26 22

73 314

318 325

0.010 0.008

1.05 1.23

98 99

0 0

344 27.2

342 259

33.0 35.0

39.8 37.6

Rimeas is the redundancy-independent merging R factor.

* According to (Karplus and Diederichs, 2012). The highest resolution using the criteria CC1/2 > 0.5 and I/a(I) > 2 are reported.

MassLynx 3.5 (Waters, Manchester, UK). Experiments involving
SAH or H4,,; peptide were done by adding to a 5uM
MmPRMT6 solution, 5 uM of SAH and increasing concentrations
of H44_5; (from 5 to 20 uM), followed by 15 min incubation at room
temperature before native MS analysis.

3. Results
3.1. MmPRMTEG structures: covalent and non-covalent dimers

We have determined six crystal structures of the full-length
PRMT6 from M. musculus (MmPRMT6), alone and in complex with
S-adenosyl-.-homocysteine (SAH) or the natural inhibitor sine-
fungin (SFG), at resolutions ranging from 2.2 to 1.34 A (Table 1
and S1). In all structures the 41 first residues and the last residue
(378) are not visible in the final electron density map. This obser-
vation was confirmed by a mass spectrometry analysis that high-
lighted a polypeptide of 40 kDa assigned as MmPRMT6 residues
42 to 378 (data not shown). MmPRMT6 is composed of three mod-
ules: an N-terminal SAM-binding domain (residues 41-188), a
C-terminal B-barrel domain (residues 190-378) and a 60 residues
dimerization arm inserted between B6 and B7 of the B-barrel
domain (residues 200-236). The SAM-binding and the B-barrel
domains are connected by a conserved proline residue that adopts

a cis conformation (Pro189). The four PRMT signature motifs sur-
round the cofactor and target arginine residue binding pockets
(Figs. 1-2a). MmPRMT6 shares 91.5% and 29% sequence identity
with HsPRMT6 and TbPRMT®6, respectively (Fig. S1). Mouse and
human PRMT6 dimer structures are virtually identical with
root-mean-squared deviation (rmsd) values ranging from 0.51 to
0.60 over the Ca residues. TbPRMT6 is farther with rmsd values
around 2.0 (Table 2).

Five structures present disulfide bonds bridging C53 (helix aX)
in the SAM-binding domain of one monomer to C232 in the dimer-
ization arm of the symmetric monomer (helix aG), resulting in the
unfolding of the oX helix (Fig.2b and c). The same state was
observed for HsSPRMTG6 structures, crystallized under similar condi-
tion and in the same I4; space group (PDBID 4HC4, 4QQP). These
structures with a covalent dimer are highly similar with rmsd val-
ues between 0.17 and 0.32 over the aligned Ca positions (Table 2).
TbPRMTG6 structures are deprived of disulfide bond since the corre-
sponding cysteine residues are not conserved in this gender (Wang
et al., 2014a). Mass spectrometry analysis under denaturing condi-
tions revealed that the MmPRMTG6 covalent dimer is a minor spe-
cies in solution (Fig. S2a). Crystals of covalent dimers were
soaked in a solution containing a higher concentration of reducing
agent (5 mM DTT). The resulting crystal structure was solved at
1.75 A resolution, and showed that the disulfide bond has been
reduced, but the proper folding of the helix oX did not occur.
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Fig. 1. Structure-based alignment of selected type I PRMTs. Six type I PRMTs structures have been aligned based on their crystal structures. The alignment is restricted to the
catalytic core. The secondary structure of MmPRMT6 (PDBID 4C03) is drawn above the alignment with color. The SAM-binding domain, the B-barrel domains, and the
dimerization arm are colored green, yellow and blue, respectively. The four signature sequences are localized and their consensus written below. Strictly conserved residues
are highlighted in red; equivalent residues are written in red and framed. Abbreviations are as follow: Mm/Mus musculus, Hs/Homo sapiens, Sc/Saccharomyces cerevisiae, Rn/
Rattus norvegicus, and At/Arabidopsis thaliana. The figure was drawn with Espript (Gouet et al., 1999) and further edited.

This is due to the crystal packing interactions in the I4; crystals
that are incompatible with the conformation of the helix observed
in the reduced dimer structure solved in the P2,2;2 space group
(Fig. S3).

3.2. Proper folding of the first helix is critical for catalysis

We have determined one structure of MmPRMT6 (MnPRMT6 in
complex with SFG) in the absence of disulfide bond by increasing
the DTT concentration in the buffer to 5 mM. Although the enzyme
crystallized under a different space group (Table 1), the rmsd
between the monomers of each form is of 0.59 (Table 2). The
N-terminal residues released from the disulfide bond fold into
the oX helix that locks and buries the cofactor in place and allow
the Y50 and Y54 pair to position the E167 in an active conforma-
tion (Fig. 3a). This residue acts as an anchor for the target arginine
residue in the methylation reaction. Therefore, the proper folding
of the X helix is critical for catalysis but not for initial cofactor
binding. Similar conformational changes have been observed in
PRMT1 and CARM1 crystal structures (Troffer-Charlier et al.,
2007; Zhang and Cheng, 2003), also members of the type I PRMT
family. The folding of the aX helix also induces subtle conforma-
tional changes: in the SAM-binding domain (i) the loops between
sheet B2 and helix B and (ii) between sheets B3 and B4, as well
as (iii) the ESM residues at the end of motif IIl (also known as
double-E loop) move slightly away from the sinefungin molecule,
while (iv) the loop between sheets 13 and B14 in the p-barrel
domain moves toward helix aX (Fig. 3b). The reduced dimer inter-
face buries a surface area of 3368 A2 (10.6% of the total surface
area) with most intermolecular interactions occurring between
the dimerization arm of one monomer (residues 203 to 233) and
the SAM-binding of the other monomer (Fig. 2c).

3.3. Canonical cofactor binding mode

The MmPRMT6 structures support previous knowledge of
SAM-binding for type I PRMTs. The SFG molecule, buried in a
pocket located between the carbonyl end of the B-strands and
the amino terminal helices, is surrounded by the four PRMTs signa-
ture motifs (Fig. 4a). For the methionine moiety, the carboxylate
atoms interacts with R69 directly and H60 and T96 via a water
molecule. The amino group interacts with G93 directly and with
D91, V92, G93, A94 and L99 in motif 2 via two water molecules.
For the ribose moiety, E115 recognizes both hydroxyls. For the ade-
nine ring moiety, nitrogens N3, N1 and N6 interact with A116,
V143, and E144 and S172, respectively. In addition, the SFG amino
group, that mimics the methyl group of SAM, interacts with E158
and M160 directly and with E158, M160, E167 and H320 via two
water molecules. The interaction pattern is highly similar to that
observed in the crystal structure of CARM1 in complex with SFG
and an inhibitor of the indole class (Sack et al., 2011) (Fig. S4).
The extensive coordination of the SFG amino group might explain
its potency as a PRMT inhibitor.

In the structure of MmPRMT6 complexed with SAH, the
methionine moiety of the SAH molecule adopts a non-canonical
conformation in the cofactor pocket (Fig. S4b). In particular, the
carboxyl group of the methionine moiety is not held in place by
R69, and E158 (from the catalytic double-E loop), is shifted as
observed in others PRMTs (Troffer-Charlier et al., 2007) (Yue
et al., 2007). Finally, in the structures obtained in the absence of
cofactor, metal ions were found in the catalytic pocket at the
expected position of the guanidinium moiety of the target arginine
substrate, facing E158, the residue that acts as a pump in the
methylation reaction (Cura et al., in preparation). Magnesium or
calcium ions were identified, depending on the crystallization
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(a) =

motif 2

Fig. 2. Mouse PRMT6 structure. Cartoon representation of the MmPRMT6 monomer (a). The helices and sheets are labeled with letters and numbers, respectively, and
according to previous PRMT6 labeling (see Fig. 1). The SAM-binding domain, the p-barrel domains, and the dimerization arm are colored in green, yellow and blue,
respectively. The amino-terminal helices «X and oY are colored in red, and coils are colored in white. The four PRMT conserved motifs are colored in purple. The SFG molecule
is represented as a stick model. The structure is that from the non-covalent dimer of PRMT6 (PDBID 4C03). Cartoon models of covalent (b) and non-covalent (c) MmPRMT6
dimers and their semi-transparent surface volume are shown. For clarity one monomer surface volume is colored in blue.

Table 2
RMSD values among PRMT6 structures.
SFG-oxy SAH apo-Ca H. sapiens T. brucei

SFG-red 0.59 0.65 0.62 0.54 1.99
SFG-oxy 0.31 0.17 0.51 2.00
SAH 0.32 0.60 2.08
apo-Ca 0.55 2.00
H. sapiens 2.05

The rmsd values were calculated on the equivalent Co positions of one monomer
with PDBeFold (Krissinel and Henrick, 2004). H. sapiens and T. brucei monomer
structures used are chain A from PDBID 4HC4 and 4LWP, respectively.

conditions (Fig. S5). This may explain the inhibition of PRMTs
activity by metals such as magnesium, calcium or zinc as recently
observed for PRMT7 (Feng et al., 2014).

3.4. MmPRMTE6 binds one peptide per dimer

The kinetic parameters for the methylation of a target peptide
consisting of H4 residues 1 to 21 (H4,.,;) were determined for
the wild-type PRMT6 and the C53S mutant (Table 3). The catalytic
efficiency determined for the wild-type MmPRMT®6 is slightly bet-
ter than that measured by (Obianyo and Thompson, 2012) with a
similar peptide (Ky 5.53 uM and ke, 0.16 min~'), mainly due to a
better affinity. This might be due to the small differences in the last

residues of the peptide or the origin of the PRMT6 enzymes used
(human vs mouse). The C53S mutation, involving one residue part
of the disulfide bond observed in some crystal forms, induced a
fivefold decrease in the catalytic efficiency as compared to the
wild-type enzyme. This results from a slightly lower affinity and
a slower turnover, and suggests that the disulfide bond is rather
a crystallization artefact rather than a biological feature of
PRMT6 from mammals.

Titration of the H4,,; peptide and the SAH cofactor fixation
was analyzed using mass spectrometry under native conditions.
Native MS and its ability to provide direct information on binding
stoichiometries is now routinely used in most structural biology
programs for characterization of noncovalent multiprotein assem-
blies (Schmidt and Robinson, 2014). The purified protein already
contains residual SAH cofactor in one of the two catalytic sites
(Fig. 5). Titration with increasing concentration of SAH showed
the fixation of two SAH molecules per PRMT6 dimer. Titration of
the H4,.,, peptide was performed in the absence or presence of
cofactor. In both cases fixation of one peptide to MmPRMT6
non-covalent dimer was the major event (Fig. 5).

3.5. MmPRMTE6 is automethylated in vitro at R7

Automethylation of PRMT6 has been reported (Frankel et al.,
2002; Lakowski and Frankel, 2008; Singhroy et al., 2013) and the
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(b)

Fig. 3. Proper folding of the aX helix. (a) Caption of the catalytic pocket from the SFG-bound structures emphasizing the differences at the level of functionally conserved
residues represented as stick models. Residues from the non-covalent dimer are in white and those from the covalent dimer are in beige and slightly transparent. A model of
the target arginine residue is drawn as a semi-transparent stick model. Hydrogen bonds are drawn as yellow dotted lines. (b) Superposition of covalent (gray) and non-
covalent (Fig. 1 colors) MmPRMT6 monomers drawn as stick models. A semi-transparent cartoon representation of the monomers is also drawn and the secondary elements

are labeled (see Fig. 1) for clarity.

V143(|

E144

Fig. 4. MmPRMT6 cofactor binding pocket. The cofactor binding pocket of the SFG
bound (PDBID 4C03) MmPRMTS6 structure is drawn as a ball and stick model. Water
molecules are drawn as red spheres. Hydrogen bonds involving the SFG nitrogen are
drawn as yellow dotted lines. Only residues involved in hydrogen bonds through
their side chain are labeled.

Table 3
Kinetic parameters for wild type MnPRMT6 and C53S mutant.
Mutant Kear Ky (UM) Kear/ K Loss (x fold)
(103 min™") (10°min . M)
WT 325+35 0.33 +0.01 98.5 1
C53S 21+3 1.08 +£0.22 19.4 5.08

site of methylation has been identified to be R35 (Singhroy et al.,
2013). Automethylation was confirmed in vitro by our methylation
assays control performed in the absence of peptide substrate
(Fig. S6) and by denaturing mass spectrometry analysis with a
+28 Da shift (compatible with a dimethylation) as compared to
the theoretical molecular weight. However, nanoLC-MS/MS analy-
sis revealed the presence of a single dimethylated arginine at posi-
tion 7 of MmPRMT6 (Fig. S2b) and not position 35. About 70% of
MmPRMT6 is already automethylated during production in
E. coli. This site is not visible in our structures as it is located within
the missing 41 amino-terminal residues.

4. Discussion
Structure-based drug design using X-ray crystallography is a

key player to speed up the drug discovery process starting from
fragment-screening tool or larger compounds library screening.

(a) PRMT6 5uM 19+
| 1]

m/z

T T T T T T T J T T T
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B 84891+8 Da
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ol
| 3

8718943 Da

Fig. 5. Detection of MmPRMT6:H4_,; complexes by native MS. Native mass spectra
of MmPRMT6 WT (M) titrated with different concentrations of cofactor SAH (a) and
peptide H4,,; (®). Analysis of MmPRMT6 alone evidences the binding of
endogenous SAH on non-covalent MmPRMT6 dimers (a). Addition of SAH ensures
the formation of MmPRMT6:SAH 2:2 species (b), while H4 titration leads to
PRMT6:SAH:H4 2:2:1 complexes (c).

Despite extensive progress in all steps of the structure determina-
tion process, large-scale protein purification and high resolution
diffracting crystals remain keys bottlenecks. The relative ease to
produce and crystallize MmPRMT6 as described here may facilitate
the screening library of potential inhibitors using MmPRMT6 as an
initial probe. Among the six structures of MmPRMT6 reported here,
five have been refined to resolution better than 1.6 A. The
calcium-containing MmPRMT6 structure determined in this study
reached the highest resolution (1.34 A) determined so far for a
PRMT structure. Such high-resolution structures will greatly help
the rational design of potential anti-cancer drugs.



L. Bonnefond et al./Journal of Structural Biology 191 (2015) 175-183 181

The correct folding of helix oX, as observed in MmPRMT6
reduced form, is required to stabilize the productive conformation
of E167 (in the double-E loop) for methylation of the bound pep-
tide substrate. Among the PRMT6 residues C53 and C232, respon-
sible for the formation of inter-domain disulfide bonds, are only
conserved in mammals. These disulfide bonds may thus be
involved in a regulation mechanism of PRMT6 activity. Further evi-
dence will be necessary to test this hypothesis. The ease to obtain
the PRMT6 covalent dimer crystal form over the reduced dimer one
may be due to the stronger interdomain interaction for the cova-
lent dimer (15% of the total surface versus 10% for the reduced
dimer).

The classical scheme is the PRMT field is that dimers are neces-
sary to produce dimethylated arginine in protein substrates in a
two-step process (Gary and Clarke, 1998; Lee et al, 1977),
monomethylation occurring in one monomer followed by a second
methylation event occurring in the second active site, possibly
without release of the protein substrate. The dimer interface will
be involved in the formation of a binary complex with the protein
substrate. As methylated sites of PRMT substrates are usually
located on flexible or unfolded terminal extensions, small confor-
mation changes may be required to translocate the target peptide
from one active site to the other. Whether PRMT-catalyzed
dimethylation results from a distributive or a processive mecha-
nism remains controversial and requires more structural and bio-
chemical data (Antonysamy et al., 2012; Gui et al., 2013; Kolbel
et al., 2009; Lakowski and Frankel, 2008; Obianyo and
Thompson, 2012; Obianyo et al., 2008; Osborne et al., 2007; Rust
et al.,, 2011). Using mass spectrometry under native conditions,
we have shown that MmPRMT6 is a non-covalent dimer that pref-
erentially binds 2 SAH cofactor and one H4 peptide molecules. This
result supports the rapid equilibrium random mechanism proposes
for PRMT6 (Obianyo and Thompson, 2012). In the absence of struc-
tures involving peptide substrates, the functional analysis provided
here is too limited to distinguish between the proposed sequential
ordered mechanism (Lakowski and Frankel, 2008) and rapid equi-
librium random mechanism (Obianyo and Thompson, 2012),
which is anyway beyond the scope of this article.

Automethylation of PRMTs has been reported for PRMTI,
PRMT3, PRTM4/CARM1, PRMT6, PRMT7, PRMT8 and PRMT10
(Feng et al., 2013; Frankel et al., 2002; Guo et al., 2014; Lakowski
et al,, 2010; Niu et al., 2012; Sayegh et al., 2007; Xu et al., 2001).
Except for PRMT1, PRMT3 and PRMT7, the locations of the methy-
lated arginines have been identified by mass spectrometry. Most
residues are located in the N-terminal extension of PRMTs: R29,
R35 and R37 for PRMT6 (Singhroy et al., 2013), R58 and R73 for
PRMTS8 (Sayegh et al., 2007) and R13 for Arabidopsis PRMT10
(Niu et al., 2012). In this study, we revealed that MmPRMT6 can
be also automethylated at R7, located in the N-terminal extension
of the protein before the conserved PRMT catalytic core module.
Automethylation on the C-terminal domain have been only
observed at R551 in mouse CARM1 (Kuhn et al., 2011) and R485
in Anopheles gambiae CARM1 (Kuhn et al., 2009). In agreement with
their activities, the target arginine are in most cases asymmetri-
cally dimethylated, but monomethylarginine have also been iden-
tified for PRMT3, PRMT6 and PRMTS8. The reaction has been
described to occur either in cis (Dillon et al., 2013) or trans (Kuhn
et al., 2009) in the PRMT homodimer, and to proceed during pro-
duction in heterologous systems. The fact that these PRMTs are
mostly to completely automethylated during the expres-
sion/purification (70% in the case or MmPRMT6 R7) explains the
low levels of automethylation measured later on in assays with
radiolabeled SAM, and automethylation of other PRMTs might
even get unnoticed. Automethylation has little to no effect on the
enzyme methylation activities, but can modulate secondary activ-
ities such as transcription and mRNA-splicing for CARM1 (Kuhn

et al., 2011) and anti-HIV-1 activity for PRMT6 (Singhroy et al.,
2013). In the case of MmPRMTS6, automethylation (R7) might not
have the same impact on the enzyme behavior as for HSPRMT6
(R35). A more systematic approach is required for all PRMTs to
identify the automethylated arginine residues and measure their
effects on the enzyme activities.

5. Accession numbers

Coordinates and structure factors for the MmPRMT6 structures
described herein are available in the Protein Data Bank with acces-
sion codes 4C03, 4C04, 4C05, 4C06, 4C07, 4C08.
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Chapitre 4 : Criblage de complexes enzyme/ligand
par MS native : le systeme 1gt/inhibiteurs.

1. Présentation du contexte biologique.

La dysenterie bacillaire est une infection bactérienne de I’intestin causée par les bactéries du
genre Shigella, affectant 170 millions de personnes par an et responsable d’au moins 1 million
de décés, principalement dans des pays en voie de développement [141]. Chez I’Homme, la
colonisation puis I’invasion des cellules épithéliales par 1’agent pathogéne, généralement
associées a I’espece S.flexneri, s’accompagne d’une destruction de la muqueuse intestinale, a
I’origine de diarrhées aigués et de complications inflammatoires [142, 143]. Le développement
de traitements basés sur 1’utilisation de vaccins et d’antibiotiques semble aujourd’hui atteindre
ses limites, 1’apparition de souches multi-résistantes nécessitant le recours a de nouvelles
stratégies [144, 145]. Dans ce contexte, une analyse des facteurs de virulence de la bactérie
(invasines) a souligné I’importance de certains régulateurs transcriptionnels dont VirF,
contrdlant ’expression de ces protéines indispensables a la pathogénicité [146]. L’expression
méme de ces régulateurs transcriptionnels implique une maturation des ARNs de transfert
(ARNTY) spécifiques des résidus Tyr, His, Asn et Asp au sein de la bactérie, intervenant dans la
traduction de ces protéines. Cette maturation est assurée par I’enzyme Tgt (tRNA-guanine
transglycosylase), catalysant 1’échange de la guanine 34 de ces ARNt par une base nucléique

non canonique appelée 7-aminométhyl-7-deazaguanine (PréQ1) [147] (Fig.25).
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Figure 25 : représentation schématique de la réaction catalysée par I’enzyme Tgt bactérienne, d’apres [73].

La perte de virulence observée lors de I’inactivation du gene tgt a révélé le potentiel
thérapeutique de cette cible [148], uniquement active sous forme de dimeres [149-151].

L’ubiquité de cette enzyme, catalytiquement conservée chez les Eucaryotes, mais présentant
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certaines particularités structurales et une spécificit¢ de cosubstrat différente, implique le

développement d’inhibiteurs sélectifs des isoformes bactériens [152, 153].

Les difficultés de cristallisation associées aux enzymes Tgt du genre Shigella, ont orienté les
recherches de 1’équipe du Pr. Klebe (Philipps-Universitit, Marburg) vers la caractérisation d’un
homologue structural retrouvé chez Zymomonas mobilis [154]. Un développement rationnel
d’inhibiteurs, s’appuyant sur les données cristallographiques obtenues, a ainsi été réalisé¢ selon

2 stratégies :

» Inhiber I’activité de I’enzyme a partir de ligands compétitifs du substrat ARNt, capables de

se fixer au site actif [151].

» Inhiber la dimérisation de 1’enzyme, essentielle a son activité, a partir de ligands de

déstabilisation capables de se fixer a I’interface [149].

Le criblage d’inhibiteurs du site actif par MS supramoléculaire, initi¢ au laboratoire par le Dr.
Cédric Atmanene, a ainsi permis de valider l’efficacité de certaines molécules dans la
déstabilisation des complexes Tgt-ARNt [151]. Néanmoins, la proximité catalytique entre Tgt
eucaryotes et procaryotes restreint le développement de tels composés a une drastique
sélectivité [153]. Cette principale limitation a ainsi privilégié¢ la focalisation des travaux autour
de la seconde stratégie. A contrario, 1’organisation hétérodimérique des formes eucaryotes
génere une interface de dimérisation structuralement différente des homodimeéres procaryotes,
simplifiant la conception d’inhibiteurs spécifiques [155, 156]. L’intégration d’une approche
mutationnelle a 1’étude de la stabilit¢ du dimere procaryote, a ainsi permis une meilleure
compréhension de I’interface de dimérisation, orientant le développement in silico d’inhibiteurs
spécifiques. La combinaison de ces informations structurales aux données de criblage par MS

native, obtenues par les Drs. Stéphanie Petiot-Bécard et Frangois Debaene, a ainsi souligné :

» L’importance de 4 résidus aromatiques et d’un motif boucle-hélice dans

I’homodimérisation de Tgt [157, 158].

» L’efficacité de certains dérivés /in-benzoguanine dans la déstabilisation de cette interface

[159, 160].

2. Objectifs de mon travail et stratégies analytiques développées.

La mise en évidence de I’efficacité de 2 dérivés lin-benzoguanine dans la déstabilisation du
dimere Tgt a servi de support a la modélisation in silico et synthése de nouvelles molécules

[159]. Une approche intégrative, combinant 1’analyse des complexes Tgt-ligand associés par
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cristallographie, radiomarquage et MS native, est ici proposée pour I’évaluation de I’efficacité

de ces ligands. L’objectif de ces travaux consiste :

» En la mise en place d’un criblage fin par MS native, reposant sur une quantification
relative des ratios monomére / dimére en présence de ces ligands. La mise en évidence
d’une influence de la concentration en Tgt sur la capacité de déstabilisation des ligands et
de la superposition d’états de charge monomeére/dimere a nécessité une optimisation

préliminaire des conditions de criblage par MS native [151, 159].

» L’application de cette méthode a I’étude de 11 inhibiteurs potentiels a permis une
comparaison des données de criblage fonctionnel adressées par MS native aux données de

criblage issues de la cristallographie et du radiomarquage.

3. Résultats.

3.1. Développements méthodologiques pour une meilleure quantification des rapports

monomeére / dimeére.

Le développement d’un test de criblage basé sur la quantification relative de 1’¢état

oligomérique de la protéine en présence de ligands, implique une évaluation préalable :

» De la stabilité de ces oligoméres en I’absence de ligand, a une concentration définie et dans

des conditions instrumentales optimisées.

» Des limites de quantification imposées par la technique.

La détermination de ces parametres, indispensable a une interprétation pertinente des résultats,

est ici présentée sur I’instrument Synapt G2.

3.1.1. Influence de la concentration en enzyme Tgt sur la stabilit¢ du dimere Tgt.

L’analyse de la protéine Tgt extraite de Zmobilis en conditions natives a ¢été réalisée a 2
concentrations différentes, en accord avec les conditions utilisées lors de précédents travaux
[159] (Fig.26). Le choix de ces concentrations (2.5 et SuM de monomere) est ici conditionné
par la relative incompatibilité de certains tampons de ligand, a 1’origine d’une extinction du
signal et d’une sensibilité insuffisante a faible concentration (1uM). Une optimisation
préliminaire des parameétres instrumentaux (Ve : 80V, Pi: 6 mbar) a permis de confirmer 1’état
d’oligomérisation de I’enzyme (Fig.26a). L’identification d’une espéce minoritaire de 43078 +

1 Da témoigne de la fixation d’un atome de Zn (65 Da) sur le monomere Tgt, dont la masse
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mesurée en conditions dénaturantes (43012.6 £ 0.2 Da) s’apparente a la masse théorique
(43013.2 Da). Par ailleurs, la détection d’une espéce majoritaire de 86159 + 3 Da confirme une

dimérisation non-covalente de Tgt, chaque monomere fixant un atome de métal [151, 159].

Afin d’évaluer I'influence de la concentration sur la stabilité du dimére, une quantification
relative basée sur Dl’intensité des états de charge associés aux formes monomériques et
dimériques, a été réalisée en présence de 2.5 (Fig.26a) et 5SuM (Fig.26b) de monomere Tgt.
Cette quantification relative, ne nécessitant pas une détermination du facteur de réponse de
chaque espece [22], a permis de révéler une proportion de monomeére non nulle mais similaire
en présence de 2.5uM (3.3 = 0.7%) et SuM (3.1 £ 0.4%) d’enzyme. La reproductibilité de ces
valeurs, obtenues a partir de triplicats analytiques, souligne la sensibilité et robustesse de
I’approche. De facon intéressante, ces résultats témoignent d’une absence d’influence de la
concentration sur la stabilit¢ du dimeére, dans la gamme de concentration étudiée (2.5-5uM).
Afin de favoriser la déstabilisation du dimere en présence de ligand (déplacement de 1’équilibre
vers les formes monomeériques), le recours a de faibles concentrations en enzyme peut ainsi étre

envisagé jusqu’a 2.5uM de monomere.
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Figure 26 : Influence de la concentration en Tgt sur la stabilité de I’homodimére. L’analyse de a) 2.5 et b) 5uM de monomére
Tgt est ici suivie par MS native (Vc: 80V, Pi: 6mbar). Une quantification relative basée sur ’intensité des signaux

monomériques est rapportée. Les erreurs indiquées sont issues de triplicats analytiques.
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3.1.2. Influence de la tension d’accélération (Vc) sur la stabilité du dimere Tgt.

La modeste déstabilisation du dimére attendue en présence des 11 précurseurs moléculaires
testés, implique une quantification fiable et subtile des espéces monomériques minoritaires
générées [151, 159]. Pour cela, le recours a de faibles concentrations en enzyme, favorables a
une déstabilisation (2.5uM), doit pouvoir étre compensé par une transmission des ions
optimale, indispensable a la détection / quantification des monomeéres. Dans ce contexte, une
augmentation de la tension d’accélération appliquée sur le cone d’échantillonnage, a été
envisagée. Afin d’évaluer I’influence de ce paramétre sur la stabilit¢ du dimére, une
quantification relative des ratios monomere / dimere mesurés a des tensions de 80 et 120V en
présence de I’enzyme seule (2.5uM de monomere) est ici présentée (Fig.27). La mise en
¢vidence d’une augmentation de la proportion de monomeres (+5.3%) en présence d’une
tension de 120V (Fig.27b) révele une dissociation partielle du dimeére, liée aux conditions
instrumentales. Cet artefact illustre la nécessité d’un compromis entre transmission efficace,
sensibilité et préservation des interfaces non-covalentes. La prise en compte de ce parametre et
le maintien d’une tension de 80V, permettent ici une interprétation non biaisée de I’efficacité

des différents ligands criblés.
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Figure 27 : Influence de la tension de cone sur la stabilité de I’homodimere (Pi: 6mbar). L’analyse de 2.5uM de monomeére Tgt
a été suivie par MS native en présence d’une tension de cone de a) 80 et b) 120V. Une quantification relative basée sur

I’intensité des signaux monomériques est rapportée. Les erreurs indiquées sont issues de triplicats analytiques.
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3.1.3. Apport de I’imidazole sur la séparation d’états de charge superposés.

Les expériences précédemment décrites suggerent I’existence d’une superposition entre 1’état
de charge 10" du monomeére et I’état de charge 20” du dimére Tgt (Fig.27b), pouvant impacter
la quantification relative de ces oligomeéres. Bien que la distribution de charge du monomere
puisse présager d’une intensité négligeable a cet état de charge 10, les subtiles proportions de
monomeére quantifiées (< 10% du signal total) nécessitent ici la prise en compte de ce signal,

soit un degré d’optimisation supplémentaire dans la méthode de quantification.

Face a ce défi, une complémentation des mélanges en présence d’un agent réducteur de charge,
I’imidazole, a tout d’abord été envisagée [161, 162]. Dans cette étude, 1’effet recherché consiste
en une réduction de charge différentielle des 2 oligomeéres, qui permettrait d’en séparer les
distributions de charge. Un titrage de I’enzyme (2.5uM) en présence de concentrations
croissantes en imidazole a ainsi été réalis€ dans des conditions instrumentales identiques
(Fig.28). Une diminution globale des états de charge est progressivement observée en présence
de concentrations croissantes en imidazole, permettant jusqu’a la détection du dimeére chargé
12" (Fig.28d). Néanmoins, cette réduction de charge s’avére partielle, une partie des signaux
observés en 1’absence d’imidazole (Fig.28a) persistant malgré un excés d’imidazole (Fig.28b-
d). De plus, la réduction de charge induite semble autant affecter les formes monomériques que
dimériques, contribuant a un accroissement global du nombre de signaux superposés. Ces
résultats corroborent un mécanisme de réduction de charge par compétition, médié par une
différence d’affinit¢é au proton entre 1’additif basique ajouté au tampon et les protéines
multichargées a I’issue de la désolvatation [85, 163]. Bien que présentant des surfaces
accessibles au solvant (SASA) différentes, une affinité au proton similaire entre oligomeres

pourrait ici expliquer une réduction de charge similaire.
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Figure 28 : Influence de I’imidazole sur la distribution de charge des oligoméres Tgt (Vc : 120V, Pi: 6mbar). a) La protéine
Tgt (2.5uM) est analysée par MS native en tampon AcNH, 1M pH7.5 b) supplémenté de 25, ¢) 50 et d) 100mM d’imidazole.
La persistance de superpositions d’états de charge monomeére / dimére est matérialisée par un encadrement des signaux

concernés.

3.1.4. Apport de 'IM-MS native dans la séparation d’états de charge superposés.

Face a cet écueil, une autre stratégie basée sur 1’utilisation de I’'IM-MS native a été envisagée
(Fig.29). La différence de conformation attendue entre monomeres et dimeres et la différence
de charge des signaux superposés justifie ici le recours a ce couplage, sensible a la section
efficace et a la charge des ions [44, 45]. Cette approche s’est révélée particulierement adaptée a
I’étude de protéines amyloides, dont la large distribution oligomérique peut s’accompagner de
signaux superposés [164]. L’analyse de la protéine par IM-MS native dans des conditions
expérimentales (2.5uM de monomeére, tampon AcNH4 1M pH7.5) et instrumentales (Vc = 80V)
optimales (Fig.29a,d) est tout d’abord réalisée. Les paramétres de mobilité ionique sont ici
optimisés afin d’assurer une résolution IM optimale des signaux superposés (m/z = 4309). La
distribution des temps de dérive (ATDs) associée au signal d’intérét (107 / 207), a I’état de
charge 12" du monomére et 18" du dimére, s’avére gaussienne, suggérant une homogénéité de

conformation et de charge sous chacun des signaux. Afin d’évaluer les limites de résolution de
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notre méthode IM, 1’analyse est reproduite a des tensions de cone plus élevées, dans 1’optique
de promouvoir la proportion de monomére Tgt, soit la superposition des signaux 10"/ 20". Les
spectres de masse extraits des expériences IM-MS menées a 120 puis 180V (Fig.29b,c)
confirme une dissociation progressive du dimere, la distribution de charge du monomere
s’intensifiant et s’élargissant. Parallelement, les ATDs extraits de ces mémes expériences
(Fig.29e,f) suggerent une activation conformationnelle des 3 espéces suivies, matérialisée par
une augmentation globale de leur temps de passage dans la cellule IM. Contrairement aux
espéces exclusivement monomériques (127) ou dimériques (18"), ’ATD du signal superposé
perd progressivement son caractere gaussien pour un dédoublement de distribution, imputable a
un déplacement d’équilibre du dimére 20" vers le monomére 10". Ces données soulignent la
capacité de résolution de ces especes par IM-MS. Néanmoins, 1’absence de séparation a de plus
faibles tensions de cone impliquerait une restriction des limites de sensibilit¢ en IM-MS,

incompatible avec la détection d’espéces de faible intensité.
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Figure 29 : Analyse de la protéine Tgt par IM-MS native a différentes tensions de céne (Pi: 6mbar). L’analyse de 2.5uM de
monomere en conditions natives (AcNH4 1M pH7.5) est suivie dans la dimension masse (a-c) et mobilité ionique (d-f) a 80 (a,
d), 120 (b, e) et 180V (c, f). L’analyse des spectres de masse permet de souligner une dissociation de ’homodimére induite en
phase gazeuse, la distribution des états de charge du monomére et du dimére apparaissant en traits pointillés et pleins,
respectivement. La distribution des temps de dérive associée a certaines espéces monomériques (ion 12" et 10) et dimériques

(20" et 18"), est représentée aprés normalisation de leur intensité.

Pour illustrer la perte de sensibilité inhérente au mode IM-MS, une comparaison de I’intensité
des signaux mesurés par MS native et IM-MS native dans des conditions expérimentales et

instrumentales strictement identiques (2 1’exception de la cellule IM) est proposée (Fig.30). La
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détermination de I’intensité absolue des ions 12" et 19" assignés au monomére et dimére Tgt
sur un nombre de scans identiques révele une perte de sensibilité en IM-MS native (Fig.30b, 9
et 9.10' coups respectivement), I’intensité de ces ions en MS native étant 5 a 10 fois supérieure
en fonction du rapport m/z (Fig.30a, 34 et 1.10° coups respectivement). La restriction de la
gamme dynamique accessible en IM-MS s’est ici révélée incompatible avec les limites de

sensibilité exigées par la quantification relative des signaux suivis.
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Figure 30 : Influence du mode IM-MS sur ’intensité des signaux MS. Une comparaison des spectres de masse de la protéine
Tgt (2.5uM de monomere, AcNH4 1M pH7.5) obtenus par a) MS native et b) IM-MS native dans des conditions instrumentales
identiques (Vc = 80V, Pi = 6 mbar), permet de comparer I’intensité absolue des espéces dimériques 19" et monomériques 12"

(nombre de coups sur 29 scans de 4s, gamme m/z : 1000-8000).

3.1.5. Prédictibilité de I’intensité des signaux superposés par simulation spectrale.

Une derniére approche a consisté en une simulation du spectre de masse individuel de chaque
oligomere présent en mélange. Dans ce contexte, le logiciel Amphitrite, développé pour
I’extraction automatisée des temps de dérive en IM-MS, génére une déconvolution préalable
des spectres de masse, nécessaire a 1’assignation des distributions de charge de chaque espece
[165]. Parmi les fonctions proposées, un ajustement des distributions de charge identifiées a un
modele gaussien, permet une simulation du signal MS de chaque espéce présente en mélange.
La qualité de ces simulations est optimisée a travers une comparaison quantitative entre le
spectre expérimental et le spectre reconstruit. Afin d’évaluer cet outil, une simulation du
spectre de masse obtenu a 120V en présence de SuM de Tgt est ici rapportée (Fig.31). La
proportion non négligeable de monomere quantifiée (10.6%) fait de ce spectre un modele de
distribution en oligoméres Tgt. La mise en évidence expérimentale d’une distribution de charge
étroite et unique des monomeéres Tgt [158] valide la pertinence du modéle d’ajustement

gaussien appliqué.
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Figure 31 : Simulation de signal a partir du logiciel Amphitrite. L’ajustement gaussien des distributions de charge identifiées au
sein du spectre de masse native (Tgt SuM, 120V) permet une simulation des signaux individuels associés aux monomeres (gris)
et dimeres Tgt (bleu). La minimisation des erreurs entre spectre global simulé (rouge) au spectre expérimental (noir)

conditionne la qualité de I’ajustement. Les états de charge 10" et 20” confondus au sein du spectre MS sont ici encadrés.
q 1] 2 p

La simulation du signal monomérique (10 a 13") générée par le logiciel s’avére non gaussienne,
suggérant une surestimation de ’intensité du signal 10", Par ailleurs, la distribution de charge
simulée pour le dimére n’intégre pas ’état de charge 16", pourtant assigné a cette espéce (16 &
20"). L’obtention de résultats similaires par ajustement manuel des intensités exportées au
format Excel semble confirmer la difficulté¢ d’une telle prédiction. Le nombre limité d’états de
charge par oligomeére, favorisé en conditions natives, pourrait ici expliquer 1’inadaptation de

tels ajustements.

En conclusion, I’ensemble de ces optimisations a permis de définir les conditions
expérimentales (Tgt 2.5uM, AcNHs 1M pH7.5) et instrumentales (MS native, Vc = 80V)
nécessaires a la réalisation d’un criblage de ligands par MS native, combinant une
déstabilisation optimale du dimére Tgt en présence de ces molécules [159] et une quantification
relative robuste et reproductible. Bien que limitée, la superposition de certains états de charge
constitue une contrainte de quantification n’ayant pu étre ici contournée a partir des stratégies
présentées. Néanmoins, l'influence de la fixation des ligands sur la superposition des
enveloppes de charge monomeére / dimére s’est avérée restreinte, limitée a un seul état de
charge (Fig.33). Une détermination manuelle de I’intensité des oligoméres confondus sous ce

signal, basée sur Dl’intensité¢ des états de charge adjacents, a ainsi été systématiquement
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appliquée pour chaque ligand au cours du criblage présenté, limitant les biais de quantification

assocCiés.

3.2. Criblage de ’efficacité des ligands dans la déstabilisation du dimere Tgt par MS native.

La substitution de ligands /in-benzoguanines par des groupements de type ethinyl, s’est révélée
particulierement efficace dans la déstabilisation du dimere Tgt [159]. Contrairement aux
suppositions, la fixation de ces ligands n’implique pas une perturbation directe de la tétrade
hydrophobe formée par les résidus W326/Y330/H333/F92, indispensable a la cohésion de
I’interface dimérique [158]. L analyse du complexe co-cristallisé en présence du ligand LIB142
(Fig.32a) révele une perturbation inattendue d’un motif boucle-hélice a,B; adjacent, induite par
le ligand et responsable d’une intrusion déstabilisatrice de molécules d’eau. L’efficacité de ce
ligand a ainsi inspir¢ la synthése de 10 nouveaux ligands, regroupés en 3 familles distinctes par

la nature de leurs substituants (Fig.32b).
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Figure 32 : Présentation des 11 ligands de déstabilisation caractérisés par MS native. La structure du ligand LIB142 (a) a servi

d’ébauche a la conception rationnelle de dérivés inhibiteurs par modélisation moléculaire (b).

Le potentiel de déstabilisation de ces 11 molécules a ainsi ét¢ évalué par MS native en présence
de I’enzyme Tgt. La mise en évidence d’une influence de la concentration en dimére sur
I’efficacité du ligand LIB142 a justifié¢ le recours a une concentration monomérique minimale
de 2.5uM, en accord avec les limites de sensibilité¢ précédemment décrites [159]. De méme, la
tension de cone appliquée au cours de ce criblage a été fixée a 80V afin d’éviter une
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déstabilisation du dimere d’origine instrumentale. Dans un souci de reproductibilité, le criblage
individuel de chaque ligand a été réalisé sous 25uM (ratio monomere:ligand 1:10) a partir de
triplicats analytiques. Les spectres obtenus en présence d’un représentant de chaque famille de

ligand sont ici représentés (Fig.33a-e).

Dans un premier temps, la comparaison de ces données suggere une déstabilisation modeste de
I’homodimere Tgt dans les conditions appliquées, quelle que soit la nature du ligand. La faible
proportion de monomeéres détectée contraste avec la persistance de formes dimériques
majoritaires, dont la caractérisation permet d’identifier la stcechiométrie d’interaction en ligand.
Malgré un élargissement des signaux li¢ a la relative incompatibilité de certains tampons de
ligand, les différences de masse mesurées s’averent suffisamment importantes pour permettre
une identification non ambigué de ces steechiométries. A 1’instar du ligand de référence LIB142
(470.6 Da), les ligands PK713 (459.6 Da) et LJB580 (404.4 Da) se fixent préférentiellement au
dimeére (86159 + 3 Da) a raison d’une molécule par monomere (Fig.33b-d, masses mesurées
respectives de 87103 + 1 Da, 87079 £ 3 Da et 86970 + 3 Da), en accord avec la littérature
[159]. Contrairement au ligand NDEO8 (Fig.33e, 86771 + 1 Da), cette steechiométrie
d’interaction monomere:ligand 2:2 n’est néanmoins pas totale, une fraction de dimeres ne
fixant pas ou 1 seule molécule de ligand étant également observée (Fig.33b-d, masses mesurées
respectives de 86630 + 1 Da, 86620 + 2 Da et 86583 + 14 Da). Des résultats similaires ont été
obtenus en présence des ligands PK460, PK616, PK708, LIJB481, EM89, NDE10 et LJB393,
seul ce dernier assurant une saturation du dimere Tgt (steechiométrie 2:2) dans les conditions

testées.

La quantification des ratios monomere / dimere au sein de ces expériences a permis, dans un
second temps, de cribler I’efficacité de chaque molécule dans la déstabilisation du dimere Tgt
(Tableau 1). Les résultats obtenus soulignent tout d’abord la reproductibilité des
quantifications, les erreurs obtenues a partir de triplicats analytiques étant voisines de 1%, a
I’exception du ligand NDEOS (2.8%). Par ailleurs, les différentes proportions de monomere
induites par chaque ligand permettent de regrouper arbitrairement ces molécules en 4 groupes
d’efficacité relative (Fig.34a). La détermination d’un facteur de déstabilisation, correspondant
au rapport entre la proportion de monomere détectée en présence ou absence de chaque ligand,

suggere ’existence :
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Figure 33 : Déstabilisation de I’homodimére Tgt par un titrage en ligands (Vc : 80V, Pi : 6mbar). a) La protéine Tgt (2.5uM de

monomere) est analysée par MS native en tampon AcNH, IM pH7.5 b-e) apres 10 minutes d’incubation en présence de 10

excés de ligand b) LIB142, ¢) PK713, d) LIB580 et ¢) NDE08, dans des conditions expérimentales et instrumentales identiques.

Proportion relative d’espéces monomeriques (%)

Ligand Aucun | LIB142 | LIB393 | PK460 | PK713 | PKel6 | PK708 | LIB481 | LIB580 | EMS89 | NDE10 | NDE03
Ratio 33 5.6 34 25 29 42 4.7 53 9.6 9.4 71 12.6
1:10 =07 +13 +12 +0.4 +14 +0.5 =09 +1.1 +1.1 +1.0 +15 +238

Tableau 1 : Criblage de I’efficacité des ligands dans la déstabilisation du dimére Tgt par MS native. Une quantification relative

du ratio monomére / dimére, basée sur I’intensité des états de charge, a été réalisée a partir de mélanges individuels 1:10 entre

la protéine Tgt (2.5pM de monomere) et chaque molécule (25uM). Les molécules appartenant aux ligands de groupe 1, 2 et 3

apparaissent respectivement en orange, vert et bleu. Les erreurs indiquées sont issues de triplicats analytiques.
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» D’un premier groupe, constitué¢ des ligands LIB393, PK460 et PK713, n’induisant pas une

déstabilisation significative du dimere Tgt (facteur < 1).

» D’un second groupe, composé des ligands PK616, PK708 et LJB481, induisant une faible

déstabilisation du dimeére Tgt (1 < facteur < 2).

» D’un troisiéme groupe, regroupant les ligands LIB142 et NDEI10, responsable d’une

déstabilisation intermédiaire du dimére Tgt (2 < facteur < 3).

» D’un quatrieme groupe, incluant les ligands LIB580, EM89 et NDEOS, assurant une

déstabilisation importante du dimére Tgt (facteur > 3).

Ces résultats confirment 1’impact du composé¢ LIB142 dans la déstabilisation de I’interface
dimérique, corroborant de précédents travaux réalisés au laboratoire [159]. L’absence
d’influence en présence du ligand LJB393, non substitué en position C4, souligne 1’importante
des groupements C4 du ligand LJB142. De fagon intéressante, certaines des 9 nouvelles
molécules congues in silico a partir de ce ligand, semble présenter des propriétés d’inhibition
accrues. Il s’agit des ligands NDE10, EM89, LIB580 et NDEO8, appartenant aux groupes de
substituants 2 et 3 de ces ligands (Fig.32).

4. Conclusions.

Les résultats préliminaires de ce criblage par MS native ont pu étre intégrés aux données
orthogonales de radiomarquage et de cristallographie générées en présence de ces mémes
molécules (Fig.34b). La comparaison de I’efficacité de déstabilisation de ces composés (MS
native) et de leur influence sur la conformation de la boucle Bja; (structures co-cristallisées)
semble corréler, a I’exception des ligands PK460 et PK713. En effet, les ligands responsables
d’une déstabilisation intermédiaire & importante du dimére Tgt (LJB142, NDE10, EM&9,
LJB580, NDEO8) induisent un changement conformationnel notable de la boucle Bja;,
recouvrant la tétrade hydrophobe W326/Y330/H333/F92 indispensable a I"’homodimérisation
[151]. De la méme facon que le ligand LIB142 [159], la flexibilité de la boucle induite par ces
ligands s’accompagnerait d’une pénétration de molécules d’eau au niveau de la poche
hydrophobe, déstabilisant indirectement cette derniére. A contrario, 1’efficacité de ces ligands
(MS native) ne semble pas reliée a leur affinité, comme en témoigne les constantes de
dissociation (Kd) mesurées par radiomarquage. Une nouvelle détermination de la solubilité et
affinit¢ de certains ligands sera prochainement réalisée afin de valider ou non cette observation.
Par ailleurs, les complexes Tgt-ligands criblés font actuellement 1’objet d’une caractérisation

par microcalorimétrie de titration, dont la thermodynamique d’interaction devrait permettre de
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mieux comprendre le role de ces inhibiteurs dans 1’hydratation de la tétrade hydrophobe. En
conclusion, ces travaux soulignent le potentiel d’une nouvelle génération d’inhibiteurs, dont le
développement et I’optimisation impliqueront une évaluation de leur innocuité en présence de
I’enzyme eucaryote. D’un point de vue analytique, les difficultés rencontrées lors de la
quantification relative des ratios monomeére / dimeére (superposition d’états de charge)
pourraient bénéficier d’un nouveau couplage entre chromatographie d’exclusion de taille (SEC)
et spectrométrie de masse native, permettant une séparation préalable des oligomeéres avant leur

analyse et quantification relative par MS native [166].
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Figure 34: Intégration des données de MS native, cristallographie et de radiomarquage pour le criblage de ligand de
déstabilisation du dimére Tgt. a) L’évaluation du facteur de déstabilisation F de chaque ligand (rapport entre la proportion de
monoméres mesurée en présence ou absence de cette molécule) par MS native permet une classification arbitraire de ces
espéces en fonction de leur efficacité (vert, F < 1; rose, 1 < F < 2; orange, 2 < F < 3; rouge, F > 3). b) L’analyse des
complexes par cristallographie et radiomarquage permet d’évaluer I’impact de ces ligands sur la flexibilité de la boucle flal
(orange, positif ; vert, nul), ainsi que leur affinité (vert, Kd > 1 uM ; rose, 100 < Kd < 1000 nM ; orange, 10 < Kd < 100nM ;
rouge, Kd < 10nM).

157



158



Chapitre 5 : Criblage de complexes enzyme/ligand
par IM-MS native. le systeme PDF 1 B/inhibiteurs.

1. Présentation du contexte biologique.

Au cours des 20 dernieres années, 1’administration massive d’antibiotiques s’est accompagnée
de I’émergence de bactéries multi-résistantes, pressant la recherche au développement de
nouveaux inhibiteurs et a 1’identification de nouvelles cibles thérapeutiques [167-169]. La

sélection de ces potentiels candidats repose sur certains critéres. Entre autre, la cible doit :

Etre partagée par une large communauté de pathogeénes de I’Homme (spectre d’action).

>

» Intervenir dans un processus essentiel a leur survie (efficacité).

» Etre absente ou suffisamment distincte de ses homologues eucaryotes (spécificité, toxicité).
>

Ne pas étre inhibée par d’autres molécules (faible pression de sélection, résistance limitée).

Dans ce contexte, une famille d’enzymes appelées peptides déformylases (PDF), s’est révélée
particulierement prometteuse [170, 171]. Ces métalloprotéases interviennent dans le processus
d’excision de la méthionine N-Terminale (NME), une modification co-traductionnelle majeure
affectant 50 a 70% des protéines eucaryotes et procaryotes, et controlant leur stabilité / activité

[172-174]. Chez les procaryotes, ce mécanisme se décline en 2 étapes (Fig.35).
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Figure 35: Représentation du cycle d’excision de la méthionine N-Terminale procaryote, d’aprés [171]. L’intégration d’un
ARNt™ chargé d’une méthionine formylée (1,2) par le ribosome lors de I’initiation de la traduction, permet I’incorporation de
ce résidu dans la chaine polypeptidique naissante (3). Lors de 1’¢longation peptidique, la déformylation préalable de cette

méthionine N-terminale par I’enzyme PDF (4) permet son clivage par I’enzyme méthionine aminopeptidase (MAP, 5).
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L’incorporation d’une méthionine formylée en position N-Ter lors de [D’initiation de la
traduction s’accompagne d’une déformylation puis d’un clivage de ce résidu, successivement
catalysés par les enzymes PDF et méthionine aminopeptidases (MAP) lors de I’¢longation. Le
caractere létal conféré par I’inactivation de génes PDF procaryotes et eucaryotes, souligne le
role fondamental joué par ces enzymes [175, 176]. Néanmoins, 1’'ubiquité de ces enzymes,
regroupées en 4 classes de séquences et de structures (PDF1A/B, PDF2, PDF3), implique le
développement d’inhibiteurs spécifiques des isoformes non humains (PDF1B, PDF2) [177,
178]. La résolution cristallographique de ces variants a ainsi servi d’ébauche a la conception
rationnelle d’inhibiteurs spécifiques, dont le potentiel a pu étre évalué par analyse fonctionnelle
[177, 179]. De telles études ont permis de souligner I’efficacit¢ d’un inhibiteur peptidique
naturel, I’actinonine [180]. Cependant, la toxicité relative de ce composé sur certaines cellules
humaines a nécessité la poursuite de ces travaux [181]. Dans ce contexte, de nouveaux
inhibiteurs non peptidiques ont été développés par 1’équipe du Dr. Meinnel [182]. Une
caractérisation structurale et enzymatique approfondie de 1’enzyme PDFI1B d’Arabidopsis
thaliana, modéle d’étude bactérien, a relié 1’efficacité de certains inhibiteurs a leur mode de

fixation dit de « Slow Tight Binding » (STB) [42, 167, 183] (Fig.36).

a) K= 140 + 10 nM

K-=0.9% 05 nM

b) T Inhibiteur
. N > | Conformation ouverte : O
Conformation P+
ouverte: O
P:l
Sélection Induced-fit | o oo
conformationnelle 10ms Conformation intermédiaire
10-100 ms 1-10s
Réaction limitée

Conformation

; Conformation fermée: C
superfermée: S

P:I*

Figure 36: Description du mécanisme « Slow Tight Binding » (STB), d’aprées [184]. a) L’inhibition enzymatique de la protéine
PDF1B (P) par certaines molécules (I) suggere un mécanisme en 2 étapes, le complexe initial P:I formé (Ki > 100nM) pouvant
évoluer vers un complexe P:I* quasi irréversible (Ki* < InM). b) L’analyse cristallographique de ces complexes supporte une
liaison des inhibiteurs a la conformation ouverte (O) du site actif de I’enzyme, en équilibre avec une conformation superfermée
(S). La formation rapide de ces complexes (P:I) s’accompagne d’un changement conformationnel, responsable de la fermeture
partielle du site actif (conformation intermédiaire). Cette étape s’acheéve par une fermeture plus lente mais compléte de ce site
(conformation fermée C), stabilisant les complexes ainsi formés (P:I*). Le changement conformationnel induit par la fixation

de ces ligands STB (O vers C) est caractéristique d’un mécanisme de type « induced-fit ».
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Dans ce schéma, I’inhibiteur STB (I) reconnait la conformation ouverte du site actif de
I’enzyme (P) et s’y fixe, formant rapidement un complexe non-covalent P:I d’affinit¢ modérée.
Cette interaction non-covalente s’accompagne d’une fermeture partielle du site actif
(conformation intermédiaire), évoluant plus lentement vers une fermeture totale (conformation
fermée), stabilisant ces complexes quasi-irréversibles (P:I*). Ce passage d’une forme ouverte a
une forme fermée de la protéine s’effectuerait ainsi en plusieurs étapes, en accord avec
I’existence d’un mécanisme « Induced Fit » [185]. Ces propriétés remarquables et responsables
de I’effet prolongé de I’actinonine, constituent un critére de choix dans le criblage de nouvelles

molécules, impliquant une caractérisation conformationnelle fine de leurs complexes associés.

2. Objectifs de I’¢tude.

L’objectif de ces travaux, initiés au laboratoire par le Dr. Petiot, porte sur une caractérisation
dynamique des complexes formés entre 1’enzyme PDF1B d’A.thaliana et 3 inhibiteurs
bactériens: 1’actinonine (inhibiteur peptidique STB de référence) ainsi que les composés non
peptidiques 217 et 6b, développés in silico par le groupe du Dr. Meinnel. Ce criblage, devant

apporter des preuves de 1’existence du mécanisme STB, se décline en 2 parties :

» Le criblage structural des complexes par MS native doit permettre une détermination des
propriétés de « binding » de ces molécules (stoechiométrie, affinité, spécificité, stabilité des

complexes en phase gazeuse).

» Le criblage conformationnel des complexes par IM-MS native doit permettre une
détermination fine de l’impact de ces inhibiteurs sur la conformation globale des

complexes (CCS, stabilité¢ des conformations en phase gazeuse).

La détermination de ces propriétés par MS native et IM-MS est ici observée en temps réel a

travers le suivi cinétique :

» De titrages individuels entre la protéine PDF1B et chacun des ligands.

» D’expériences de compétition, impliquant PDFIB et un couple de ligands, incubés

simultanément (compétition directe) ou séquentiellement (compétition indirecte).

Les données structurales disponibles sur chaque complexe [42] permettent une détermination

de leur CCS théorique, faisant I’objet d’une comparaison aux CCS expérimentales mesurées.
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3. Résumé des résultats.

3.1. Criblage des complexes PDF1B:ligand par MS native en temps réel.

Une analyse préliminaire de PDF1B seule en conditions natives (Fig.37a, 21933 £+ 1 Da) a tout
d’abord permis de confirmer I’état monomérique de cette protéine et la fixation d’un atome de
nickel (58.7 Da), en accord avec la masse mesurée en conditions dénaturantes (21876.2 + 0.1
Da) et la littérature [186]. Afin de vérifier la steechiométrie et spécificité d’interaction des 3
ligands, un titrage individuel de I’enzyme (5uM) en présence de différentes concentrations de
chaque ligand (5 a 50uM) a été réalisé. Dans des conditions de saturation idéales (Fig.37a,
PDFI1B:ligand 1:2), la détection d’une espeéce unique de 22318 + 1 Da confirme la fixation
spécifique d’une molécule d’actinonine (385.5 Da) a raison d’une steechiométrie 1:1. Des
résultats similaires sont obtenus par incubation des ligands 27 (294.4 Da) et 6b (269.1 Da),

menant a la formation de complexes 1:1 uniques (22227 + 1 et 22202 + 1 Da, respectivement).
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;—P
T " T "
2400 2500 2600 2700 2800 m/z
94%
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Figure 37 : Caractérisation des interactions PDF1B:ligand par MS native. a) Les spectres de masse natifs de ’enzyme seule
(panel haut, 5SuM) et incubée en présence de son ligand actinonine durant 10 minutes (panel bas, titrage 1:2) sont ici présentés.
Les astérisques indiquent la présence d’adduits Ni**. b) Proportions de complexes PDF1B:ligand 1:1 formés par titrage
individuel entre I’enzyme (SuM) et ses ligands (10uM). Cette quantification relative s’appuie sur 1’intensité des états de charge
8" et 9" mesurée par MS native aprés 10 minutes d’incubation. c) Proportions de complexes PDF1B:ligand 1:1 détectés en
fonction de la tension de cone appliquée. Les traits pointillés correspondent aux valeurs de Vcsy mesurées en présence des

ligands actinonine (rouge), 2/ (vert) et 6b (bleu).
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La quantification relative des signaux PDF1B apo / holo mesurés au cours du temps dans ces
conditions de titrage, met en évidence une formation rapide de ces complexes (< 1 minute),
ainsi qu’une différence d’affinité entre les ligands (Fig.37b). En effet, les proportions de
complexes formés en présence des ligands actinonine (94%), 21 (83%) et 6b (74%), soulignent
une affinité plus marquée pour 1’actinonine que pour les ligands 2/ et 6b. Dans ces mémes
conditions, une comparaison de la stabilit¢ des complexes PDF1B:ligand en phase gazeuse a
¢té menée (Fig.37c). A nouveau, la tension de cone nécessaire a la dissociation de 50% de ces
complexes (Vcsp) suggere une stabilité plus importante en présence de I’actinonine (90 + 4V)
qu’en présence des composés 27 (75 = 1V) et 6b (71 = 3V), en accord avec une contribution

¢lectrostatique plus marquée au sein du cristal [42, 187].

L’analyse dynamique de la fixation de ces molécules a travers des expériences de compétitions
directes et indirectes, démontre la présence d’un site de fixation unique et confirme 1’existence
de 2 catégories de ligands, d’affinités apparentes différentes. La réalisation de compétitions
directes consiste en 1’incubation simultanée de 2 ligands (10uM) en présence de I’enzyme
(5uM), suivie par MS native au cours du temps (Fig.38a). La présence d’actinonine au sein des
mélanges (Fig.38b-g) se traduit systématiquement par la détection de complexes
PDF1B:actinonine majoritaires dés 1 minute d’incubation (81 et 82% en présence des ligands
6b et 21), déplacant complétement la faible proportion (11%) de complexes PDF1B:6b
(Fig.38b,d) ou PDF1B:2/ (Fig.38e,g) observée, apreés 30 minutes (Fig.38¢c-d,f-g). 4 contrario,
le mélange des ligands 6b et 21 (Fig.38h-j) s’accompagne d’une distribution de complexes
PDF1B:21 (31%) et PDF1B:6b (56%) deés 1 minute (Fig.38h,j), le déplacement partiel du
ligand 6b par le ligand 2/ s’achevant par I’atteinte d’un équilibre (49 et 37%, respectivement)
au-dela de 30 minutes (Fig.381,j). Ces observations sont corroborées au sein d’expériences de
compétition indirecte, déclenchées par I’ajout séquentiel d’un second ligand (10uM) sur un
complexe PDF1B:ligandl 1:1 préformé (SuM:10uM). Malgré une étape de préincubation, les
ligands 2/ ou 6b fixés a la protéine PDFIB sont de nouveau totalement déplacés par
I’actinonine en 1’espace de 30 minutes. Réciproquement, aucun de ces 2 ligands, quelle que soit
sa concentration (10-50uM), ne permet un déplacement de I’actinonine préincubée. A nouveau,
un déplacement mutuel des complexes PDF1B:2/ ou PDF1B:6b préformés est observé par
I’ajout respectif des ligands 6b et 21, se soldant par un déplacement de 1’équilibre vers la
formation du complexe PDF1B:ligand2. L’ensemble de ces expériences souligne 1’existence
d’un site de fixation unique, aucun complexe PDF1B:ligand1:ligand2 1:1:1 spécifique n’étant
détecté. Par ailleurs, les profils de compétition relevés confirment 1’affinité apparente accrue de

I’actinonine, déplacant entierement les ligands 2/ et 6b, d’affinités intermédiaires et voisines.
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Figure 38: Suivi cinétique des complexes PDF1B:ligand formés en présence de compétitions directes par MS native. a)
Présentation schématique des expériences de compétition directe. L’ajout de SpM d’enzyme PDF1B a un mélange équimolaire
constitué de 2 des 3 ligands testés (10uM) est suivi en temps réel par MS native. b,c,e,f,h,i) Spectres de masse natifs (zooms sur
I’état de charge 9%) obtenus aprés (b,e,h) 1 minute et (c,f,i) 30 minutes d’incubation en présence des couples de ligands (b,c)
actinonine/6b, (e,f) actinonine/21 et (h,i) 6b/21. d,g,j) Quantification relative des différentes espéces présentes apres 1 et 30
minutes d’incubation en présence des couples de ligands (d) actinonine/6b, (g) actinonine/2/ et (j) 6b/21. Les astérisques

représentent la fixation non spécifique d’une seconde molécule de ligand.

3.2. Criblage des complexes PDF1B:ligand par IM-MS native en temps réel.

La mise en évidence de 2 classes de ligand par MS native (« actinonine like » et « 21/6b like »),
se distinguant par leurs affinités relatives et stabilités en phase gazeuse, conduit a
I’interrogation conformationnelle de ces complexes. En effet, le mécanisme STB suggéré par
I’étude cristallographique du complexe PDF1B:actinonine implique un faible changement
conformationnel, responsable d’une fermeture locale et totale du site de fixation [42]. Dans ce
contexte, I’'IM-MS native, sensible a la conformation globale des ions, a été¢ appliquée au
criblage de subtils changements conformationnels induits par la fixation de ces ligands.

Une caractérisation individuelle de mélanges PDFI1B:ligand sous-stcechiométriques (ratio

1:0.5) par IM-MS a ainsi permis 1’analyse simultanée des formes PDF1B apo et holo (Fig.39).
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Figure 39 : Caractérisation IM-MS des changements conformationnels induits par la fixation des ligands sur PDF1B. a,b,c) Les
distributions de temps de dérive (ATDs) associées aux ions 9" des espéces apo et holo sont extraites de mélanges individuels
sous-steechiométriques entre PDF1B apo (5uM) et ses ligands (2.5uM) a) actinonine, b) 2/ et ¢) 6b, incubés 10 minutes. Les
ATDs correspondant aux espéces PDF1B apo, PDF1B:actinonine, PDF1B:2] et PDF1B:6b sont respectivement représentés en
noir, rouge, vert et bleu. La largeur a mi-hauteur (FWHM) et le pouvoir séparateur (Rs) de ces distributions sont ici indiqués. d)
Présentation des temps de dérive (fp) et CCS moyens ("W CCSyo) mesurés sur I’état 9° de ces espéces. Les erreurs exprimées

sont issues de triplicats analytiques.

Une optimisation instrumentale fine, centrée sur la séparation IM des états de charge 9" des
especes PDF1B apo et PDF1B:actinonine, a permis de pointer une différence faible mais
significative de 0.44 ms associée au temps de dérive (Azp) de ces especes. L’application de
cette méthode a I’analyse des complexes PDF1B:2/ et PDF1B:6b, présentant une distribution
de charge similaire a ’enzyme apo, révele une augmentation moindre de ce temps de dérive,
mais identique entre les 2 ligands (Azp = 0.33 ms). Ce criblage démontre ainsi I’existence de 3

conformations :

» Une conformation correspondant a la forme PDF1B apo.

» Une conformation intermédiaire, semi-compacte, liée aux complexes PDF1B:21/6b

(A™WCCSn2 =+ 0.7-0.8%).
> Une conformation compacte, li¢e au complexe PDF1B:actinonine (A"™VCCSy, = +1.1%).
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Afin de confronter 1’augmentation de conformation globale mesurée par IM-MS a la
compaction locale du site actif observée par cristallographie, un alignement des carbones a des
structures PDF1B apo et PDF1B:actinonine a été réalisé. Bien que les déviations les plus
marquées concernent les atomes a proximité du site de fixation (ACo = 1.2A), la fixation de cet
inhibiteur se traduit par des changements conformationnels plus distants, portés par des
structures secondaires adjacentes (0.6 < ACa < 1A). Ces résultats démontrent la coexistence
d’une compaction locale et d’une décompaction globale induite par la fixation de 1’actinonine,

soulignant la complémentarité des approches de haute et basse résolution.

L’exploitation des structures cristallographiques associées aux espéces PDFIB apo,
PDF1B:actinonine et PDF1B:6b a permis d’en prédire les CCS théoriques (Tableau 2). Les
résultats obtenus a partir de I’algorithme « Trajectory Method » (TM), particuliérement adapté
a de tels complexes, ne révelent aucune différence de CCS significative entre PDF1B apo
(1972 + 33 A?%) et les complexes PDF1B:6b/actinonine (1937 + 20 et 1977 + 26 A?),
contrairement aux expériences IM-MS. Parmi les explications a cet échec, la subtilité¢ des

différences conformationnelles traquées (AT CCSn, < 1%) peut étre avancée.

Méthode PDFI1B apo PDF 1B:actinonine PDF1B:6b
(PDB: 3PN2) (PDB: 3M6P) | (PDB: 303])
PA -2 1562 =2 1565 =1 1540 =2
CCS (AY) EHSS b 1987 £3 1988 £2 1955 £3
TM © 1972 £33 1977 £26 1937 £20
PA 0 N.S. ¢ 22 (-1.4%)
ACCS (A2) EHSS 0 N.S. -32 (-1.6%)
™ 0 N.S. N.S.

Tableau 2 : Calcul des sections efficaces théoriques (CCS) associées aux structures cristallographiques, a partir des différentes
méthodes du logiciel Mobcal [116, 117]. ® Projection Approximation. ® Exact Hard Sphere Scattering. ¢ Trajectory Method. ¢

Non significatif. Les erreurs indiquées représentent 1’écart-type issu de 6 réplicats de calcul indépendants.

Pour conclure, I’identification de 2 types de changements conformationnels subtils et induits
par IM-MS (Fig.39), a suscit¢ une évaluation du potentiel de cette approche pour la
caractérisation dynamique de ces conforméres en mélange. Pour cela, les expériences de
compétition directe précédemment décrites (Fig.38) ont été suivies par IM-MS (Fig.40).
L’analyse des mélanges actinonine/6b et actinonine/2/ aprés 1 minute d’incubation par MS
native (Fig.38b,e), permet une détection concomitante des especes PDF1B apo, PDF1B:6b/21
et PDF1B:actinonine. Les différences de temps de dérive mesurées a 1’état de charge 9" par IM-
MS entre les espéces PDFIB apo (référence), PDFIB:6b/21 (Atp = 0.33ms) et

PDF1B:actinonine (Azp = 0.44ms) au sein de ces mélanges (Fig.40a,d) démontrent la séparation
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Figure 40: Suivi cinétique des complexes PDF1B:ligand formés en présence de compétitions directes par IM-MS. a,b,d,e,g,h)
Les distributions de temps de dérive (ATDs) associées aux ions 9" des espéces PDF1B apo (noir), PDF1B:actinonine (rouge),
PDF1B:21 (vert) et PDF1B:6b (bleu) sont extraites des mélanges entre les ligands (a,b) actinonine/6b (d,e) actinonine/2/ et
(g,h) 6b/21. Les proportions relatives de chaque conformeére, mesurées a partir de 1’intensité de ces ATDs, sont ici représentées

apres (a,d,g) 1 minute et (b,e,h) 30 minutes d’incubation entre les ligands (c) actinonine/6b, (f) actinonine/21 et (i) 6b/21.

de 3 conformeres associés a chacune de ces especes. Le suivi cinétique du mélange 6b/21 par
IM-MS (Fig.40g,h) confirme I’adoption d’une conformation globale similaire entre complexes
PDF1B:6b et PDF1B:21, les distributions de temps de dérive (ATDs) associées a leur état de
charge 9" se superposant et ne permettant pas leur distinction (fp = 9.15ms). Par ailleurs, la
quantification relative de 1’ensemble de ces conformeres par IM-MS en temps réel (Fig.40c,f,1)
corrobore les résultats de quantification obtenus sur leurs complexes respectifs par MS native

(Fig.38d,g,j). Cette approche permet ainsi le suivi dynamique en mélange:

» De la formation de ces conforméres, induits par la fixation des ligands 6b/21 ou actinonine.

» De leur déplacement par compétition.
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4. Conclusions.

L’application du couplage MS native / IM-MS a I’étude du systeme PDF1B-ligand, a permis un
criblage structural et conformationnel en temps réel des complexes formés en présence de 3
inhibiteurs spécifiques. La nature dynamique de ces informations a ainsi complété les données
structurales disponibles sur ces complexes.

L’analyse des complexes par MS native en temps réel a ainsi révélé 1’existence de 2 catégories
de ligand (« actinonine like » et « 21/6b like »). Ces derniers se fixent spécifiquement au méme
site de la protéine dans une steechiométrie 1:1, mais avec des affinités et stabilités en phase
gazeuse différentes, en accord avec les données d’enzymologie et de cristallographie [42, 182].
Une caractérisation approfondie de ces complexes par IM-MS native en temps réel, a permis de
révéler I’existence de 2 types de changements conformationnels globaux induits par les ligands
21/6b ou actinonine. La nature de ces différences (A" CCSnz < 1%) souligne le potentiel de
I’approche IM-MS dans le criblage de changements conformationnels trés subtils. La
dynamique de formation et d’échange de ces conformeres suggere que 1’actinonine bloquerait
PDF1B dans une conformation compacte spécifique, empéchant la fixation et le changement de
conformation intermédiaire induit par les ligands 27 et 6b.

L’ensemble de ces résultats apporte une preuve supplémentaire de 1’existence d’un mécanisme

« Induced Fit » de type « Slow Tight Binding », porté ici par le ligand actinonine.

5. Valorisation.

Les travaux ici présentés ont fait 1’objet des communications suivantes :
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small ligand-induced conformational changes. Analyst (2015), 140, 7234-7245.

Communication orale:

Stojko J, Petiot-Bécard S, Fieulaine S, Meinnel T, Van Dorsselaer A, Giglione C, Cianférani S.
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lon mobility coupled to native mass spectrometry
as a relevant tool to investigate extremely small
ligand-induced conformational changes+

Johann Stojko,*® Sonia Fieulaine,© Stéphanie Petiot-Bécard,®®
Alain Van Dorsselaer,®® Thierry Meinnel,© Carmela Giglione*© and
Sarah Cianférani*®°

We evaluate the potential of native mass spectrometry (MS) and ion mobility (IM-MS) for the screening of
protein : ligand complexes when very subtle conformational changes are involved. As a proof of concept,
we investigate the interactions between a peptide deformylase (PDF1B), a promising target for the develop-
ment of new antibiotics, and three of its specific inhibitors that bind in different modes. First, real-time
native MS reveals two types of ligands, both interacting in a 1:1 stoichiometry with PDF1B but with
different affinities and gas phase stabilities. Conformational IM-MS screening then highlights two very
close but significantly distinct ligand-induced conformations with collision cross sections that differ by
less than 1%. Real-time IM-MS is used to monitor not only the dynamics of ligand binding to apoPDF1B
but also the switching between holo conformations. This study provides additional evidence that the
most potent ligands inhibit peptide deformylases through a slow-tight binding mechanism, in agreement
with previous structural and enzymology studies. Furthermore, this approach, wherein the characteristics
obtained by native MS are combined with IM-MS conformational screening, prove valuable in characteriz-
ing extremely subtle dynamic conformational changes induced when ligands bind to protein assemblies.
We discuss the promise and limitations of IM-MS in the context of detection of very small conformational

www.rsc.org/analyst

Introduction

The use of orthogonal biophysical techniques (fluorescence,
X-ray, NMR, calorimetry, etc.) or enzymatic assays has turned
drug research into a multifaceted approach, involving high-
throughput screening (HTS) of large libraries of molecules,
structure-based drug discovery, and lead optimization or frag-
ment-based drug discovery."? Mass spectrometry (MS) and its
applications in the pharmaceutical industry have evolved con-
tinuously over the past 20 years, mainly through the outstand-
ing instrumental breakthroughs that have been achieved. Mass
spectrometry is now routinely used to evaluate the purity of
recombinant proteins,® to characterize monoclonal anti-
bodies™ and, in proteomics, to identify new candidate bio-
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changes induced upon ligand binding.

markers.®” Mass spectrometry is also pivotal throughout the
drug-discovery process—for the quality control of compound
libraries, the evaluation of compound purity, and for solubi-
lity, stability, and ADME-Tox studies.®

Subtle changes that occur in response to ligand binding in
multiprotein complexes are often difficult to identify without
high resolution X-ray analysis. Native MS has nonetheless
emerged as a valuable alternative through the insights it pro-
vides into the dynamic changes that result from ligand
binding.>'® This technique has indeed been incorporated into
the drug discovery workflow, notably during the early stages,
in structure- or fragment-based approaches. Automation'* and
a coupling to high resolution native MS'* allows the method
to be used for the primary screening of focused libraries con-
taining a few thousand molecules. Native MS, which provides
information on binding stoichiometries, specificities,
affinities*'* and even gas phase stabilities, is now considered
robust and reliable enough to validate hit compounds identi-
fied by HTS. In this context, native MS provides strong support
for the validation and characterization of leads derived
from close analogues and virtual screen hits. Native MS has
also been used to characterize a variety of protein:ligand

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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systems,">™" facilitating the discovery of small modulator
molecules for orphan nuclear receptors'®>° for instance, or
identifying the calixarenes that bind to Staphylococcus aureus
leucotoxines®" and the ligands of transthyretin.*

However, classical MS screens cannot reveal the subtle
changes that occur in response to ligand binding in proteins,
being sensitive only to overall changes in binding characteristics.
Historically, NMR, high resolution X-ray crystallography,
computational studies and kinetic measurements have been
used to detect ligand-induced conformational changes in pro-
teins. These are now complemented by emerging techniques
such as those involving single molecules®® and ion mobility
MS (IM-MS), the latter offering a combined binding and con-
formational characterization of the system. In ion mobility
experiments, ions are separated according to their charge and
collision cross section (CCS) using an electric field in a con-
trolled gas environment.>*>> The IM component thereby adds
a gas phase separation dimension based on the mass, charge
and shape of the ions. Many studies have demonstrated the
potential of IM-MS as an integrative tool for structural biology
programs.’®>® However, this technique is mainly used to
assess the global shape of the protein (globular versus
helical,® for instance) and only rarely has IM-MS been used
to characterize the conformation of protein/ligand systems.
Typically indeed, the conformational changes have to be
rather large (ACCS > 5%) to be detected;* in a recent study
however,?' the subtle conformational changes (ACCS = 2%)
induced by inhibitor binding were successfully detected by
fine tuning the instrumental settings. More recently, Ruotolo
and coworkers have outlined new possibilities for IM-MS
kinase/ligand screening,®* while Nyon et al. have successfully
used IM-MS to monitor changes in the conformational
dynamics of al-antitrypsin upon ligand binding.**

Here, we report the dynamic characterization of protein:
ligand complexes at both binding and conformational levels.
Peptide deformylases (PDFs) are promising therapeutic
target for the development of antibacterial and anticancer
inhibitors.>*?® Four subfamilies are usually defined (viz.
PDF1A, PDF1B, PDF2 and PDF3) according to their sequence
and structural singularities.’”*® The two very well documented
enzymes, Escherichia coli PDF and Arabidopsis thaliana
PDF1B**™*! belong to the second of these families, the most
common in eubacteria. We have characterized the binding of
three bacterial PDF inhibitors (Fig. 1) to A. thaliana PDF1B
(simply named PDF1B in the following) by IM-MS. This system
is interesting because previous enzymatic, biophysical and
crystallographic studies** have revealed the slow-tight binding
(STB) of a number of potent inhibitors.*’ This is consistent
with the induced-fit binding model, whereby a ligand induces
a conformational change that either enhances substrate cata-
lysis or strengthens inhibitor binding.**

According to the binding stoichiometries, specificities and
gas phase stabilities obtained by native MS, the PDF inhibitors
investigated here are classed as either slow-tight or slow-
moderate binders to PDF1B. A comparison of the CCSs derived
from crystallography and IM-MS then highlights the existence

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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Fig. 1 Chemical structures of the PDF1B ligands used in the present
study.

of two distinct conformational changes induced by ligand
binding. Altogether, these data further suggest that the STB
inhibition of PDFs occurs through an induced-fit mechanism.

Results

Characterization of individual PDF1B: ligand complexes by
native MS deciphers binding properties and kinetics

Titration experiments. PDF1B was first studied alone under
native and denaturing MS conditions (Fig. S1 in the ESIt). The
native mass spectrum shows that PDF1B is a folded monomer
containing one nickel atom (21933 + 1 Da, Fig. 2a), in agree-
ment with previous biochemical data.*' To assess the binding
stoichiometries, titration experiments were performed with the
three ligands (viz. actinonin and the chemically designed com-
pounds 21 and 6b, see Fig. 1 and the Experimental section),
using native MS. The addition of actinonin in two-fold excess
and after 10 min incubation shifts the main mass signal
to 22318 + 1 Da, corresponding to PDF1B + Ni** + actinonin
(Fig. 2b). Similar 1:1 binding stoichiometries are obtained in
the presence of compounds 21 and 6b (Fig. 2¢). Note also that
non-specific ligand multi-addition occurs when the inhibitors
are present in large excess (from 1:2 to 1: 10 stoichiometries,
Fig. S2 in the ESIY}).

To further specify the dynamics and affinity of the PDF1B:
ligand interactions, the relative proportions of free and bound
forms were quantified by native MS at different protein : ligand
ratios and incubation times. For all the molecules and protein :
ligand ratios, a 1:1 PDF1B: ligand complex forms in a minute
(Fig. S2t). The proportion of the bound form at saturation
depends on the ligand however, with 94%, 83% and 74% of
the signal arising from the 1:1 complex under a two-fold
molar excess of actinonin and compounds 21 and 6b, respecti-
vely (Fig. 2c; the results are similar with a ten-fold excess, see
Fig. S2}). These results show, in agreement with a previous
study,®® that the affinity of PDF1B is higher for actinonin than
it is for compounds 21 or 6b.

Gas phase stabilities and Vc50 measurements. The gas
phase stabilities of the PDF1B: ligand complexes were investi-
gated by recording the accelerating voltage required to dis-
sociate 50% of the complex (Vc50)*° during in source collision-
induced dissociation experiments. A clear correlation was
found between Vc50 values and the contribution of electro-

Analyst, 2015, 140, 7234-7245 | 7235
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Fig. 2 Native mass spectrometry (MS) characterization of PDF1B : ligand
interactions. Native mass spectra of PDF1B (5 pM) (a) alone or (b) after
10 min incubation with 10 pM actinonin (the asterisks indicate signals
from Ni?* adducts). (c) Relative proportions of the PDF1B: ligand com-
plexes, as determined by native MS from the intensities of the 8+ and
9+ charge states after incubation of 5 uM PDF1B with 10 pM ligand. (d)
Protein : ligand ratios for PDF1B : actinonin (red), PDF1B: 21 (green) and
PDF1B : 6b (blue) complexes as a function of the cone voltage in the ion
source. The dashed lines indicate the corresponding Vc50 values.

static and H-bond based interactions in the total binding
energy of the complexes in several studies.*>*® Fig. 2d shows
that Vc50 is significantly higher for actinonin (90 + 4 V) than it
is for compounds 21 (75 + 1 V) and 6b (71 + 3 V), which indi-
cates that the polar stabilization of PDF1B: actinonin is greater
than that of the other two complexes. This is consistent with
the interaction networks suggested by the crystal structures.
Indeed, while actinonin binds to PDFs through hydrophobic
contacts and a number of hydrogen bonds,*”"*® these are fewer
in the complexes formed with 6b.**

Real-time characterization of PDF1B : ligand mixtures by native
MS identifies two ligand affinity classes

The dynamics of ligand binding were investigated further by
monitoring pairwise incubations of the ligands over time by

7236 | Analyst, 2015, 140, 7234-7245
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native MS. These competition experiments were performed by
mixing the ligands either simultaneously (direct competition)
or sequentially (indirect competition) with the enzyme.

Direct competition experiments. As expected from the titra-
tion experiments, Fig. 3 shows that in direct competition with
compounds 21 and 6b (at a 1:2:2 PDF1B: ligand A:ligand B
ratio), the major component always corresponds to the 1:1
PDF1B: actinonin complex (Fig. 3b and e). After 30 min more-
over, the signals from the 1:1 PDF1B:6b or PDF1B:21 com-
plexes are no longer observed (Fig. 3¢ and f). When the two
compounds are in direct competition with each other however,
both 1:1 complexes are present, with initially a significantly
higher proportion of PDF1B:6b than PDF1B:21 (56% and
31% respectively, with 13% of the apo protein, Fig. 3h and j).
The two complexes are found in equal proportions after
10 min, and at 30 min, an equilibrium is reached between 1:1
PDF1B:6b (37%) and PDF1B:21 (49%) (Fig. 3i and j). The
inversion of relative ligand binding affinities on the minute
time scale is quite unusual, but can be explained by the inhi-
bition mode of these two compounds. We know that initially
during ligand recognition, the affinity of 6b for various PDFs is
higher (K;°® < K;**, data not shown). However, compound 21
induces a conformational change in the enzyme upon
binding, resulting in a final complex of moderate but nonethe-
less higher affinity than that of the encounter complex (Ki>* <
K*', manuscript in preparation), characterized by a very low
dissociation constant. The PDF1B: 21 complex is thereby likely
more stable than PDF1B:6b is, displacing the equilibrium
towards the former as shown in Fig. 3j.

Note furthermore that the direct competition experiments
show no signs of simultaneous specific binding of two
different ligands, strongly suggesting that actinonin, 21 and 6b
compete for the same binding site, a situation that was
not clear in previous crystallographic studies with 21 found
in an unusual pocket but was not confirmed by enzymatic
assay.*>*?

Indirect sequential competition experiments. To confirm
this unusual ligand binding behavior, PDF1B was incubated
with one ligand before adding a second after 10 min. The
binding of the second ligand to pre-formed 1:1 complexes
was then monitored by real-time native MS (Fig. 4a). As
expected from the respective affinities of the ligands, even at
high excess (up to 1:2:10 PDF1B: actinonin : 6b/21, data not
shown), the designed compounds do not displace actinonin
from PDF1B (Fig. S3 in the ESI}). Reciprocally, actinonin
readily displaces 6b and 21 in 1:1 complex with PDF1B. For
PDF1B:6b indeed, ~92% of the detected species are 1:1
PDF1B:actinonin after just 1 min of actinonin incubation
(Fig. 4c and e), the initial ligand being almost fully replaced
after 30 min (~97% 1:1 PDF1B:actinonin, Fig. 4d and e).
The behavior is similar starting with a PDF1B:21 complex
(Fig. 4g-i). Meanwhile, Fig. 4k-m (Fig S3g-i in the ESI}) shows
that compound 6b (21) replaces 21 (6b) in complex with
PDF1B. Interestingly, the equilibrium after 30 min in both
cases involves major (51%, 56%) and minor (34%, 30%) popu-
lations of PDF1B: 21 and PDF1B: 6b, respectively.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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Fig. 3 (a) Schematic outline of the direct competition experiments—5 pM PDF1B is added to equimolar mixtures of two of the three ligands tested
here (actinonin and compounds 6b and 21, see Fig. 1) at 10 pM—monitored in real time by native mass spectrometry (MS). (b, c, e, f, h, i) Native mass
spectra (zoom on the 9+ charge state) obtained after (b, e, h) 1 min and (c, f, i) 30 min pairwise incubation of (b, c) actinonin/6éb, (e, f) actinonin/21,
and (h, i) 6b/21. (d, g, j) Relative proportions, as determined by native MS, of the different species present after 1 and 30 min pairwise incubation of
(d) actinonin/6b, (g) actinonin/21, and (j) 6b/21. Asterisks represent non-specific binding of a second ligand molecules.

In summary, this binding screening by real-time native MS
shows that actinonin has a much higher affinity for PDF1B
than compounds 6b and 21 do. The actinonin complex is also
more stable in the gas phase than the other two because of a
more extensive network of polar interactions.

IM-MS characterization of individual PDF1B : ligand
complexes identifies two subtly different ligand induced
conformations

Actinonin and certain other compounds inhibit PDFs through
the STB mechanism. Inhibition proceeds through a competi-
tive mechanism which is indicative of overlapping binding
sites. Crystal structures of various complexes indicate indeed
that the binding sites are identical and fully overlapping.*?
The ligand first binds to PDF, inducing next a conformational
change that favors further hydrogen bonding between the two
partners, thereby locking the complex in a much more stable
state.*> We used IM-MS to search for conformational changes
resulting from actinonin, 6b or 21 binding. The major
difficulty of this analysis consisted in finding instrumental
parameters that ensure a high IM resolution and sensitivity

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015

without altering or activating the protein:ligand complexes.
The IM-MS settings were fine-tuned using a sub-stoichiometric
PDF1B: actinonin mixture (1:0.5 protein:ligand ratio) incu-
bated for 10 min, allowing the simultaneous detection of the
apo and holo forms (Fig. 5). The IM cell parameters (wave
height, wave velocity and He/N, pressure ratio, see the Experi-
mental section), were optimized to enable the separation of
the arrival time distributions (ATDs) of the apo and holo forms
of PDF1B (resolution factor, Ry = 0.6, Fig. 5a) in the +9 charge
states. The drift time increases upon actinonin binding (At =
+0.44 ms). Ligands 21 and 6b were next analyzed using the
same IM-MS parameters and under identical experimental
conditions (Fig. 5b and c). The drift time also increases when
21 and 6b bind, with A¢, = +0.33 ms recorded for both com-
pounds. Although the absolute values of ¢, vary slightly, Aty
between the apo and holo forms remains constant from one
analysis to the next and from day to day. The drift time shift is
thereby a reliable marker of the conformational changes
induced by ligand binding.

The corresponding ™ CCSy,s calculated before and after
binding for the two main charge states (8+ and 9+) are listed

Analyst, 2015, 140, 7234-7245 | 7237
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the presence of sub-stoichiometric (1:0.5) (a) actinonin, (b) compound
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shown in black, red, green and blue, respectively.
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in Table 1. As for the drift time, each ligand induces a slight
but constant and reproducible change in the "W CCSy; for both
charge states. The gas phase conformations of apo- and holo-
PDF1B differ little in terms of their ™CCSyy (Table 1 and
Fig. 5). The most important change in ™ CCSy, is observed
upon actinonin binding, +1.1 + 0.1% for the 9+ charge state,
compared with +0.8 + 0.1% and +0.7 + 0.1%, respectively when
compounds 21 and 6b bind. These very small differences in
T™(CCSy, are nonetheless significant and reveal the presence
of three distinct conformations corresponding to apoPDF1B, a
more compact PDF1B: actinonin structure, and the intermedi-
ate, semi-compact folo forms with 6b and 21.

We next attempted to compare our experimentally IM-MS
measured ™WCCSy, with those predicted from different X-ray
crystallography models (Table 2). Several algorithms have been
developed in this context,*** which typically exploit either the
hard sphere projection approximation (PA), trajectory method
(TM) or exact hard sphere scattering (EHSS). As has already
been reported, the PA leads to underestimated CCSs, while the
EHSS method yields slight overestimates. Thus TM is most

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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Table 1 Drift times and collision cross sections measured by IM-MS. Uncertainty values represent the variability (standard deviations) as a result of

repeat of injections (n = 3)

apoPDF1B PDF1B: actinonin PDF1B:21 PDF1B: 6b

tp 9+ (ms) 8.67 + 0.06 9.11 + 0.06 9.00 + 0.06 8.97 +0.13

Atp 9+ (ms) 0 +0.44 + 0.00 +0.33 + 0.00 +0.33 + 0.00
T™WCCSy, 9+ (A%) 1948 + 7 1971 + 8 1959 + 10 1957 +5

A ™CCSy, 9+ (A?) 0 22 1 (+1.1%) 17 £1 (+0.8%) 15 £ 3 (+0.7%)
tp 8+ (ms) 11.40 + 0.17 12.06 + 0.13 11.84 +0.13 11.69 + 0.19

Atp, 8+ (ms) 0 0.66 + 0.11 +0.40 + 0.06 +0.37 + 0.06
T™WCCSy, 8+ (A%) 1844 + 8 1868 + 14 1853 + 14 1846 + 6

A ™CCSy, 8+ (A?) 0 24 £ 5 (+1.3%) 14 + 2 (+0.8%) 13 £ 2 (+0.7%)

Table 2 Collision cross sections predicted from crystallographic struc-
tures using different methods

apoPDF1B PDF1B:actinonin PDF1B: 6b
Method (PDB: 3PN2) (PDB: 3M6P) (PDB: 303])
cCcs (A% paf 1562 +2 1565 + 1 1540 +2
EHSS” 1987 +3 1988 + 2 1955+ 3
T™® 1972 + 33 1977 +26 1937 + 20
ACCS (A%) PA 0 N.s.? —22 (-1.4%)
EHSS 0 N.S. —-32 (-1.6%)
™ 0 N.S. N.S

“ Projection approximation. ? Trajectory method. ¢ Exact hard sphere
scattering. ¢ Not significant. Uncertainty values represent the standard
deviation as a result of 6 repeated MobCal runs.

reliable for systems with a molecular weight greater than
1.5 kDa.>"* For the PDF1B system, the CCSs predicted via any
of these algorithms suggest that there is no conformational
change upon actinonin binding—the ligand which other data
show has the strongest structural effect on PDF1B. Conversely,
a significant compaction (1.4% to 1.6%) is predicted for 6b
binding with both PA and EHSS. Finally, the TM method
outputs the most variable predictions and suggests that none
of the ligands alter the conformation of PDF1B. In summary,
the different algorithms tested here for PDF1B ligand binding
yield contradictory results and fail to predict the experi-
mentally verified changes in conformation. Several reasons
can account for these observations among which: (i) the fact
that extremely small conformational changes (<1% in CCS) are
expected in PDF1B case; (ii) each algorithm has been develo-
ped for particular applications and molecular size ranges and
differ in the assumptions and approximations made in model-
ling the collisions between the protein and the IM gas; (iv) the
fact that our ™CCSy, measurements were performed in N,
whereas simulation are done in He and maybe also (v) the fact
that our simulations does not take into account the presence
of a buried Ni*" atom.

Real-time IM-MS characterization of PDF1B : ligand mixtures
reveals conformational switches

Having evidenced two different ligand binding-induced
conformational changes in the enzyme, we used IM-MS to

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015

study the dynamics of ligand displacement through the
same series of direct and indirect competitions as described
above.

Direct competition experiments. Fig. 6a, for the PDF1B:
actinonin: 6b 1:2:2 mixture, reveals the same three confor-
mations as identified in the analysis of individual PDF1B:
ligand complexes, namely apoPDF1B, PDF1B: 6b and PDF1B:
actinonin, with drift time shifts of +0.33 and +0.44 ms
between the latter two and apoPDF1B, respectively. The relative
populations of the three conformers deduced from the ATDs
(Fig. 6¢; 9, 17 and 74% for apoPDF1B, PDF1B: 6b and PDF1B:
actinonin, respectively) match those measured by native MS
(Fig. 3d; 8, 11 and 81%, respectively). Moreover, after 30 min
incubation, the intensities of the ATDs reflect the displace-
ment of 6b by actinonin (Fig. 6b and c), as already revealed by
native MS. Similar results are obtained for actinonin and com-
pound 21 in direct competition (Fig. 6d—f).

Since 6b and 21 both induce a At¢p of +0.33 ms upon
binding, the two conformations are identical in terms of their
IM-MS arrival times (Fig. 62 and h). The variation in intensity
of the corresponding ATDs nonetheless reveals the displace-
ment over time of 6b by 21 (Fig. 6i). These IM-MS results
confirm that ligands 21 and 6b have not only similar affinities
for PDF1B, but also induce similar global conformational
changes in the enzyme.

Indirect sequential competition experiments. Fig. 7a shows
that as observed by native MS and in the direct competition
IM-MS data, actinonin displaces 6b from its preformed
complex with PDF1B. The results for a pre-formed PDF1B: 21
complex show a similar trend (data not shown). Conversely,
pre-formed PDF1B:actinonin remains unaltered by the
addition of 6b (Fig. S4 in the ESI{) or 21 (data not shown).
These IM-MS results suggest that actinonin blocks PDF1B in
a specific conformation that prevents the binding of 21 or 6b
(and the associated changes in conformation).

As for the direct competition experiments, when 21 and 6b
compete, only two conformations are detected (the one corres-
ponding to apoPDF1B and the one corresponding to
PDF1B: 6b/21). Pre-incubated PDF1B: 21 is gradually replaced
by PDF1B:6b until an equilibrium is reached after 30 min,
when respectively 61% and 28% of the total ATD intensity
arises from the two complexes (Fig. 7b). The reverse experi-
ment shows that 21 also displaces 6b, equilibrium being
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Fig. 6 Direct competition experiments monitored by real-time ion-mobility mass spectrometry. (a, b, d, e, g, h) Arrival time distributions (ATDs)
extracted from the 9+ charge state of apoPDF1B (black), PDF1B : actinonin (red), PDF1B: 21 (green) and PDF1B: 6b (blue) measured for mixtures of
(a, b) actinonin/6b, (d, e) actinonin/21, and (g, h) 6b/21. Relative proportions, calculated from the ATD intensities of the different species present
after 1 (a, d, g) and 30 min (b, e, h) pairwise incubation of (c) actinonin/6b, (f) actinonin/21 and (i) 6b/21.

a) (PDF1B + 6b) b) (PDF1B + 217)
+ actinonin + 6b
82 88
70 61
28
7 M 75 11 19BN 14
1 min 30 min 1 min 30 min

Fig. 7 Indirect sequential competition experiments monitored by real-
time ion-mobility mass spectrometry. Relative proportions, calculated
from the arrival time distribution intensities of the 9+ and 8+ charge
states, of apoPDF1B (black), PDF1B : actinonin (red), PDF1B: 21 (green)
and PDF1B: 6b (blue) 1 and 30 min after adding the second ligand in
sequential incubations of (a) 6b and then actinonin and (b) 21 and
then 6b.
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reached at 46% PDF1B:21 and 40% PDF1B:6b after 30 min
(Fig. S47).

Discussion and conclusions

IM-MS adds evidence for the existence of slow-tight binding to
PDF1B

Enzyme-ligand interactions are often associated with confor-
mational changes that precede and/or follow binding. Such
transitions between conformational states are however difficult
to capture. Based on a combination of convincing crystallo-
graphic and enzymatic data, the conformational changes that
PDF1B undergoes upon actinonin binding have been
explained by an induced-fit mechanism,** whereby ligands
bind to the active site of qpoPDF1B in a locally open confor-
mation (state O, Fig. 8). The binding-induced remodeling of

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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Fig. 8 Schematic representation of the slow tight binding (STB) mech-
anism for PDF1B. In apoPDF1B, the active site is mainly in an open con-
formation (State O). Upon ligand binding, the active site closes either
partially or completely. Non-STB ligands induce a partial locking of the
active site (State 1) as they bind. Conversely, STB ligands adopt a precise
orientation in the catalytic site, leading to its complete closure and to
the formation of a more stable complex (PDF1B: L*, state C). ACCSq_,,
and ACCSqo_ ¢ are the differences between the collision cross sections
of the open (O) and semi-closed (l), and open and closed (C) confor-
mations, respectively.

the active site yields an intermediate conformation (state I),
populated in a concentration/affinity dependent manner (k;,
k,, Fig. 8). Binding to the I state eventually leads to a confor-
mation with a completely closed active site (state C, Fig. 8),
with low dissociation rates (ks, k). Structural snapshots of
these very subtle and local conformational transitions have
been obtained by X-ray crystallography for rational PDF1B
mutants, allowing the sequence of events triggered by ligand
binding to be reconstructed (see Movies S1 and S2 in ref 42).
First, actinonin binds to the enzyme by aligning its long ali-
phatic chain in the hydrophobic S1’ pocket of PDF1B, trigger-
ing a conformation change as key sidechains adjust and
reshape the pocket. This local rearrangement is followed by a
global closure of the enzyme and the formation of a crucial
hydrogen bond. The present paper investigates the putative
benefits of native MS and IM-MS in understanding the
response of PDFs to ligand binding. Indeed, although enzy-
matic data suggest that other classes of PDFs bind ligands
through induced-fit, the transient nature of the encounter
complex means that PDF1B is the only system for which this
mechanism has been evidenced at the atomic-scale.

Native MS demonstrates that 21 and 6b have similar
binding stoichiometries, specificities, affinities and gas phase

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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stabilities, and bind PDF1B more weakly than actinonin does.
In addition, the native MS data show no evidence of simul-
taneous 6b and 21 binding, strongly suggesting that the two
compounds bind to the same active site, in agreement with
enzymatic data. The PDF1B:21 structure in which 21 targets
an alternative pocket on the protein surface is thereby most
probably a crystallographic artifact.*>

The detection here of three distinct conformational states
by IM-MS (apoPDF1B, PDF1B:6b/21 and PDF1B:actinonin)
proves the ability of this technique to evidence extremely small
ligand binding-induced conformational changes, while the
nature of the abovementioned states is strong evidence in
favor of a binding-induced inhibition mechanism. From our
study, PDF1B ligands can be distinguished in two types: (i)
actinonin which has higher gas phase stability, affinity and
induces a more substantial global conformational change and
(ii) 6b/21 with lower stabilities, affinities and smaller confor-
mational changes. So, for PDF1B:ligand systems, the more
extensive network of polar interactions that stabilizes actino-
nin in the gas phase (Fig. 2d) might also confer a higher
affinity to PDF1B and further more substantial global confor-
mational change upon binding.

One should note also that IM-MS is sensitive to the change
in the global conformation of the protein induced by ligand
binding. While X-ray data suggest that the active site contracts
upon ligand binding, the slight global extension revealed here
by IM-MS (tp and the ™WCCSy, increase) is seemingly in con-
tradiction. However, an overall comparison of the X-ray struc-
tures of PDF1B bound to either actinonin (PDB code: 3M6P) or
6b (PDB: 303]) highlight other subtle conformational changes
away from the active site. The structures of apoPDF1B and
PDF1B: actinonin differ mainly in the vicinity of the active site
(Fig. S5 in the ESI,T pairwise alpha carbon deviations of up to
1.2 A), but also along the adjacent secondary structure
elements (pairwise deviations ranging from 0.6 to 1 A). The
latter reflects the slight global extension of PDF1B when acti-
nonin binds. This example illustrates the complementarity of
high- and low-resolution biophysical techniques—in this case
X-ray diffraction and IM-MS—to decipher global and local con-
formational changes.

In conclusion, this combination of native and IM-MS offers
direct evidence that the inhibition of PDF1B occurs through
STB mediated by an induced-fit process. The conformational
screening of individual PDF1B:ligand complexes reveals two
very subtle but distinct conformational changes, respectively
induced by actinonin and 21/6b binding.

Advantages and pitfalls of IM-MS for ligand screening when
subtle conformational changes are targeted

While native MS is now a routine technique for protein : ligand
screening in structural biology and drug discovery programs,
IM-MS is still in its infancy. Native MS provides a range of valu-
able information (binding stoichiometries and specificities,
gas phase stabilities, solution affinities) through a series of
well-established and easy to perform assays (titration, com-
petition, and collision induced dissociation experiments).
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Similarly, IM-MS may become established as a primary confor-
mational screening method, the ligands being classified in
terms of their respective CCSs. This simple approach may
however prove inadequate when extremely subtle confor-
mational changes are expected. The complexity of the system
studied here makes it an ideal basis for a discussion of the
current limitations of IM-MS.

IM-MS to detect subtle conformational changes. IM-MS has
been used here for the first time to reveal extremely small con-
formational changes (ACCS < 1%). This is very much the limit
of current IM-MS capabilities. Instrumental limitations have to
be carefully circumvented, notably the insufficient resolving
power of the IM cells and the electronic instabilities that lead
to non-reproducible drift times. When accurate TVCCSy,
measurements are not necessary, we believe that Aty that do
not require extensive calculations, can also serve as “visual”
marker of conformational changes for routine high through-
put protein:ligand conformational screening. Since ligand
binding does not alter the charge state of PDF1B, differences
in the ionic separation for the 9+ state of the apo and holo
forms could be interpreted in terms of changes in confor-
mation. However, because high charge states are susceptible to
Coulombic repulsion-induced unfolding,*® the IM-MS para-
meters had to be carefully optimized to maintain the protein
in its non-activated conformational state and avoid
misinterpretation.

For the PDF1B:ligand system, in contrast with prediction
algorithms, IM-MS data can be reliably and unambiguously
interpreted in terms of conformational changes.

Collision-induced unfolding experiments as alternatives to
protein : ligand screening. Since different proteins can have
identical CCSs, the interpretation of IM-MS data becomes
more problematic for larger molecules. Similarly, the discrimi-
natory power of IM-MS decreases with the amplitude of the
conformational change induced by ligand binding, limiting
the effectiveness of this approach for small protein:ligand
systems in particular. Collision-induced unfolding (CIU)
experiments, in which drift time distributions are recorded as
the protein unfolds at increasing internal energies,”” offer a
potential solution to this problem. Fingerprint distributions
have been obtained for the unfolding of reference ligand-
binding proteins®® and have been proposed as a means
of identifying subtle ligand-induced differences in tertiary
structure.”®*® For the PBF1B: ligand system however, the CIU
fingerprints for actinonin, 21 and 6b binding are indistin-
guishable (Fig. S6 in the ESIf).

IM-MS to monitor ligand binding dynamics. We recently
demonstrated the ability of IM-MS to monitor dynamic pro-
cesses in real time, characterizing Fab-arm exchange on mono-
clonal antibodies.®® Here, we use IM-MS to distinguish the
very small conformational changes induced by different
ligands upon binding, but also to follow the switch from one
holo conformation to another through indirect competition
experiments wherein two ligands are sequentially added to
PDF1B solutions. When actinonin is bound to PDF1B, the con-
formational equilibrium remains unaltered in the presence
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of 6b or 21. Conversely, IM-MS shows the conversion of
PDF1B:21/6b over time into a predominantly PDF1B:
actinonin population after actinonin is added to the mixture.
As a complement to real-time native MS, real-time IM-MS
thereby constitutes an extra source of information on protein :
ligand binding dynamics. Importantly, the conformational
populations measured here by IM-MS are in good agreement
with those obtained by native MS. Real-time IM-MS should be
of broad interest for the study of multi-step binding mecha-
nisms with relatively slow kinetics, on the minute time-scale,
in the sensitivity range of native MS.

In conclusion, real-time native MS combined with IM-MS is
demonstrated as an alternative and complementary approach
to enzymology and crystallography for the structural elucida-
tion of dynamic interaction processes. This approach is amen-
able to automation and could thereby satisfy the demand for
higher throughput screening methods from the biopharma-
ceutical industry, providing a time-resolved view of binding-
induced conformational changes.

Experimental section
Chemicals

Actinonin was purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA)
while compounds 6b and 21 were chemically synthetized
as described in the literature.*> Each component was solu-
bilized to 100 mM in ethanol and then diluted stepwise
in a 100 mM ammonium acetate (pH 7.5) buffer. The final
ethanol concentration used in the experiments never exceeded
0.25% (v/v).

PDF1B expression and purification

Mature Arabidopsis thaliana PDF1B (PDF1B) was expressed and
purified as described elsewhere.*"*> Briefly, PDF1B expression
was induced in JM101Tr cells after IPTG induction. The cells
were lysed and the debris removed by centrifugation. The lysis
supernatant was applied on a Q-Sepharose anion exchange
column (GE Healthcare) previously equilibrated in buffer A
(50 mM Tris-HCI pH 7.5, 5 mM nickel acetate) and elution was
performed with buffer B (buffer A + 1 M NaCl). Partially puri-
fied protein was then applied on a Superdex 75 column (GE
Healthcare Life Sciences) and eluted in buffer C (buffer A + 0.1
M NaCl). The PDF1B-containing fractions were pooled,
concentrated and stored at —80 °C in buffer C. All purification
procedures were performed at 4 °C.

Buffer exchange for native MS experiments

Prior to any native MS experiment, PDF1B was exchanged
twice against a 100 mM ammonium acetate (NH,Ac) pH 7.5
buffer using microcentrifuge gel-filtration columns (Zeba
0.5 mL, ThermoScientific, Rockford, IL, USA). The protein con-
centration was determined by UV absorption at 280 nm
(protein extinction coefficient: 8940 M~' em™"), using a Nano-
Drop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific).

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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Titration experiments

Reactions were trigged by mixing 5 pM PDF1B with 5-50 pM
solutions of each ligand separately. Each titration point was
monitored by native MS and IM-MS after 1, 5, 10, 15, 30 and
60 min incubation at room temperature (RT). The relative pro-
portions of each species and conformer were deduced from
either the relative peak intensities measured from the raw
mass spectrum for native MS or from IM-MS ATD intensities
(taking into account 8+ to 9+ charge states).

Ve50 experiments

PDF1B (5 pM) was incubated with 2 molar excesses of each
ligand (10 pM) for 10 min at RT. In-source collision induced
dissociation was achieved by increasing the cone voltage of the
instrument from 10 to 200 V. The 1:1 PDF1B:ligand popu-
lation, deduced from native MS peak intensities of the main
charge states, was plotted as a function of this voltage, with
Vc50 being the value at which 50% of the initial 1:1 PDF1B:
ligand population is dissociated. Each experiment was per-
formed in triplicate.

Competition experiments

Direct competition experiments were performed by adding
5 pM PDF1B to mixtures of two ligands, each at 10 pM
(1:2:2 molar ratios). Competition experiments were moni-
tored by native MS and IM-MS after 1, 5, 10, 15, 30 and 60 min
incubation at RT.

For the indirect competition experiments, a first ligand
(10 uM) was pre-incubated with 5 pM PDF1B for 10 min
(1:2 molar ratio). A second ligand was then added at either
10 or 50 pM (corresponding to 1:2:2 and 1:2:10 molar
ratios, respectively), and the evolution of the species was
monitored by native MS and IM-MS at the abovementioned
incubation times.

All direct and indirect competition experiments were per-
formed in triplicates.

Native MS characterization

Native MS analyses were carried out on a hybrid electrospray
quadrupole ion-mobility time-of-flight mass spectrometer
(Synapt G2 HDMS, Waters, Manchester, UK) coupled to an
automated chip-based nanoESI infusion source (Triversa
Nanomate, Advion, Ithaca, NY) operating in positive ion mode.
External calibration was performed with the multiply charged
ions produced by a 2 pM horse heart myoglobin solution
diluted in a 1:1 (v/v) water : acetonitrile mixture acidified with
1% (v/v) formic acid. The MS parameters were carefully
adjusted to optimize the sensitivity while preserving the non-
covalent complex. In particular, the pressure during the first
pumping stage was increased to 6.6 mbar using a throttling
valve and the acceleration voltage applied on the sample cone
was set to 30 V. The data obtained were processed using
MassLynx 4.0 (Waters, Manchester, UK). The relative quantities
of each species were deduced from the peak intensities of the
9+ and 8+ charge states.
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IM-MS analysis

The IM-MS experiments were performed on the abovemen-
tioned spectrometer. The IM separation parameters had to be
fine-tuned to retain the native complexes without extensive ion
activation before IM separation, while achieving sufficient con-
formational resolution and ion desolvation.®® Specifically, the
trap and transfer collision energies were set to 4 V and the trap
bias voltage to 20 V. The IM wave height and velocity were
adjusted to 34 V and 1225 m s ', respectively, while the
cooling (Que) and separation (Q») gas flow rates were set to
80 and 20 mL min~", respectively. The IM resolution factor
(Rs) was used to estimate the separation between two extracted
conformations (4 and B) at a given m/z, with arrival drift times
(¢4 and ¢3) and half widths ({,, and I5),):

_ ti—t
=—d4 d
If/z_lf/z

The ion ™WCCSy, were determined from calibration values
obtained from triplicate IM-MS analyses of native ions of
known °TCCSy.,** namely equine cytochrome C (1767 and
2061 m/z) and bovine f-lactoglobulin (2042, 2297, 2625, 2827,
3063 m/z), performed under conditions similar to those in this
study. The IM-MS data were processed using MassLynx 4.0.
The drift times of the charge states of individual species were
deduced from the IM extraction of these ions. The populations
of the conformers were deduced from the absolute intensities
(peak apex) of the respective smoothed ATDs corresponding to
the 9+ and 8+ charge states.

Conformational studies of crystallographic structures

The crystallographic structures of apoPDF1B (PDB code:
3PN2), PDF1B: actinonin (3M6P) and PDF1B:6b (303]) were
visualized using Pymol (DeLano Scientific, San Carlos, CA,
USA). The alpha carbons of the apoPDF1B and PDF1B:
actinonin structures were aligned using the software Visual
Molecular Dynamics.®® The theoretical CCS values reported
above were obtained from the same three structures using
Mobcal,**** ignoring solvent and metal atoms and altering the
starting coordinates using random seed numbers. The uncer-
tainties quoted correspond to the standard deviations of six
Mobcal replicates.
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Chapitre 6 : Etude d 'un complexe enzyme/cofacteur/
ligand par IM-MS native: le systeme OR2.

1. Contexte de 1’étude.

Avec plus de 4,6 millions de nouveaux cas identifiés par an, les neuropathologies, favorisées
par le vieillissement des populations, représenteront, d’ici 2050, la premiére cause de mortalité
au monde devant le cancer et les maladies cardiovasculaires [188]. Ces maladies se
caractérisent par une accumulation anormale du peptide amyloide AB40-42 dans le cerveau,
dont la relative insolubilit¢é conditionne I’agrégation neuronale [189]. Ce phénomene
s’accompagne de la fixation d’ions Cu®" et Fe*" a 1’origine d’une réponse inflammatoire pro-
oxydante, et d’un influx de calcium dans les neurones, responsable de I’hyperphosphorylation
et agrégation délétere de la protéine Tau [190, 191]. Parmi les stratégies thérapeutiques en
développement, une approche prometteuse consiste a limiter I'impact du stress oxydant
inhérent aux processus neurodégénératifs [192]. Dans ce contexte, la réactivité des quinones et
leur exposition aux cellules humaines constitue une menace [193] (Fig.41a). Ces composés
d’origine exogeéne (produits de combustion) et endogene (métabolisme hormonal), constitués
d’un noyau benzeéne substitué par 2 groupements carbonyle en position 1,2 (ortho) ou 1,4

(para), sont catalysés chez ’Homme par 2 mécanismes de réduction en compétition (Fig.41b).

b) Cyt P450
OH QR reductase o
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[ NADH
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Figure 41 : Représentation schématique des quinones (a) et de leur réduction intracellulaire (b) d’aprés [194]. L’existence de
nombreux centres électrophiles au sein des quinones favorise 1’inactivation des enzymes a thiol par addition nucléophile. Chez
les Mammiferes, deux systémes enzymatiques en compétition assurent la prise en charge de ces espéces réactives: la réduction
a un électron des quinones par la cytochrome P450 réductase, génére des radicaux semi-quinones délétéres. A I’inverse,
I’action des quinones réductases permet la réduction a deux électrons de ces composés en dihydroquinones facilement

conjugables par les enzymes de détoxication, favorisant ainsi leur élimination.
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La réduction a un électron de ces especes, via la cytochrome P450 réductase, génére des
radicaux semi-quinone instables et réoxydables, favorisant I’apparition d’especes réactives de
I’oxygéne (ROS) [194]. A I’inverse, un mécanisme de réduction a deux électrons, catalysé par
les enzymes Quinone Réductases (QRs), permet la formation de dihydroquinones plus stables
et conjugables, reconnues par les enzymes de détoxication [195]. Cette dernicre classe
d’enzymes se décline en 2 isoformes cytosoliques, QR1 et QR2, partageant une forte
homologie de séquence mais une spécificité de substrats différente [196-198]. Tandis que le
role antioxydant de QRI n’est plus a démontrer [199], de nombreuses études fonctionnelles
suggerent 1’implication de QR2 dans 1’accroissement de toxicité de certaines quinones,
I’amplification du stress oxydant et la neurodégénérescence [200-204]. Ces propriétés révelent
le potentiel thérapeutique de cette enzyme, identifiée comme le récepteur a la mélatonine de
type III [205, 206]. Dans ce contexte, une caractérisation biophysique intensive du variant
humain a été menée par I’équipe du Dr. Ferry. Ces études ont permis 1’identification in vitro de
cosubstrats (N-ribosyl-dihydronicotinamide, ménadione) et inhibiteurs (mélatonine, resvératrol)
spécifiques de I’isoforme QR2 ainsi qu’une meilleure compréhension du mécanisme de

réduction bi-bi ping-pong catalysé [207-211] (Fig.42).

Figure 42 : Représentation schématique du mécanisme enzymatique bi-bi ping-pong catalysé par ’enzyme QR2. Un premier
transfert d’électron (1) du cosubstrat donneur (AH) vers le cofacteur accepteur (FAD), permet la réduction de ce dernier
(FADH,). La libération du cosubstrat donneur oxydé (A) du site actif permet la fixation séquentielle du cosubstrat accepteur
oxydé de type quinone (B). Un transfert d’électron inverse (2) du cofacteur donneur (FADH,) vers le cosubstrat accepteur (B),

assure la régénération du cofacteur oxydé (FAD) et le relargage du cosubstrat accepteur réduit de type dihydroquinone (BHy).

Ce dernier repose sur I’enchainement séquentiel de 2 réactions redox au sein du site actif: la
réduction du cofacteur enzymatique (flavine adénine dinucléotide, FAD) par un cosubstrat de
type donneur d’électron (AH) s’achéve par son relargage sous forme oxydée (A), permettant le
recrutement et la réduction d’un cosubstrat accepteur de type quinone (B) selon un transfert
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d’¢électron inverse [212]. La caractérisation enzymatique et structurale des complexes formés
entre I’enzyme, ses cofacteurs, cosubstrats et inhibiteurs, a notamment permis de révéler la
nature dimérique de QR2, I’affinité du cofacteur FAD (Kd = 48nM) et des ligands mélatonine
(1.4uM) et resvératrol (39nM), dont le mode d’inhibition compétitif vis-a-vis du cosubstrat
donneur a pu étre démontré [74, 75, 213]. Malgré 1’avancement de ces connaissances, de

nombreuses questions subsistent :

» Bien que fixant préférentiellement le FAD, la copurification de complexes QR2-flavine
mononucléotide (FMN) recombinants interroge sur la nature et I’impact structural du

cofacteur [207, 214].

» La nature des couples de cosubstrats (donneurs / accepteurs) endogénes de QR2, modulant
I’efficacit¢ méme des principaux inhibiteurs [196, 211], demeure méconnue [215],

complexifiant la relation structure-fonction associée a ces molécules [216, 217].

2. Objectifs de I’¢tude.

Afin de répondre a ces problématiques, une caractérisation structurale approfondie de ces

complexes a été réalisée par MS native et IM-MS native. Ces travaux s’articulent en 3 parties :

» Une détermination préliminaire de la cinétique d’échange intra-monomeére QR2 et inter-
monomere QR1-QR2, afin d’évaluer la dynamique d’association / dissociation du dimeére

QR2 et I’existence d’hétérodimeres hybrides QR1-QR2.

» Un criblage conformationnel par IM-MS des complexes QR2-FAD / FMN permet une

comparaison de I’impact de ces cofacteurs (Fig.43a) sur I’enzyme QR2 apo.

» Un criblage structural et conformationnel des espéces QR2-FAD-mélatonine / resvératrol

permet une comparaison de 1’effet de ces ligands (Fig.43b) sur le complexe QR2-cofacteur.

a) o o b)
Nf\ H Nj\)L _H
L ees
S LL e
CH, ‘

OH
CH,
HO" § NH; HO HO. .
“OH NS O
N OH J
Ho™ 9 9 <) o' o HN HN.__CHs

,,,,, I
e o NN H,C—0—P—0° T OH
0 O | 0
Og
HO ~ OH
Flavine adénine dinucléotide (785.5 Da) Flavine mononucléotide (456.3 Da) Meélatonine (232.3 Da) Resvératrol (228.2 Da)

Figure 43 : Présentation des cofacteurs (a) et ligands (b) utilisés au cours de ces travaux.
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3. Présentation des résultats.

3.1. Caractérisation de la cinétique d’échange intra-monomere QR2 et inter-monomeére QR1-

QR2 par MS native.

Les roles anti et pro-oxydants associés aux isoformes QR1 et QR2 humains, contrastent avec
I’homologie de séquence et de structure partagée entre ces enzymes [196, 218]. Par ailleurs,
I’identification de QR2 comme récepteur mélatoninergique membranaire de type III (MT3),
contraste avec 1’expression cytoplasmique de cette enzyme dimérique [205, 217]. Parmi les
hypotheses avancées, I’interconversion dynamique des dimeres QR2 en monomeres, libérant
ainsi leur interface de dimérisation hydrophobe, pourrait favoriser leur adressage membranaire
[219]. Afin de vérifier cette hypothése et ’existence d’hétérodimeres entre QR2 et QR1, la
cinétique d’échange intra et inter-monomere est ici suivie par MS native en présence des

construits humains QR 1, QR2 non marqués (QR2/) et marqués C13/N15 (QR24).

3.1.1. Reconstitution des complexes QR1/ QR2/ / QR2A - cofacteurs.

Une analyse préliminaire de ces 3 protéines recombinantes (E£. coli) en conditions dénaturantes
nous a permis de confirmer la pureté de ces préparations (Tableau 3). Les masses mesurées
pour QR1, QR2/ et QR24 vérifient les masses monomériques théoriques attendues en I’absence
(QRI) ou présence (QR1, QR2/, QR2/4) d’un clivage de la méthionine N-terminale. Le déficit
de masse supplémentaire (-28.2 Da) mesuré en présence de 1’échantillon QR2/ (masse
théorique QR2A — Met N-Ter: 27299.3 Da) peut étre assimilé a un marquage “C / °N

incomplet de la protéine (= 98%).

Masses mesurées (Da) Interprétation
Espices Masse théorique
P (Da) Conditions Conditions Conditions Conditions
dénaturantes natives dénaturantes natives
61737 £1 (QR1),
0 £0. - -
QR1 30867.6 23;2; (1) B 8? 62523 + 1 QRI g;e; N-Ter (QR1), - FAD
4= 63309 £ 1 (QR1 - FAD),
51775 +2 (QR2¢- Zn),
52231 +2 (QR2£- Zn), - FMN
52558 + 1 (QR2¢- Zn), - FAD
+ - _
QR2/¢ 25952.5 25821.8 £0.1 $2685 2 1 QR2¢ —Met N-Ter (QR2¢- Zn - FMN),
53014 =1 (QR2¢- Zn), - FMN - FAD
53346 £4 (QR2£- Zn - FAD),
QR2h 54674 +4 QR2h — Met N-Ter (QR2h - Zn),
- . 1 £0. .
(PC-BN) 274256 272711 0.1 55140 £5 (marquage incomplet) (QR2k - Zn), - FMN

Tableau 3 : Comparaison des masses théoriques et mesurées a partir des protéines QR1, QR2/ et QR2/ non complémentées en

cofacteur, en conditions dénaturantes (2uM) et natives (AcNH, 200mM pH 7.5, S5uM).
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La caractérisation de ces protéines en conditions natives (AcNH4 200mM pH 7.5) permet une
détermination de leur état oligomérique et de leur steechiométrie d’interaction en ligand
(Fig.44a-c et Tableau 3). L’analyse des spectres QR1, QR2/ et QR2/A permet de confirmer la
nature dimérique de ces protéines et la fixation d’un atome de zinc (65.4 Da) par monomere
QR2, en accord avec la littérature [194, 207]. Ces expériences révelent par ailleurs la fixation
partielle d’'une a deux molécules de cofacteur endogéne par dimeére, se traduisant par une
distribution de complexes (QR1),, (QR1),-FAD et (QR1-FAD); en présence de I’enzyme QR1
(Fig.44a). Cette distribution apparait plus hétérogéne en présence de QR2/, fixant également 1 a
2 molécules de cofacteur FMN par dimeére (Fig.44b). L’analyse de cette protéine s’accompagne
de la détection de 6 espéces, associées aux complexes (QR2/ - Zn),, (QR2/ - Zn), - FMN,
(QR2! - Zn), - FAD, (QR2!/ - Zn - FMN),, (QR2/ - Zn), - FMN - FAD et (QR2/ - Zn - FAD),. A
I’inverse, le dimere QR2/ apparait principalement sous forme apo, fixant de facon résiduelle
une molécule de FMN (Fig.44c). Ces sous-stoechiométries, décrites par d’autres groupes,
suggerent un épuisement endogeéne en cofacteur FAD au sein du systéme d’expression, a

I’origine de ces insaturations et de la fixation du dérivé FMN [207, 214].

HE
a) 16+ 16+ HEl
O
Ed
QR1 5pM oo, )+
020029J08
b)
AV §
13+ Ak
QR2 non AA AA
marquée SpM
JAVAN
020034J05
Cc
) 13J<rDO 13+CO
CO
QR2 marquée
SuM (@0]
020042J0§ Cf
A RS R By R B s R A B A AR e e R Ay
3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000 ijSSOO
OO (QR1), AN (QR24- Zn), AA (QR2£- Zn - FMN), OO (QR2A- Zn),
(M (QR1),-FAD AA (QR2¢-7Zn),-FMN AA (QR2£- Zn), -FMN -FAD OO (QR2A- Zn), - FMN
HE (QR1-FAD), /A (QR2¢-Zn),-FAD AA (QR2/-Zn-FAD), x  Clivage Met

Figure 44 : Caractérisation des protéines QR1, QR2/ et QR2/4 non complémentées en cofacteur par MS native. L’analyse des
protéines a) QR1 b) QR2/ non marquée et c) QR2/4 marquée (SuM de monomeres) par MS native (AcNH4 200mM pH 7.5, Ve
= 120V, Pi = 6mbar) confirme la nature dimérique de ces protéines et la fixation d’un atome de zinc par monomeére QR2. Ces
espéces apparaissent partiellement saturées en cofacteur FAD (noir) ou FMN (gris), a raison d’une a deux molécules par

dimére. Un zoom sur 1’état de charge majoritaire est rapporté pour chaque acquisition.
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Dans ce contexte, la reconstitution des complexes en cofacteur est ici suivie par MS native
(Fig.45a-c). Pour cela, une pré-incubation des protéines (SuM de monomere) en présence de 2
exces de FAD exogene est réalisée avant le dessalage et I’analyse des échantillons. Cette étape
s’accompagne d’un déplacement de 1’équilibre vers la formation de complexes monomere:FAD
2:2, quelle que soit la nature de I’enzyme. Cette stoechiométrie unique confirme la spécificité
d’interaction du cofacteur FAD. Par ailleurs, le FAD entraine un déplacement total du FMN par
compétition, suggérant une affinité plus faible entre ce dérivé dépourvu d’adénine et QR2

[207].

[ ]| |
a) [ ] |
8
QR1 5uM
saturée FAD El .
02012808
b
) AA
13+ AA
QR2 non 13+
marqueée SuM
saturée FAD L
020049J08
C
) e e
13+
QR2 marquee SpM
saturée FAD L
020054J08

3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000 ,,,/,6500

(M (QR1),-FAD: 62523+1Da  AA (QR2/- Zn - FAD),: 53346+4Da
EE (QRI-FAD),:63309+1Da  @® (QR2h—Zn-FAD),: 56241=1Da

= Clivage Met

Figure 45 : Caractérisation des protéines QR1, QR2/ et QR2/ saturées en cofacteur FAD par MS native (AcNH4 200mM pH
7.5, Ve = 120V, Pi = 6mbar). Une préincubation préalable entre les enzymes (SpM de monomeére) a) QR1 b) QR2/ ¢) QR2/ et
2 excés de FAD exogéne, permet un déplacement de 1’équilibre vers la reconstitution de complexes monomére:FAD 2:2

saturés. Un zoom sur 1’état de charge majoritaire est rapporté pour chaque acquisition.
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3.1.2. Suivi cinétique de la formation d’hétérodimeres QR2I-QR24 et QR1-QR2 par MS

native.

Les complexes reconstitués au cours des précédentes expériences ont servi de support a 1’étude
de la cinétique d’échange intra-monomere QR2 / QR2 et inter-monomere QR2 / QR1. Dans ce
contexte, la formation d’hétérodimeres QR2/ - QR2/4 et QR2/ - QR1 est suivie par MS native
au cours du temps, en présence de mélanges entre ces 3 construits (Fig.46).

16+

QR26+ QR2A 5uM | | |
t=35min

a) 00 - d) AA 13+

QR2¢+ QRI1 5uM
t=5min

020063J08 020059108

020175108

N AT N
TTTTTT T T

020179]08

T
3250 3500 3750 4000 4250 4300 4750 5000, 5250 3250 3500 3730 4000 4250 4500 4750

mlz 5000

Figure 46 : Suivi cinétique de la dynamique d’échange intra et inter-monomere par MS native (Vc : 120V, Pi : 6mbar). (a-c) La
réalisation d’un mélange steechiométrique (SpM de monomeére) entre QR2 non marquée (QR2/) et marquée (QR24) est suivie a
différents temps d’incubation. (d-f) Ces expériences sont également réalisées en présence d’un mélange steechiométrique (SuM

de monomere) entre QR2 non marquée (QR2/) et QR1.

La réalisation d’un mélange steechiométrique (SuM de monomére) entre QR2/ et QR2/ est
analysée par MS native en temps réel (Fig.46a-c). Les spectres obtenus aprés 5 minutes, 1
heure et 24 heures d’incubation ne permettent pas la détection d’un hétérodimeére QR2/-QR24,
les seuls signaux observés correspondant aux homodimeéres (QR2/-FAD), et (QR2A-FAD),.
Des résultats similaires sont obtenus a des temps d’incubation plus avancés (72 heures) et a des
concentrations plus élevées (ratios 1:2, 1:5, 1:10), confirmant une faible cinétique d’échange
intra-monomeére. Des expériences similaires, réalisées a partir d’un mélange QR2/:QR1 1:1,
confirment également 1’absence de formation d’hétérodimeéres entre les 2 isoformes (Fig.46d-f),

quels que soit le temps d’incubation et la concentration d’enzyme utilisée.
En conclusion, ces expériences réfutent les hypothéses initiales selon lesquelles :

» Ladynamique d’échange intra-monomére favoriserait I’adressage monomérique de QR2.
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» L’homologie structurale entre QR1 et QR2 favoriserait I’hétérodimérisation.

3.2. Etude des complexes QR2-cofacteur par IM-MS native.

La mise en évidence d’une fixation spécifique de FAD et de son dérivé FMN, d’affinités
relatives différentes, interroge sur la nature des complexes QR2-cofacteur retrouvés in vivo,
reliée a la biodisponibilit¢ de ces molécules [220]. Dans ce contexte, une analyse des
complexes formés entre le dimére (QR2/ - Zn), (appelé simplement QR2 ensuite), le FAD et le

FMN par IM-MS, est réalisée afin de comparer 1’impact conformationnel de ces cofacteurs.

3.2.1. Etude conformationnelle des complexes QR2-cofacteur par IM-MS native.

L’insaturation de la protéine QR2 en cofacteur FAD / FMN endogéne (Fig.44b) permet une
analyse concomitante de I’ensemble des complexes au sein d’'une méme analyse IM-MS,
limitant la variabilité liée au spray et a 1’électronique (chapitre 2). Afin de pallier la perte de
sensibilité liée au mode IM-MS (illustrée au chapitre 4) et disposer d’un signal suffisamment
intense pour chaque espece, une optimisation des conditions de concentration et d’incubation
est ici réalisée (Fig.47). L’analyse du spectre de masse obtenu en mode IM-MS a partir d’un
mélange QR2:FAD:FMN 4:1:1 (10uM de monomere QR2) vérifie ces prérequis et confirme

une distribution de charge identique entre chaque espéce, centrée sur I’état de charge 13",

13+

AA
AN 51773+£2Da AA 52687+2Da
AL AA AA 52230+1Da AA 53015+1Da
AA 52559+ 1D AA 53345+£1D
QR2 10uM AT /DA ‘ ‘
+FAD 2.5uM 1‘” /“
+FMN 2.5uM AA
A AA
LA AA
/A

12+
AR na
AA A/
AN AA

026569J08

|IIII|I\II‘\III|III\|I\\IIIIIl\\l\‘Illllll\\ll\lllllll\II\‘IIIIlII\Il\\IIIIII‘II\\'II\IlmIZ
3200 3400 3600 3800 4000 4200 4400 4600 4800 5000
AA (QR2), AA (QR2-FMN),
OA (QR2), -FMN AA (QR2),-FMN-FAD
AA (QR2),-FAD AA (QR2-FAD),

Figure 47 : Spectre de masse natif extrait de 1’analyse du mélange QR2:FAD:FMN 4:1:1 (10uM monomeére QR2) par IM-MS
(Ve : 100V, Pi: 7mbar). Les concentrations utilisées permettent de disposer d’une sensibilité et distribution de complexes
QR2:cofacteur optimales.
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La proximité conformationnelle entre ces especes, mise en évidence lors de 1’optimisation
instrumentale et confirmée par la résolution cristallographique des complexes QR2 apo, (QR2-
FMN), et (QR2-FAD), (entrées PDB : 4QOD, 4QOF, 4QOE ; Serriere et al., non publi¢)
impose une résolution IM maximale. La mobilité ionique séparant les ions en fonction de leur
charge et de leur forme, la distribution de charge unique observée permet ici une optimisation
instrumentale par état de charge, soit une dépendance stricte du temps de dérive a la
conformation des ions [94]. Le caractére « natif» de ces conformations est favorisé¢ par une
minimisation des répulsions coulombiennes a la surface des ions, conditionnant le choix des
¢tats de charge étudiés [85, 104]. Néanmoins, ce choix est également dicté¢ par I’intensité des
signaux, conditionnant leur détection IM-MS. Dans ce souci de compromis, 1’état de charge
natif 13" majoritaire a servi d’ébauche a ’optimisation de la méthode IM-MS. La distribution
des temps de dérive (ATDs) de chaque complexe QR2-cofacteur est ici représentée par état de
charge (Fig.48a-c). La comparaison des profils obtenus a partir de cette méthode suggére une
séparation conformationnelle non optimale des ions 14", les ATDs se concentrant sur une
échelle de temps restreinte (9-12ms, Fig.48a). Bien que cette séparation apparaisse effective a
I’état de charge opposé (12"), 1’apparition d’une seconde distribution conformationnelle plus
compacte (12-14ms), non observée aux états de charge 14" et 13", suggére une activation
partielle des conformeres détectés (14-18ms, Fig.48c). La mise en évidence d’une distribution
d’ATDs gaussiens, s’étalant de 11 a 15 ms, suggeére un compromis idéal entre séparation et
maintien des conformations natives a 1’état de charge 13" optimisé (Fig.48b). Ces observations
sont confirmées a travers la comparaison des #p moyens mesurés a I’apex de ces distributions
(Fig.48d). En effet, une différence de #p significative entre chaque espéce est uniquement

rapportée & 1’état de charge 13", Ainsi, ces résultats soulignent :

» L’existence de faibles différences de conformations globales entre complexes (QR2),,

(QR2),-FMN, (QR2),-FAD, (QR2-FMN),, (QR2),-FAD-FMN et (QR2-FAD),.

» La résolution conformationnelle de la méthode IM-MS sur 1’état de charge et la gamme de

conformation restreinte optimisé€s (peu transposable a d’autres états de charge).
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a) JLABA Ak b) A /A4 Ak ©)
14+ 13+ 12+
Activation
conformationnelle
I_l_i
026569108 026569J08 026569108
S.E)O I 10.‘00 I 12.I00 I IO.bO 12.b0 14.b0 ‘ 12.b0 14.‘00 16.‘00 I IS.IOO
Temps (ms) Temps (ms) Temps (ms)
d)
Espece (QR2), (QR2),-FMN (QR2),-FAD (QR2-FMN), (QR2),-FAD-FMN (QR2-FAD),
fp 147 (ms) 10.02 £ 0.00 10.21 £0.00 10.39 £ 0.00 10.39 £0.00 10.57 £0.00 10.75 £ 0.00
t5 137 (ms) 11.85 =£0.00 1245 £0.11 12.82 £ 0.10 12.94 £ 0.00 1336 £0.11 13.67 = 0.00
15127 (ms) 14.94 = 0.00 15.31 £0.00 15.61 =£0.10 15.67 £ 0.00 16.04 = 0.00 16.22 = 0.00

Figure 48 : Criblage conformationnel des complexes formés entre le dimére QR2 et ses cofacteurs FAD et FMN par IM-MS
(Ve =100V, Pi = 7 mbar). (a-b) Représentation de la distribution des temps de dérive (ATDs) normalisée de chaque espéce a
I’état de charge (a) 147, (b) 13" et (c) 12". (d) Représentation des temps de dérive (fp) moyen mesurés a ’apex des ATDs de

chaque espéce. Les erreurs sont issues de triplicats d’acquisition (sprays identiques).

Afin de rapporter ces différences a la surface des ions 13", un étalonnage de la cellule TWIMS
a été réalisé dans des conditions instrumentales identiques. Le recours a des étalons protéiques
natifs (B-lactoglobuline, transthyrétine, avidine) encadrant finement les ions analytes en termes
de masse (37 a 60 kDa) et de charge (9" a 16"), a ainsi permis une mesure précise de la section
efficace ("WCCSx,) de ces ions dans I’azote [221] (Tableau 4). Ces valeurs confirment une

augmentation de surface globale induite par la fixation des cofacteurs, dont I’amplitude dépend:

» de la nature du cofacteur (FMN ou FAD).

» de la steechiométrie du cofacteur (complexes QR2:cofacteur 2:1 ou 2:2).

Néanmoins, 1’application de 3 étalonnages indépendants (triplicats d’infusion) ne permet plus
de distinguer les conformations globales associées aux complexes (QR2),-FAD (3216 + 6 A?)
et (QR2-FMN), (3221 £ 2 Az). Ces résultats illustrent I’impact de la variabilité instrumentale
inter-acquisition (spray, ¢électronique) sur la résolution conformationnelle accessible par IM-

MS, présenté en chapitre 2.

Espéce (QR2), | (QR2),-FMN | (QR2),-FAD | (QR2-FMN), | (QR2),-FAD-FMN | (QR2-FAD),
TWCCSy, mesurée
pour I’état de charge | 3175 +2 3201 £ 6 3216 £ 6 3221 £2 3238 £ 6 3250 £2
137 (A?)

o : I TW, sz . +
Tableau 4: Mesure des sections efficaces rationnellement moyennées (" " CCSsyp) associées aux ions 13" des complexes. Les

erreurs indiquées proviennent de 1’application de 3 étalonnages indépendants (triplicats d’infusion).
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Afin d’interpréter ’origine des différences de conformation induites par le cofacteur, les
™WCCSsn; expérimentales précédemment mesurées sur les complexes (QR2),, (QR2-FMN), et

(QR2-FAD); ont été comparées:

» Aux CCSs prédites a partir d’un modele d’approximation grossier, reliant la section

efficace (Q2) de protéines globulaires a leur masse (chapitre 2) [99].

» Aux CCS calculées a partir des structures cristallographiques disponibles sur ces mémes
complexes (entrées PDB: 4QOD, 4QOF, 4QOE). Ces derni¢res comportent un nombre
d’atomes protéiques similaire (3627 £ 2) et complet (nombre d’atomes manquants < 0.6%),
assurant une comparaison pertinente aux données expérimentales. Pour cela, une
reconstitution atomistique de ces structures et une simulation de leur section efficace dans
I’hélium sont réalisées a 1’aide des 3 algorithmes (Projection Approximation, PA ; Exact
Hard Sphere Scattering, EHSS ; Trajectory Method, TM) compilés dans le logiciel Mobcal
[116, 117]. Une correction empirique des valeurs PA (facteur correctif: 1.14) est ici
appliquée afin d’intégrer la sous-estimation de CCS inhérente a cet algorithme (chapitre 2)

[104].

L’ensemble de ces valeurs est ici présenté pour chacune des 3 especes (Tableau 5a). Tout
d’abord, les "V CCSsn2 expérimentales apparaissent inférieures aux CCS calculées et prédites,
suggérant une compaction des ions en phase gazeuse [222]. D’autre part, les CCS calculées
confirment la non-équivalence des algorithmes, 1’algorithme TM s’avérant le plus adapté a

I’étude de tels systémes mais présentant la plus faible reproductibilité [223, 224].

Une comparaison des CCSs apo / holo obtenues par ces différentes approches, permet
d’analyser 1’'impact respectif des cofacteurs FMN et FAD (Tableau 5b). Les différences de
™WCCSsn, mesurées par IM-MS, révélent 1’induction d’un changement conformationnel subtil
mais distinct entre FMN et FAD. En effet, I’augmentation de " CCSy; induite par ces
cofacteurs apparait plus marquée en présence de FAD (+ 2.4 %) que de FMN (+ 1.4 %), en
accord avec une augmentation de volume prédite par leurs simples masses (+ 2.0 et 1.2 %,
respectivement). Ces résultats s’opposent aux différences de CCS calculées a partir des
structures cristallographiques. Alors que 1’algorithme TM ne décrit aucune différence de
conformation globale entre formes apo et holo, les méthodes PA et EHSS suggérent un impact
conformationnel plus marqué en présence de FMN (+ 1.1 et 1.0 %) qu’en présence de FAD (+

0.3 et 0.2 %).
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<di CCS calculées (A2
Fsna Masse Masse mesurée par CCS{ predites A9 T S
speces théorique (Da MS native (Da parfa I}lasse expérimentale (A2
A2
ey PA EHSS ™
(QR2), 51774 51775 2 3383 3235+4 | 3713 +£3 | 368571 3175 2
(QR2-FMN), 52687 52685 + 1 3422 3271 +6 | 3751 +9 | 3768 +132 3221 +2
(QR2-FAD), 53345 53346 +4 3451 3245+2 | 3722+£5 | 3670=+85 32502
b)
ACCS prédites ACCS calculées (A2) ATVCCS
Especes par la masse - A
(A2) PA EHSS ™ expérimentale (AZ)
(QR2), 0 0 0 0 0
(QR2ZFMN), | 39 (+12 %) 36 (+1.1%) | 38 (+1.0 %) NS 46 (+1.4 %)
(QR2-FAD), 68 (+2.0 %) 10 (+03 %) | 9(+0.2 %) NS 75 (+2.4 %)

Tableau 5: Influence de la nature du cofacteur sur la section efficace mesurée, calculée et prédite des complexes. a)

Représentation des valeurs de CCS mesurées par IM-MS a 1’état de charge 13° (TWCCSSNZ), calculées a partir des structures

cristallographiques selon 3 algorithmes (PA, EHSS, TM) et prédites en fonction de la masse mesurée. Les erreurs

expérimentales et calculées sont respectivement issues de triplicats d’analyse et de simulation. b) Comparaison des CCSs

mesurées, calculées et prédites entre les complexes QR2 holo et apo. Les différences rapportées sont exprimées par rapport a la

forme apo. NS : non significatif.

De nombreuses explications a cette discordance peuvent étre avancées, parmi lesquelles :

> L’implication de subtils changements conformationnels (A™CCSnz = 1-2%) et les limites

de prédictibilité des algorithmes, initialement développés pour des applications et gammes

de conformation diverses, et s’appuyant sur des modeles d’approximation plus ou moins

simplifiés des collisions molécule-gaz [94].

» La nature du gaz tampon, les CCSs expérimentales étant mesurées en azote, les CCSs

calculées étant simulées en hélium.

» Lanon-prise en compte des 2 atomes de zinc fixés au dimére QR2 dans les simulations, la

librairie d’atomes gérée par Mobcal n’incluant pas cette espece.

» L’absence de tous les résidus au sein des structures cristallographiques : leur résolution

limite ici I’identification des atomes d’hydrogéne et de la charge globale de ces structures,

dont un faible nombre d’atomes n’est pas observé dans la densité électronique.

» L’existence de différentes conformations en phase gazeuse et solide.
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Pour illustrer cette derniére hypothése, une analyse approfondie des structures d’intérét par
I’équipe du Dr. Ferry, a permis de révéler 1’existence de contraintes cristallographiques. Ces
derniéres sont responsables de la flexibilit¢ d’une boucle sur I'un des monomeres de chaque
structure, cristallisant dans 3 conformations potentielles (Fig.49).

a) b)

fermée \ / ouverte

intermédiaire
Figure 49 : Influence des contraintes cristallographiques sur la conformation de la boucle 126-136 associée a 1'un des
monoméres QR2. a) Représentation schématique de la conformation fermée (verte), intermédiaire (bleue) et ouverte (rouge)
adoptée par la boucle de 1’'un des monomeéres au sein des diméres cristallographiques. La boucle située sur 1’autre monomeére
demeure dans une conformation intermédiaire. b) Superposition des structures cristallographiques associées aux 3

conformations de la boucle au sein du monomeére impacté (reconstituées d’aprés la structure de (QR2), apo, PDB : 4QOD).

Contrairement au monomeére non affectée (boucle de conformation intermédiaire), la boucle
126-136 associée au monomere impactée présente une densité électronique diffuse, se
traduisant par I’adoption d’une conformation intermédiaire, fermée ou ouverte. Afin d’évaluer
I’impact de cette hétérogénéité sur les CCS calculées, les structures cristallographiques de

(QR2),apo affinées selon ces 3 conformations ont été soumises au logiciel Mobcal (Tableau 6).

Meéthode boucle(igizrr)rzlédiaire boucggzi)\ferte bouE:%Rfizrznée
PA 2851 +3 2827 + 4 2819 +5
CCS (A%) EHSS 3732 11 3699 + 10 3690 +10
™ 3814 +£97 3667 + 150 3656 £ 173
PA 0 -24 (- 0.8%) -32 (-1.1%)
ACCS (A?) EHSS 0 -33 (- 0.9%) -42 (-1.1%)
™ 0 N.S N.S

Tableau 6: Influence de la conformation contrainte de la boucle sur les CCS calculées. Les CCSs calculées a partir des
structures cristallographiques de (QR2), (code PDB: 4QOD) présentant 1’une de ses boucles (126-136) dans une conformation
intermédiaire, ouverte ou fermée, sont ici rapportées. Les valeurs obtenues a partir des conformations ouvertes et fermées sont

comparées a celles de la forme intermédiaire. Les erreurs indiquées sont issues de triplicats de simulation. N.S: non significatif.
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Bien que ’algorithme TM apparaisse insensible a cette hétérogénéité, les résultats obtenus a
partir des méthodes PA et EHSS suggerent une différence de CCS significative entre
conformations ouvertes (-0.8 et -0.9%), fermées (-1.1%) et conformations intermédiaires. Ces
différences, d’ordre de grandeur similaire a celles calculées entre les structures (QR2),, (QR2-
FMN), et (QR2-FAD), (Tableau 5b), affectent la pertinence de telles comparaisons. Cette
hétérogénéité limite ainsi I’exploitation des données cristallographiques au sein de cette étude,
et pourrait en partie expliquer la discordance relevée entre CCSs mesurées (IM-MS) et
calculées (cristallographie). Néanmoins, ces travaux confirment la complémentarité des
approches de haute et basse résolution pour la détection de changements conformationnels

globaux et locaux.

En conclusion, les différences de CCS subtiles mesurées entre les complexes (QR2),, (QR2-
FMN), et (QR2-FAD); par criblage IM-MS, démontrent un impact conformationnel distinct en
fonction de la nature du cofacteur. Néanmoins, I’origine de ces différences reste a discuter,
I’intégration des données de cristallographie, dichroisme circulaire, SAXS et IM-MS
disponibles soulevant une réponse contradictoire entre « simple » effet de masse et

réarrangements structuraux distincts induits (Antoine M., communication personnelle).

3.2.2. Etude de la stabilité des conformations par IM-MS native (approches CIU).

Afin de compléter les données de criblage IM-MS présentées et pallier au manque de résolution
conformationnelle, une étude alternative et complémentaire, basée sur la stabilité
conformationnelle induite par ces cofacteurs, a été réalisée. Cette approche, sensible a la
contribution des interactions non-covalentes inter- et intra-moléculaires au sein des complexes,
permet d’étudier plus particulierement 1’impact d’un ligand a 1’échelle des structures tertiaires
[45, 62]. L’analyse IM-MS des ions (QR2-FMN), et (QR2-FAD), 13" soumis a des énergies
internes croissantes, permet ici une comparaison de leur empreinte de déploiement ou
« Collision Induced Unfolding» (CIU, Fig.50). Le suivi des distributions de temps de dérive
(ATDs) de ces ions a différentes énergies de collision Trap (cellule située en amont de la
cellule IM du Synapt G2), révele un profil de déploiement similaire. A 20V (Fig.50a),
I’identification de 2 profils gaussiens distincts confirme 1’existence de 2 conformations
homogenes associées a chaque cofacteur. L’augmentation de cette énergie s’accompagne d’un
¢largissement et déplacement des ATDs vers des temps de dérive plus élevés (Fig.50b, 50V),
jusqu’a ’obtention de 2 nouveaux profils gaussiens distincts (Fig.50c, 80V), confirmant une
extension conformationnelle de ces ions. Une représentation 3D normalisée des ATDs obtenus

pour chaque ion entre 5 et 100V (Fig.50d-e) permet de mieux discerner les zones de transitions
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Figure 50: Criblage de la stabilité conformationnelle des complexes (QR2-FMN), et (QR2-FAD), par IM-MS (V¢ : 100V, Pi :
7mbar). (a-c) Les distributions de temps de dérive (ATDs) associées aux ions 13" des complexes (QR2-FMN), (bleu) et (QR2-
FAD), (rouge) sont extraites a des énergies de collision Trap croissantes de a) 20, b) 50 et ¢) 80V. (d-e) Une représentation 3D
des ATDs obtenus entre 5 & 100V, est proposée pour les ions 13" associés a d) (QR2-FMN), et ¢) (QR2-FAD),

conformationnelles. La comparaison de ces 2 empreintes révele tout d’abord la stabilité
structurale des complexes (QR2-FMN), et (QR2-FAD),, la détection d’un signal ATD jusqu’a
100V confirmant la survie des espéces non-covalentes 13" & ces énergies. De fagon similaire,
ces especes transitent d’'une conformation compacte (¢p = 14-15 ms), observée de 5 a 40V, a
une conformation étendue (zp ~ 17.5-18.5 ms) persistant de 60 a 100V. Afin de vérifier
I’existence d’intermédiaires conformationnels spécifiques aux cofacteurs, une attention
particuliere est portée sur la gamme d’énergie 40V-60V, concentrant les éveénements de
transition conformationnelle. A nouveau, les profils comparés se révelent identiques, chacun
des complexes semblant transiter par un intermédiaire conformationnel analogue (#p =~ 16.5 ms)
En conclusion, I’interprétation qualitative des empreintes CIU ne suggere aucune différence de
stabilit¢ conformationnelle induite entre les cofacteurs FMN et FAD. Ces résultats, également

rapportés lors de 1’analyse CIU des ions 12" et 14", nécessiteraient néanmoins d’étre confirmés:

» A des pas d’énergie Trap plus faibles dans la zone de transition conformationnelle.

» Par une comparaison quantitative de ces empreintes, des outils informatiques dédiés a cette

approche ayant été récemment développés [64, 225].
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3.3. Etude des complexes QR2-FAD-ligand par MS native et IM-MS.

Les fonctions pro-oxydantes et mélatoninergiques attribuées a QR2, nécessitent une
compréhension fine des mécanismes de régulation de cette enzyme. Un criblage enzymatique
avancé du complexe QR2-FAD a ainsi démontré une modulation et inhibition respective de
I’activité par les composés mélatonine (ICsop = pM) et resvératrol (ICsp =~ nM), 2 ligands
naturels retrouvés in vivo [196, 211]. Afin de mieux comprendre la relation structure-fonction
associée a ces ligands, un criblage structural et conformationnel des complexes QR2-FAD-

mélatonine / resvératrol par MS native et IM-MS native est ici rapporté.

3.3.1. Etude structurale des complexes QR2-FAD-mélatonine / resvératrol par MS native.

Une comparaison des propriétés de « binding » entre ces 2 ligands est tout d’abord présentée.
Ce criblage structural permet une détermination de la steechiométrie d’interaction et de la

stabilité en phase en gazeuse des complexes QR2-FAD-mélatonine / resvératrol formés.

3.3.1.1. Détermination des stoechiométries d’interaction.

Afin de confirmer la steechiométrie d’interaction entre ces especes, un titrage individuel des
complexes (QR2-FAD), préformés (SuM) en présence d’un exces de ligand (20uM), est
analysé par MS native (Fig.51).

a) AA

14+ *

PR ([ AA 53343+1Da
‘ * adduits (62 Da)

(QR2-FAD),
SpM

028985108

b)

+ mélatonine

AA
20uM 44 53809=1Da

* adduits (62 Da)

029210JO8%

c)
+ resvératrol AA 53300-1Da
20uM .
* adduits (62 Da)
026232J08
T e e e e e T T e e e e T e M/Z
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Figure 51: Caractérisation des complexes formés entre le dimeére (QR2-FAD), et ses ligands par MS native. L’analyse du
complexe préformé (QR2-FAD), (a) seul (5uM) et (b-c) titré par un excés (20uM) de (b) mélatonine et (c) resvératrol en
conditions natives (AcNH, 200mM pH 7.5, Vc = 40V, Pi = 8mbar), permet 1’identification d’une steechiométrie d’interaction

2:2 entre (QR2-FAD), (AA) et ses ligands mélatonine (@) et resvératrol ().
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Le spectre de masse obtenu en 1’absence de ligand (Fig.51a) confirme une saturation en FAD
du dimeére QR2 (53345 Da), seule une espece de 53343 £ 1 Da étant détectée. Le titrage de
cette espece par un excés de mélatonine (Fig.51b) ou de resvératrol (Fig.51c) s’accompagne
d’un déplacement total de I’équilibre vers la formation de complexes de 53809 + 1 Da et 53800
+ 1 Da, associés a la fixation de 2 molécules de mélatonine (53810 Da) ou de resvératrol
(53801 Da). Cette steechiométrie unique confirme la spécificité d’interaction de ces ligands, se
fixant a raison de 2 copies par dimere (QR2-FAD), en accord avec la littérature [207]. La
persistance de nombreux adduits (62 Da) s’explique ici par une désolvatation partielle des ions
a une tension de cone de 40V (inhérente a la préservation de ces complexes en phase gazeuse)

et par la présence de sels non volatils dans les tampons de stockage des ligands.

3.3.1.2.  Détermination de la stabilité¢ des complexes en phase gazeuse.

La mise en évidence de la formation de complexes (QR2-FAD-mélatonine), et (QR2-FAD-
resvératrol), interroge sur la nature des interactions non-covalentes mises en jeu entre ces
ligands et I’enzyme. Dans ce contexte, une ¢étude de la stabilit¢ de ces complexes en phase

gazeuse est ici décrite (Fig.52).
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Figure 52: Détermination de la stabilité des complexes QR2-ligand en phase gazeuse (Pi: 8mbar). (a-f) L’analyse des
complexes (a-c) (QR2-FAD-mélatonine), et (d-f) (QR2-FAD-resvératrol), par MS native a des tensions de cone de (a,d) 40,
(b,e) 80 et (c,f) 120V permet de suivre la dissociation de ces complexes en phase gazeuse. (g) Une quantification relative de ces

espéces en fonction de la tension de cone permet une détermination de leur valeur de Vcsy.
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Les complexes (QR2-FAD-mélatonine), et (QR2-FAD-resvératrol), précédemment formés ont
ainsi été¢ analysés par MS native a différentes tensions de cone (Fig.52a-f). Ces complexes,
majoritaires a une tension de 40V (Fig.52a,d), subissent une dissociation en source progressive,
responsable de ’apparition d’espéces QR2-FAD:ligand de stcechiométrie 2:1 et 2:0 a 80
(Fig.52b,e) et 120V (Fig.52c,f). Une quantification relative des complexes 2:2, basée sur
I’intensité des états de charge 15, 14 et 13", est ainsi réalisée pour chaque ligand a différentes
tensions d’accélération (Fig.52g). Les profils de dissociation obtenus mettent en évidence une
différence de stabilité en phase gazeuse entre les complexes (QR2-FAD-mélatonine), et (QR2-
FAD-resvératrol), En effet, la tension d’accélération nécessaire a la dissociation de 50% de ces
complexes (Vcsp), s’avere plus élevée en présence de resvératrol (93V) que de mélatonine
(83V). Ces résultats, suggérant un réseau d’interactions polaires plus marqué entre I’enzyme et
le resvératrol, corroborent les données cristallographiques et thermodynamiques disponibles sur
ces complexes [74, 75]. Bien que se fixant parallélement au FAD dans la méme cavité
hydrophobe, la capacit¢ de remplissage de cette poche par le resvératrol favorise
I’établissement de liaisons hydrogenes supplémentaires [75]. 4 contrario, la stabilisation de la
mélatonine s’effectue principalement par effet hydrophobe, se traduisant par une contribution

entropique accrue [74] et une plus faible stabilité en phase gazeuse que le resvératrol.

3.3.2. Etude conformationnelle des complexes QR2-FAD-mélatonine / resvératrol par IM-MS.

Les données obtenues par MS native permettent une classification des ligands mélatonine et
resvératrol selon la stabilité¢ de leurs complexes en phase gazeuse. Ces différences, reliées a la
nature des interactions non-covalentes mises en jeu, pourraient se traduire par I’adoption de
conformations globales distinctes et / ou de stabilité variable entre ces complexes. Afin de
vérifier cette hypothése, un criblage conformationnel des complexes (QR2-FAD-mélatonine),

et (QR2-FAD-resvératrol), a été réalisé par IM-MS.

3.3.2.1.  Etude des conformations natives QR2-FAD-ligand par IM-MS native.

La mise en évidence d’une distribution de charge identique entre ces complexes par MS native
(Fig.51) a permis de focaliser I’optimisation de la méthode IM-MS sur I’état de charge natif 14"
majoritaire, par analogie aux expériences présentées sur les complexes QR2-cofacteur.
Néanmoins, la différence d’affinité entre ces ligands et I’hétérogénéité spectrale (adduits) lice
au maintien de leurs complexes en phase gazeuse, n’ont pas permis une analyse concomitante
de ces especes en mélange. Dans ce contexte, une analyse IM-MS fine des mélanges
individuelles (QR2-FAD-mélatonine), et (QR2-FAD-resvératrol), a été réalisée (Fig.53). Les

. . . , . ., . + .
distributions des temps de dérives associées aux ions 14  de ces complexes apparaissent
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confondues, suggérant une conformation globale identique entre ces especes (Fig.53a). En
effet, les ions 14" associés aux complexes (QR2-FAD-mélatonine), et (QR2-FAD-resvératrol),
partagent un temps de dérive (14.94 + 0.00 et 14.88 £ 0.10 ms) et une section efficace (3381 +
1 et 3378 + 4 A?) similaires (Fig.53b). Cette absence de séparation conformationnelle est
observée quel que soit 1’état de charge étudié, comme en témoignent les valeurs de tp (12.76 +

0.00 ms) et ' "CCSnz (3517 + 0 A%) mesurées a partir de cette méthode sur les espéces 15,

a)

029119J08 029125J08
| 14.|00 16.|00 Tlemps (ms)
b)
Especes (QR2-FAD-mélatonine), | (QR2-FAD-resvératrol),

£, 147 (ms) 14.94 + 0.00 14.88 + 0.10
TWCCSy, 147 (A?) 3381 +1 3378 +4

tp 157 (ms) 12.76 £ 0.00 12.76 £ 0.00
TWCCSy, 157 (A?) 3517 +£0 3517 +0

Figure 53 : Criblage conformationnel des complexes formés entre le dimére (QR2-FAD), et ses ligands mélatonine et
resvératrol par IM-MS (V¢ = 40V, Pi = 8 mbar). a) Représentation de la distribution des temps de dérive (ATDs) normalisée
des complexes (QR2-FAD-mélatonine), (bleu) et (QR2-FAD-resvératrol), (rouge) a 1’état de charge 14", b) Représentation des
temps de dérive (/p) et sections efficaces ("W CCSsy2) moyens mesurés pour les états de charge 14 et 157 de ces espéces. Les
erreurs de temps de dérive et de sections efficaces sont respectivement issues de triplicats d’acquisition (sprays identiques) et

d’étalonnage (étalons utilisés : f-lactoglobuline, transthyrétine, avidine).

Afin de compléter ces données expérimentales, une comparaison des CCSs théoriques calculées
a partir de la structure cristallographique des complexes (QR2-FAD-mélatonine), et (QR2-
FAD-resvératrol), (PDB : 2QX4 et 1SGO0) est ici illustrée (Tableau 7). L’absence d’atomes
manquants au sein de ces structures (3788 atomes totaux), permet ici une comparaison non

biaisée de I’influence de ces ligands [74, 75].
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Méthode | (QRZ-FAD-mélatonine), | (QR2-FAD-resvératrol),
(PDB: 2QX4) (PDB: 1SG0)
PA 2865 3 2883 =5
CCS(A%) | EHSS 3746 =5 3779 + 6
™ 3769 =43 3785 £ 50
e 0 +18 (+0.6%)
ACCS 0
(A2) EHSS 0 +33 (+0.9%)
™ 0 N.S

Tableau 7: Comparaison des CCSs théoriques associées aux structures cristallographiques des complexes (QR2-FAD-
meélatonine), et (QR2-FAD-resvératrol), Les CCSs calculées a partir des algorithmes PA, EHSS et TM, sont comparées entre

chaque complexe. Les erreurs indiquées sont issues de triplicats de simulation. NS : Non significatif.

Les CCS calculées a partir de ’algorithme de référence TM soutiennent I’existence d’une
conformation globale similaire entre les complexes associés a la mélatonine (3769 + 43 A?) et
au resvératrol (3785 + 50 A?%). La mise en évidence de faibles différences par les algorithmes
PA et EHSS (0.6 et 0.9%, respectivement) ne peut étre ici considérée, au regard de I’influence

des contraintes cristallographiques s’exergant sur la boucle.

En conclusion, le criblage IM-MS présenté ne permet pas une distinction des ligands
mélatonine et resvératrol sur la base des conformations globales associées a leurs complexes.
Ces résultats peuvent s’expliquer :

» Par I’adoption d’une conformation globale similaire entre ces 2 complexes.

> Par I’existence de 2 conforméres distincts, partageant néanmoins la méme "V CCSy, globale.

3.3.2.2.  Etude de la stabilit¢ des conformations par IM-MS native (approches CIU).

Pour tenter de répondre a cette derniére question, une évaluation de la stabilité
conformationnelle des complexes (QR2-FAD-mélatonine), et (QR2-FAD-resvératrol), a été
réalisée. Ce criblage, déja commenté dans les paragraphes précédents, constitue un moyen:

> De contourner les limites de résolution IM actuelles.

» D’étudier I’existence de différentes structures tertiaires, confondues sous une conformation

globale identique mais de stabilité conformationnelle distincte [64].

Dans ce contexte, une comparaison des empreintes CIU associées aux complexes (QR2-FAD-

mélatonine), et (QR2-FAD-resvératrol), est ici rapportée (Fig.54). La faible stabilité de ces
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complexes en phase gazeuse, mise en €vidence lors des expériences de Vcso, nécessite ici une
restriction de la gamme d’énergie Trap explorée (5-31V), permettant leur suivi conformationnel
pré-dissociation. La comparaison des ATDs extraits de ces complexes a I’état de charge 14",
démontre une superposition de ces distributions, faiblement impactées par 1’application
d’énergie croissante (Fig.54a-c). La comparaison des empreintes CIU associées confirme la
stabilit¢ conformationnelle des complexes (QR2-FAD-mélatonine), et (QR2-FAD-resvératrol),
dans la gamme d’énergie étudiée (Fig.54d-e). En effet, une distribution conformationnelle
unique (#p = 10.5 ms) est retrouvée, quelle que soit I’énergie appliquée et la nature du ligand.
Ces résultats, corroborés par I’analyse CIU des ions 13" et 15", suggére ’adoption d’une
conformation globale similaire entre complexes (QR2-FAD-mélatonine), et (QR2-FAD-

resvératrol), a I’origine d’une stabilité conformationnelle identique.

|
»

AA
0

a)

5V 14+

(QR2-FAD
-mélatonine),

029260J08
029274J08

T T T T
8.00 9.00 10.00 11.00 1200 13.00
Temps de dérive (ms)

Energie de collision Trap (V)

">

~—
s
o>
3

17V

029266J0S8
029280J08

T T T T
8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00
Temps de dérive (ms)

(QR2-FAD
-resvératrol),

&
44
m
1S

Y

Energie de collision Trap (V)

029273J08
029287J0S

800 900 1000 11.00 1200 13.00 9.0 10.0 LD 19

Temps de dérive (ms) Temps de dérive (ms)

Figure 54: Criblage de la stabilité conformationnelle des complexes (QR2-FAD-mélatonine), et (QR2-FAD-resvératrol), par
IM-MS (Ve : 40V, Pi : 8mbar). (a-c) Les distributions de temps de dérive (ATDs) associées aux ions 14" des complexes (QR2-
FAD-mélatonine), (bleu) et (QR2-FAD-resvératrol), (rouge) sont extraites a des énergies de collision Trap croissantes de a) 5,
b) 17 et ¢) 31V. (d-e) Une représentation 3D de I’ensemble des ATDs obtenus entre 5 & 31V, est proposée pour les ions 14"
associés a d) (QR2-FAD-mélatonine), et e) (QR2-FAD-resvératrol),.
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4. Conclusions.

L’¢tude du systtme QR2 par MS native et IM-MS native a permis de compléter les
informations structurales et enzymatiques disponibles sur cette cible thérapeutique. Le criblage
structural et conformationnel des complexes formés entre I’enzyme QR2, ses cofacteurs (FMN,

FAD), certains ligands (mélatonine, resvératrol) et son homologue QR1 a permis de démontrer:

» Une faible dynamique d’échange intra (QR2 / QR2) et inter-monomeére (QR1 / QR2).

» L’existence de faibles changements conformationnels (ACCS) induits par le recrutement
des cofacteurs FMN (+ 1.4%) ou FAD (+ 2.4%) sur le dimeére QR2 apo. L’interprétation
de ces différences par comparaison des CCSs expérimentales (IM-MS) et calculées
(cristallographiques) a permis de souligner 1’influence de contraintes cristallographiques,
impactant les valeurs de CCS calculées et limitant I’exploitabilité¢ de ces structures dans
I’étude de changements conformationnels aussi subtils. La mise en évidence d’une stabilité
conformationnelle similaire entre complexes (QR2-FMN), et (QR2-FAD),, dont les
™W(CCSsna mesurées s’assimilent aux CCS prédites par leurs masses, pourrait expliquer les
différences de "WCCSn2 mesurées entre cofacteurs par un simple effet de masse.
Néanmoins, la mise en évidence d’une fixation de ces molécules dans une cavité
(cristallographie) et d’une proportion de structures secondaires différente en présence de
ces 2 molécules (dichroisme circulaire) réfute cette hypothése, nécessitant une étude

approfondie de cet impact.

» Une stabilit¢ en phase gazeuse différente entre les complexes (QR2-FAD), associés a
I’inhibiteur resvératrol ou au modulateur mélatonine, en accord avec la nature des
interactions non-covalentes établies par ces molécules [74, 75]. La mise en évidence d’une
conformation globale similaire, de stabilité identique entre complexes (QR2-FAD-
mélatonine), et (QR2-FAD-resvératrol), est corroborée par les CCSs calculées a partir des
structures cristallographiques. Ces résultats soutiennent un mode de fixation identique
entre ces ligands, dont 1’efficacité ne dépend que de I’occupation du site de fixation, soit

du réseau d’interaction non-covalent mis en jeu et criblé par MS native (Vcso).
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Conclusion de cette partie

Les développements méthodologiques appliqués a [’étude de systémes protéine-ligand
soulignent le potentiel de la MS native couplée a I'IM-MS dans 1’analyse structurale et
conformationnelle de ces assemblages. L’identification des propriétés de « binding » d’une
large gamme de molécules (cofacteurs, cosubstrats, substrats) a tout d’abord permis une
meilleure compréhension des mécanismes enzymatiques catalysés. Par ailleurs,
I’automatisation et robustesse de cette interface s’est avérée particulicrement adaptée au
criblage d’inhibiteurs thérapeutiques. L’application de cet outil au systéeme Tgt a ainsi révélé
I’existence de différentes classes d’efficacité de ligands parmi les 12 molécules étudiées,
complétant les données structurales disponibles sur ces complexes. Par ailleurs, ces travaux ont
illustré le potentiel dynamique de cette technique, permettant un suivi cinétique de la formation

et du déplacement de complexes protéine-ligand sur une échelle de temps compatible (minute).

Le développement majeur associé a ce travail de thése consiste en I’intégration de la mobilité
ionique pour la caractérisation conformationnelle de ligands. Une optimisation instrumentale
fine des paramétres de la cellule IM a pour la premiére fois permis de détecter de subtils
changements conformationnels inférieurs a 1% de CCS. Le criblage des complexes
PDFI1B:inhibiteur par MS native et IM-MS native a ainsi permis de relier 1’existence de 2
classes d’affinité¢ de ligand a I’existence de 2 types de changements conformationnels induits,
pouvant étre suivis en temps réel. En plus d’une étude des conformations natives, ces travaux
ont contribu¢ a la mise en place d’un criblage complémentaire, basé sur la stabilité¢ de ces
conformations en phase gazeuse. Les informations ainsi extraites de 1’analyse des
conformations QR2:FAD:ligand accréditent I’existence d’un mode de fixation unique pour ces
molécules, en accord avec la cristallographie. L’orthogonalité de cette approche de basse
résolution, aux techniques biophysiques actuelles (cristallographie, RMN), fait de 'IM-MS un

outil de criblage alternatif et prometteur.

Malgré ce potentiel, I’extraction et I’interprétation des données IM-MS demeurent manuelles,
limitant le débit analytique. Le développement récent d’outils bioinformatiques spécifiques
devrait contribuer a 1’essor du couplage IM-MS comme technique de criblage a haut débit dans
I’industrie pharmaceutique [225-227]. Par ailleurs, la résolution instrumentale Ry (zp/Atp) des
cellules TWIMS actuellement disponibles (R = 40) limite la détection aisée et en routine de

subtiles différences conformationnelles (ACCS < 5%) par IM-MS native [60, 71, 94, 228-230].
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Parmi les stratégies de contournement de cet écueil, I'introduction de nouveaux instruments
équipés de cellules de mobilité ionique plus résolutives [123, 231] et le criblage alternatif des
complexes en fonction de leur stabilité conformationnelle en phase gazeuse (approches CIU)
apparaissent prometteurs [45, 63, 64]. Néanmoins, cette derniére approche requiert que
I’activation CIU des complexes s’effectue a travers 1’adoption d’états conformationnels
intermédiaires, jusqu’a leur dissociation. La satisfaction de ce prérequis, inhérent a la
contribution des interactions non-covalentes intra- et inter-moléculaires au sein des complexes,
dépend donc du systeme étudié. Cette stratégie ne peut ainsi étre extrapolée a ’ensemble des
complexes protéine-ligand, comme en témoignent les profils CIU obtenus sur les systémes
PDFI1B:ligand et QR2:FAD:ligand présentés au cours de ces travaux. D’autre part, le criblage
de ligands par approche CIU, implique 1’adoption d’états conformationnels intermédiaires et
distincts entre leurs complexes associés. Le potentiel de cette approche repose donc sur une
comparaison qualitative et quantitative fine entre ces empreintes, nécessitant le recours a des
outils informatiques adaptés, seulement en cours de développement [225]. La mise a
disposition de ces logiciels permettra une comparaison ultérieure approfondie des profils CIU

générés a partir des différents complexes QR2:cofacteurs.
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Partie 4 : Intégration de données de MS native et
IM-MS native pour la caractérisation structurale

de complexes multi-protéiques de hautes masses

Cette partie porte sur la caractérisation structurale de complexes multi-protéiques de
hauts poids moléculaires (> 300 kDa) par MS et IM-MS en conditions natives. Une
description préalable de 1’état de I’art de cette discipline et des objectifs de ces travaux
est tout d’abord rapportée. L’optimisation instrumentale nécessaire a 1’analyse de ces
édifices sur un Q-TOF de type Synapt G2 HDMS (Waters) sera décrite puis appliquée a
I’¢tude d’un systeme multi-protéique d’intérét biologique : le complexe entier CF IA,
impliqué dans la maturation des ARN messagers, dont 1’assemblage et 1’architecture

demeurent inconnus.

Introduction : Etat de I’art et objectifs.

Chapitre 1 :  Optimisations instrumentales en IM-MS native pour

I’analyse de complexes de hautes masses.

Chapitre 2 :  Caractérisation structurale d’un complexe multi-
protéique de haut poids moléculaire par MS native et

IM-MS native : le systeme CF IA.
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Introduction : état de [’art et objectifs.

La plupart des voies de régulation cellulaire (transcription, traduction) repose sur une
modulation fine et réversible de processus biologiques, rendue possible par 1’intégration de
nombreux partenaires au sein de machineries moléculaires complexes de hautes masses
(plusieurs centaines a plusieurs millions de kDa) [1-6]. L altération de ces réseaux au sein de
nombreuses pathologies nécessite une connaissance structurale approfondie de leurs
constituants (protéines, acides nucléiques, ligands) et de leur mode d’assemblage [7-10]. Dans
ce contexte, la cristallographie (RX), la résonance magnétique nucléaire (RMN) ou encore la
cryomicroscopie électronique (cryo-EM) s’imposent comme des techniques biophysiques de
référence, permettant I’obtention d’informations structurales uniques et complémentaires a
I’échelle atomique [11-15]. Néanmoins, la nature hétérogeéne et dynamique de certains édifices,
combinée a leur taille, leur hétérogénéité¢ (présence de modifications post-traductionnelles,
etc.), leur difficulté de purification et leur relative instabilité, peuvent constituer un frein a

I’application de telles approches.

1. De I'intégration des données de MS structurale vers la proposition de modeles structuraux.

La diversité¢ d’information accessible par MS structurale (partie 1) constitue une alternative
analytique prometteuse pour 1’¢lucidation topologique des complexes les plus réfractaires [16,
17]. Bien qu’aucune méthode individuelle ne puisse apporter une réponse structurale compléte,
la combinaison de ces approches hybrides accroit considérablement la quantité d’information
extraite de ces analyses [18-22]. Néanmoins, ces techniques présentent une résolution spatiale
relativement restreinte, limitant 1’interprétation tridimensionnelle des données obtenues.
L’intégration de ces données a la modélisation structurale constitue un moyen de
contournement de cet écueil [17, 23]. Le développement d’outils informatiques dédiés a ces
applications [24-26] permet une conversion des données de MS structurale sous forme de
contraintes spatiales, guidant la modélisation des complexes analysés. Une illustration de ce

processus de modélisation est ici présentée (Fig.1).
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Figure 1 : Présentation du processus de modélisation d’assemblages protéiques a partir de données de MS structurale, d’aprés
[23]. Les données expérimentales générées par MS structurale sont converties sous forme de contraintes spatiales, puis
injectées au sein de 1’algorithme de modélisation. La disposition de structures de haute résolution sur les partenaires protéiques
individuels (RX, RMN, modéles homologues) sert d’ébauche a la modélisation de ces complexes. Les modeéles structuraux
ainsi générés sont imputés d’un score, reflétant le degré de satisfaction de ces contraintes. Le ou les modéles associés aux

meilleurs scores, sont affinés par dynamique moléculaire puis relaxés par minimisation d’énergie.

La disposition de structures a haute résolution sur les partenaires individuels sert généralement
de point de départ a cette approche [17, 23]. En leur absence, il est néanmoins possible
d’assigner chaque sous-unité a une représentation géométrique (sphere, polyedre), définie a
partir de données expérimentales de plus basse résolution [27-29]. La nature de ces données
(résolution, information structurale compléte, partielle), issues de la cristallographie, de la
RMN, de la cryo-microscopie électronique, du SAXS, de 'IM-MS native ou encore de modéeles
homologues, conditionne la pertinence des modeles générés [23]. Ces sous-unités « input » sont
assemblées in silico, par intégration des données de MS structurale. Les informations
expérimentales obtenues a I’échelle des complexes et sous-complexes (stecechiométries, sections
efficaces, connectivités, proximités spatiales, interfaces d’interaction) sont en effet encodées
sous forme de contraintes, puis injectées au sein de 1’algorithme de modélisation [17, 27, 30,
31]. La satisfaction de ces contraintes est évaluée par 1’assignation d’un score a I’ensemble des
modeles échantillonnés, permettant leur classement. Les modéeles candidats de score élevé sont
ainsi retenus, puis affinés par dynamique moléculaire et minimisation énergétique [23]. Cette
approche intégrative permet la proposition de modéles structuraux pseudo-atomiques dans
I’étude d’assemblages essentiels, tels que la porine membranaire OmpA [32], le complexe

d’initiation traductionnelle eIF3:elF5 [33] ou ’ADN polymérase 111 [34].
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2. Objectifs des travaux.

L’objectif de ce travail de theése porte sur le développement d’approches en MS structurale
combinant 2 méthodes: la MS native et I’'IM-MS native. L’application de ces techniques a
I’é¢tude de complexes multi-protéiques de hauts poids moléculaires, nécessite une optimisation
instrumentale rigoureuse dans chacune des dimensions étudiées. Ces développements
méthodologiques, indispensables a 1’obtention d’informations structurales pertinentes, sont ici
présentés a travers la caractérisation d’un complexe de haute masse (350 kDa) constitué¢ de 4
partenaires : le complexe entier CF IA, indispensable a la maturation 3° de I’ARN pré-messager

de levure et réfractaire aux principales techniques biophysiques.
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Chapitre 1 : Optimisations instrumentales en IM-MS

native pour l’analyse de complexes de hautes masses.

La caractérisation de (sous-)complexes intacts par MS et IM-MS native nécessite une
préservation structurale et conformationnelle des espéces depuis leur ionisation en solution
jusqu’a leur détection en phase gazeuse [35]. Cependant, la désolvatation, transmission et
séparation conformationnelle des ions associés, doit étre suffisamment importante pour assurer
une résolution en IM (partie 3) et en MS (partie 2 et 3) optimale sur ces especes [36, 37]. Ceci
nécessite une optimisation instrumentale rigoureuse, décrite en partie 3 et pouvant étre ici

extrapolée a 1’analyse de ces assemblages de hauts poids moléculaires.

Néanmoins, I’analyse concomitante de complexes et sous-complexes en mélange se traduit par
une distribution de m/z, d’états de charge et de 'VCCSsny élargie (Fig.2) [38, 39].
Contrairement aux complexes protéine:ligand (Fig.2a), les distributions d’états de charge
observées entre différents complexes protéine:protéine ne permettent généralement plus de
disposer d’états de charge identiques entre ces derniers (Fig.2b). De¢s lors, la comparaison
conformationnelle entre ces especes ne peut plus se limiter a la seule interprétation du temps de

dérive tp (partie 3) mais nécessite une détermination expérimentale des " CCSsna [40].

Ce chapitre décrit I’influence de I’étalonnage de la cellule TWIMS, sur la justesse des
™WCCSsn; mesurées en présence de mélanges de complexes de hauts poids moléculaires. Cette
justesse est ici évaluée en présence d’étalons protéiques natifs, dont les CCSs de référence
mesurées en hélium sur « Drift Tube » ou DTIMS (°"CCSsy.), peuvent étre comparées aux

CCSs mesurées sur TWIMS ("W CCSsnp).
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Figure 2 : Illustration de la distribution d’états de charge entre a) complexes protéine:ligand et b) complexes protéine:protéine,
analysés en mélange. Généralement, la fixation d’une petite molécule (noir) sur une protéine (vert) ne modifie pas la
distribution d’états de charge de cette derniére. En revanche, la fixation de protéines (orange et bleu), disposant de leurs propres

sites de protonation (résidus basiques), s’accompagne d’une modification de cette distribution.

. r . ™ r r
1. Influence du choix des étalons sur la justesse des ~~ CCSsn, mesurées en présence de

complexes de hauts poids moléculaires.

L’¢étalonnage de la cellule TWIMS a partir de protéines dénaturées apparait particulicrement
inadapté pour 1’étude IM-MS de protéines natives, biaisant les valeurs de ' CCSsn, mesurées
et soulignant I’importance du choix des étalons [41-43]. La mise a disposition d’étalons
protéiques natifs (caractérisés par DTIMS) se révele indispensable a la détermination de
™WCCSsn; plus justes par IM-MS native, permettant un meilleur encadrement des ions analytes
en termes de masse, charge (z) et section efficace (QQ) [41, 44, 45]. Bien que la plupart des
données DTIMS disponibles proviennent de mesures en hélium, la mobilité réduite des ions
¢talons natifs dans ce gaz (KoHe) et dans 1’azote (K¢N;) se révele linéaire, permettant leur
exploitation lors d’analyses TWIMS réalisées en azote [41]. Les ' CCSsy, ainsi mesurées sont
assimilables a des valeurs obtenues en hélium, facilitant leur comparaison aux CCSs simulées
dans ce méme gaz a partir de logiciels dédiés [46-50]. La détermination de '“CCSsn;
pertinentes sur des complexes non-covalents de masses, charges et sections efficaces
hétérogenes, a longtemps souffert du nombre restreint d’étalons protéiques natifs disponibles
[37, 44, 51, 52]. L’enrichissement de cette liste permet aujourd’hui de disposer d’étalons natifs
recouvrant une gamme de masse (2.8 & 801 kDa), charge (3" a 72") et section efficace (5.81 a

207 nm?) élargie [41, 53]. Néanmoins, I’analyse de complexes et sous-complexes protéiques en
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mélange par IM-MS native souléve de nouvelles questions : « quelle(s) espece(s) doit(vent)
étre encadré(es) par les étalons ? Combien d’étalons doivent-étre utilisés ? Quel est ’impact du
choix des étalons sur la justesse de " CCSsn, mesurées & partir d’espéces non encadrées ? ». La
réponse a ces questions réside dans le caractére extrapolable d’un étalonnage TWIMS. Afin
d’évaluer cette flexibilité, une analyse d’étalons protéiques natifs en mélange est réalisée par

IM-MS sur le Synapt G2. Le recours a ces étalons permet une comparaison entre :

> Leurs ""CCSsye « de référence », déterminées par DTIMS [41].

> Leurs ' CCSsn, mesurées par TWIMS, a partir de différents droites d’étalonnage (partie 3,
chapitre 2, équation 12).

Ces mélanges se présentent sous la forme de 3 familles (I, II, III), composées de 2 a 3 étalons
en mélange (5uM) analysés simultanément par IM-MS native (Fig.3). La force ionique et le pH
du tampon (AcNH4 200mM, pH 7.5) sont identiques a ceux ayant permis la caractérisation de
ces étalons par DTIMS [41]. Le nombre restreint d’étalons par mélange est ici optimisé afin de
limiter la compétition a I’ionisation entre ces especes [54], facilitant la détection de 1’ensemble
de leurs ions. La composition de ces familles est quant a elle définie de maniére a pouvoir
caractériser I’ensemble des ions étalons a partir d’'une méme et unique méthode IM-MS (partie
3). Pour cela, les étalons sont choisis consécutivement selon leur ordre d’apparition dans la liste
des étalons disponibles [41]. Ce regroupement permet de limiter 1’hétérogénéité de section
efficace (Q2) et de charge (z) entre ions au sein d’une méme famille, facilitant leur « élution » au
sein d’'un méme cycle IM [42]. Parallélement, chacune des 3 méthodes IM-MS appliquée a
chaque famille, est optimisée de manicre a préserver la conformation native des ions étalons,
tout en permettant leur « élution » au sein d’un méme cycle IM (partie 3). La faible résolution
conformationnelle de ces méthodes est ici indispensable a 1’étude d’une large gamme de
conformations au sein d’une méme analyse IM-MS (partie 3). L ’optimisation de ces 3 familles
de mélange et de leurs méthodes IM-MS associées, mime ainsi une analyse de complexes et

sous-complexes protéiques en mélange par IM-MS native.

L’analyse individuelle de ces 3 familles de mélange par IM-MS native permet une extraction
des ATDs et des temps de dérive #p " associés aux ions :

» des étalons cytochrome ¢ et B-lactoglobuline (Fig.4a, famille I).

» des ¢étalons B-lactoglobuline et avidine (Fig.4b, famille II).

» des étalons sérum albumine bovine, concanavaline A et alcool déshydrogénase (Fig.4c,

famille IIT).
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Etalon IM Cytochrome ¢ p-lactoglobuline Avidine Sérum albumine Concanavaline A Alcool Déshydrogénase

(12 kDa) (18 & 37 kDa) (64 kDa) bovine (69 kDa) (103 kDa) (143 kDa)
Oligomeére (n) 1 1 2 4 4 4 4
Charge (2) 6 7 7 8 9 12 13 16 17 18 15 16 17 20 21 22 24 25 26
| | | | | | 1 | | | | | | | | |

DICCS,, T T T T T T T T T T T T T T T

(an) 124 128 16.6 16.9 17.8 29.0 29.6 36.4 36.4 36.4 41.0 40.6 40.4 55.5 55.5 548 69.4 68.3 67.2

1T

Analyses I

IM-MS I

Figure 3 : Présentation des étalons protéiques natifs analysés en mélange par IM-MS sur le Synapt G2. Ces étalons, recouvrant
une large gamme de masse, de charge (z) et de section efficace ("TCCSye) ont été préalablement caractérisés par DTIMS dans
des conditions biochimiques identiques (AcNH4200mM pH7.5) [41]. Le regroupement de ces protéines en 3 familles de
mélange (I, II, IIT) permet une comparaison de leurs PTCCSsye « de référence » aux TV CCSsy, mesurées a partir de différentes

droites d’étalonnage, au sein de la méme acquisition.

La P'CCSye de chacun de ces ions étant connue (Fig.3) [41], il devient possible de générer
différentes droites d’étalonnage au sein d’une méme acquisition, par combinaison des étalons
pris en compte (équation 12). La comparaison des '“CCSsn, mesurées & partir de ces
différentes droites d’étalonnage aux ®"CCSsy. attendues, permet d’évaluer 1’influence du choix
des étalons sur la justesse des mesures TWIMS (Fig.4d-f). Les résultats obtenus mettent en
¢vidence une faible capacité d’extrapolation des droites d’étalonnage en dehors de leur gamme
de recouvrement. En effet, ’application de droites d’étalonnage ne s’appuyant que sur un seul
¢talon, comme le cytochrome c¢ (Fig.4d), I’avidine (Fig.4e) ou la sérum albumine bovine
(Fig.4f), se traduit par une justesse remarquable des " CCSsn, mesurées sur leurs propres ions
(déviations inférieures a 0, 0.5 et 0.4 % par rapport aux > CCSsye attendues, respectivement).
Cependant, ces mémes 6étalonnages s’accompagnent de '“CCSsna beaucoup plus
approximatives sur les espeéces non encadrées, telles que la B-lactoglobuline (Fig.4d, jusqu’a
20.4 % de déviation sur 1’état de charge 12"), la B-lactoglobuline (Fig.4e, déviations > 17.3 %)
et I’alcool déshydrogénase (Fig.4f, déviations > 56.6 %). L’intégration de 1’ensemble des
¢talons au sein des droites d’étalonnage permet de niveler ces justesses au sein de chaque
famille de mélange. Bien que les facteurs de corrélation R associés aux droites d’étalonnage
« cytochrome ¢ + B-lactoglobuline » (Fig.4d), «B-lactoglobuline + avidine » (Fig.4e) et « sérum
albumine bovine + concanavaline A + alcool déshydrogénase » (Fig.4f) puissent E&tre
significativement réduits (0.93, 0.04 et 0.52, respectivement), la justesse des ™WeCSshe
mesurées sur les étalons au sein de ces mélanges se trouve optimisée (Fig.4d-f, déviations
maximales < 5.3, 10.3 et 7.2 %, respectivement). En conclusion, le choix des étalons pour
I’analyse de complexes et sous-complexes protéiques en mélange par IM-MS native, dépend de
I’hétérogénéité de ces échantillons (masse, charge, section efficace) et de la justesse des
™ (CSsn; recherchée sur chaque espéce. Lapplication d’un étalonnage restreint, recouvrant
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une gamme étroite de masse, charge et section efficace, permettra une mesure de ' CCSsna trés
juste au sein de cette fenétre, mais rapidement biaisée au-deld de ces limites. 4 contrario,
I’application d’un étalonnage étendu, recouvrant une large gamme de masse, charge et section
efficace, s’accompagnera d’une justesse moins importante mais beaucoup plus homogene sur
’ensemble des " CCSsn2 mesurées. Une alternative 4 ce compromis consiste a caractériser
individuellement chacune des especes en mélange a I’aide d’une méthode IM-MS dédiée. Cette
stratégie, permettant d’étendre la résolution conformationnelle au sein de la fenétre étudiée
[29], se révele néanmoins beaucoup plus chronophage, multipliant le temps d’optimisation
instrumentale et le nombre d’étalonnages.
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Figure 4 : Influence du choix des étalons sur la justesse des "V CCSsy, mesurées par IM-MS native (AcNH, 200mM, pH7.5) sur
le Synapt G2. (a-c) L’analyse IM-MS individuelle des familles de mélange impliquant a) le cytochrome c et la f-lactoglobuline
(Ve =40V, Pi = 7mbar, WH = 40V, WV = 1235m.s”", Qnz = 30mL.min") b) la B-lactoglobuline et I’avidine (Vc = 80V, Pi =
7mbar, WH = 35V, WV = 1020m.s™, Qn = 30mL.min’1) ¢) la sérum albumine bovine, la concanavaline A et 1’alcool
déshydrogénase (Vc = 120V, Pi = 7.5mbar, WH = 38V, WV = 1005m.s™, Qne = 35mL.min‘l) permet une extraction des ATDs
et fp’ associés & chacun de leurs ions. (d-f) Les "V CCSsy, moyennes mesurées sur ces ions par TWIMS 4 partir de différentes
combinaisons d’étalonnage, sont comparées aux PTCCSsy. de référence, mesurées par DTIMS [41]. Ces différences (%)
indiquent la justesse des mesures de 'WCCSsy, en fonction de I’étalonnage appliqué. Les différences inférieures a 2%,
comprises entre 2 et 10%, et supérieures a 10%, sont respectivement indiquées en rouge, orange et bleu. Les écarts-types

associés aux mesures des différences TV CCSy, / PTCCSye ainsi qu’aux facteurs de corrélation R%, n’excedent pas 5% et 0.02,

respectivement (triplicats analytiques).
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2. Conclusions.

Les optimisations instrumentales liées a 1’étalonnage de la cellule TWIMS apparaissent
indispensables a la mesure de '“CCSsy; justes et rigoureuses. Le choix des étalons,
particulierement crucial lors de I’analyse IM-MS d’assemblages natifs en mélange, conditionne
la pertinence des données conformationnelles extraites. Ces précautions méthodologiques
facilitent la comparaison des sections efficaces ainsi mesurées en phase gazeuse, a celles
prédites a partir de différentes approches (structures cristallographiques, masses des
complexes) [44, 55]. D’autre part, ’encodage d’informations IM-MS robustes sous forme de
contraintes en MS structurale, contribue a la proposition de modeles structuraux d’autant plus
réalistes [23]. La prise en compte de ces considérations pour la caractérisation du complexe
multi-protéique CF IA par MS et IM-MS native, décrite dans le chapitre suivant, permet

d’affiner I’interprétation structurale des données obtenues.
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Chapitre 2 : Caractérisation structurale d’un
complexe multi-protéique de haut poids moléculaire

par MS native et IM-MS native : le systeme CF IA.

1. Présentation du contexte biologique.

La maturation de I’ARN pré-messager eucaryote (pré-ARNm) est un mécanisme essentiel a
I’expression controlée des geénes au sein d’une cellule [56, 57]. Cet événement co-
transcriptionnel se déroule en 3 étapes (Fig.5) : le pré-ARNm en cours de synthése par I’ARN
polymérase II, subit une premiere modification a son extrémité 5°, consistant en I’ajout d’une
coiffe 7-méthylguanosine [58]. Cette maturation se poursuit par le recrutement du spliceosome,
assurant 1’épissage alternatif des exons du pré-ARNm [59]. Enfin, la terminaison de sa
transcription s’achéve par le clivage de son extrémité 3’ et la synthése d’une queue
polyadénylée [60, 61], s’accompagnant de 1’export cytoplasmique de ’ARNm mature en vue
de sa traduction. Cette dernic¢re étape de maturation 3°, nécessaire a la stabilité, ’export de
I’ARNm [61, 62] et impliquée dans certaines pathologies (cancers, dystrophies myotoniques,

maladies auto-immunes) [10, 63, 64], repose sur 2 complexes multi-protéiques majeurs de

Noyau \ Cytoplasme

df Q\Q ,\:{> Export

<D | et traduction

=

hauts poids moléculaires (Fig.6a).

Epissage Q

Polyadénylation

* Complexe ARN polymérase II Maturation 3’ I

= Spliceosome

Figure 5: Processus de maturation de I’ARN pré-messager (pré-ARNm) chez les eucaryotes, adapté de [65]. L’étape de
maturation 3 du pré-ARNm est ici représentée en gris.
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Figure 6 : Présentation schématique de la machinerie moléculaire responsable de la maturation 3’ des pré-ARNm de levure,
d’apreés [65] et [66]. a) Chez S.cerevisiae, cette machinerie s’organise en 2 assemblages multi-protéiques majeurs : le complexe
CPF, portant les activités de clivage et de polyadénylation du pré-ARNm, et le complexe CF 1A, assurant le positionnement
adéquat du complexe CPF sur le site de maturation 3’ cible du pré-ARNm, ainsi que le recrutement de I’ensemble de la
machinerie & I’ARN polymérase II. b) L’analyse du complexe CF IA reconstitué et de ses sous-complexes copurifiés, a partir
de différentes approches (gel filtration, ultracentrifugation analytique, pontage covalent et gel SDS-PAGE), a permis de

proposer un modéle topologique de basse résolution pour cet assemblage, assigné & un hexameére [66].

Chez la levure S.cerevisiae, ces complexes correspondent au facteur de clivage et de
polyadénylation (CPF), et au facteur de clivage/polyadénylation IA (CF TA). Le complexe
CF IA assure le positionnement adéquat de 1’assemblage CPF sur le site de maturation 3° du
pré-ARNm, ainsi que I’ancrage de ’ensemble de la machinerie de maturation 3> a ’ARN
polymérase I [67-69]. Ce complexe, indispensable au processus de maturation 3’ [70, 71], a la
terminaison [72] et a la réinitialisation de la transcription [73], requiert la présence de 4
partenaires : Rnal4p, Rnal5p, Clplp et Pcfllp (Fig.6b) [74]. Parmi ces sous-unités, Pcfl1p
[75, 76] et Rnal4p [67] assurent I’arrimage du complexe CF IA a ’ARN polymérase II, tandis
que Rnal5p garantit la reconnaissance spécifique des séquences situées en amont du site de
maturation 3’ du pré-ARNm [77, 78]. Ce réseau d’interconnexion est complété par 1’existence

d’interactions entre Clp1lp [79], Pcfl1p [80] et certaines sous-unités du complexe CPF.

La fonction plateforme supportée par CF IA, interroge sur I’organisation structurale des sous-
unités Rnal4p, Rnal5p, Clplp, Pcfllp au sein méme de ce complexe. Dans ce contexte, des
¢tudes biophysiques préliminaires ont permis de mieux comprendre 1’organisation structurale

de certains partenaires individuels et de leurs complexes binaires.
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En effet, la résolution cristallographique de la sous-unité CstF-77 murine [81] et fongique [82]
(homologue de Rnal4p), ainsi que du sous-complexe Rnal4p:Rnal5p de levure [83], a permis
de démontrer une homodimérisation de CstF-77/Rnal4p, s’assemblant a 2 copies de Rnal5p
sous forme d’hétérotétramere [84]. Ces données, complétées par une analyse RMN de
I’hétérodimeére minimale Rnal4p:RnalS5p [85], révélent D’existence d’un long domaine
déstructuré sur Rnaldp (« monkeytail »), responsable du recrutement de Rnal5p (Fig.6b).
Néanmoins, la flexibilité structurale associée a cette région, limite une identification précise des

interfaces d’interaction entre ces partenaires [83].

Parallelement, la résolution cristallographique d’un hétérodimere minimal Pcfl1p:Clplp a
permis d’identifier les zones d’interaction entre ces sous-unités [86], et de mettre en évidence la

fixation d’une molécule d’ATP-Mg sur Clplp, dont la fonction demeure discutée [87].

L’interface d’interaction entre ces 2 sous-complexes a également pu étre établie par des
expériences de RMN et de purification par affinité [88], démontrant une interaction directe

entre le domaine C-terminal de Rnal5p et les résidus (288-400) de Pcfl1p [89].

L’intégration de certaines de ces données a finalement permis la proposition d’un modele
structural partiel et préliminaire du complexe CF IA, incluant les partenaires Rnal4p, Rnal5p

et le pré-ARNm [90].

En dépit de ces informations structurales, certaines interrogations persistent quant a
I’architecture du complexe intact entier. En effet, les connaissances structurales de cet
assemblage multi-protéique sont jusqu’ici indirectement déduites de données « mosaiques »
obtenues a partir de sous-unités individuelles et de sous-complexes binaires, bien souvent
écourtés et tronqués dans leurs séquences primaires [85, 86]. Afin de pallier a cet écueil, une
¢tude récente du complexe CF IA intact et entier, reconstitué¢ in vitro a partir de ses sous-
complexes Rnal4p:Rnal5p et Pcfllp:Clplp purifiés, a été réalisée [66]. Les données
structurales ainsi générées par gel filtration, ultracentrifugation analytique (AUC), diffusion de
rayons X aux petits angles (SAXS) et gel SDS-PAGE, bien que de résolution limitée, ont
abouti a la proposition d’un modéle topologique de nature hexamérique, supportant une
steechiométrie Rnal4p:RnalSp:Clplp:Pcfllp 2:2:1:1 (Fig.6b). Néanmoins, la pertinence de
cette steechiométrie, ici déterminée a partir des seules informations obtenues sur gel SDS-

PAGE, nécessite d’étre confirmée en présence d’approches complémentaires.
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2. Objectifs de I’¢tude.

Afin d’évaluer la pertinence du modele topologique proposé [66] (Fig.6b) et approfondir la
caractérisation structurale de ce complexe, une étude alternative et directe du complexe intact
CF IA et de ses sous-complexes par MS structurale est ici proposée. Ces travaux, réalisés en
collaboration avec 1’équipe du Dr. Sébastien Fribourg (IECB, Bordeaux), s’appuient ici sur une
combinaison des outils de MS native et d’IM-MS native. La caractérisation dynamique de
I’architecture du complexe a partir de ces approches complémentaires, doit notamment

permettre :

» De définir la steechiométrie d’interaction entre sous-unités, par analyse MS native des

sous-complexes et du complexe entier.

» De cartographier les connectivités entre sous-unités, par analyse MS native des sous-

complexes.

» De suivre ’empreinte conformationnelle du complexe CF TA au cours de son assemblage,

par analyse IM-MS native des sous-complexes et du complexe entier.

3. Présentation des résultats.

3.1. Considérations expérimentales.

Les expériences réalisées au cours de cette étude portent sur 3 échantillons : le sous-complexe
HisRnal5p:Rnal4p, le sous-complexe HisPcfl1p[454-563]:Clplp, et le complexe entier CF [A
HisPcf11pAQ. Les faibles rendements de purification endogénes obtenus chez S.cerevisiae,
nécessitent une expression recombinante de ces protéines chez E.coli [65]. La transformation
de ces bactéries en présence de 2 a 4 plasmides, encodant chacune des sous-unités du
complexe, permet respectivement la co-expression et co-purification de CF IA sous forme de
sous-complexes binaires, et de complexe entier [91, 92]. Contrairement au sous-complexe
HisRnal5p:Rnal4p, le sous-complexe HisPcfl1p[454-563]:Clplp se distingue du complexe
entier par la séquence de son construit Pcfl1p. Le recours a un variant [454-563] écourté,
notamment dépourvu de ses 2 doigts de zinc N-terminaux et C-terminaux (Fribourg et al.,
article en préparation) s’avere ici indispensable a 1’expression et purification d’un sous-
complexe Pcfl1p:Clplp stable [65]. Par souci de simplification, ces 2 variants de séquence
Pcfl1p seront annotés de la méme dénomination « P » au sein des spectres, quelle que soit la

nature de 1’échantillon analysé.
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3.2. Etude des sous-complexes par analyse MS native.

Une caractérisation préliminaire des 3 échantillons par LC-MS en conditions dénaturantes, est
tout d’abord réalisée afin d’évaluer la pureté et homogénéité de ces préparations (Tableau 1).
La comparaison des masses théoriques et mesurées sur chaque sous-unité, permet de vérifier la
composition de ces mélanges. A 1’exception du partenaire Rnal5p issu du complexe entier,
chacune des protéines présente un clivage de sa méthionine N-terminale (-131.9 + 0.6 Da).
D’autre part, 1’étiquetage histidine des partenaires ciblés (Rnal5Sp, Pcfl1p), s’accompagne de
leur gluconoylation partielle (+178.3 = 0.3 Da) [93].

Sous-complexes Complexe entier
Echantillons
HisRna15p:Rna14p HisPcf11p[454-563]:.Clp1p CF IA HisPcf11pAQ
. A HisPcf11p .
Especes HisRna15p Rna14p Clpip Rna15p Rnaldp Clpip HisPcf11pAQ
[454-563]
Masse
L 35470.4 79960.4 15260.2 50225.7 32818.7 79960.4 50225.7 72043.3
théorique (Da)
Masse 35339.2+0.3 15127.9+0.2
mesurée (Da) | 35517.3204 79828.0+0.7 15306.4 £ 0.3 50093.6+0.4 | 32818.0+0.3 | 79828.4+06 | 50093.3+0.3 | 719125+22
e Clivage Met ’ Clivage Met ’ - - )
Interprétation Gluconaylation Clivage Met Gluconaylation Clivage Met N.D Clivage Met Clivage Met Clivage Met

Tableau 1 : Présentation des données LC-MS obtenues en conditions dénaturantes sur chaque échantillon (MicrOTOF-Q,
Bruker). La comparaison des masses théoriques et mesurées pour chaque espéce permet de confirmer I’homogénéité et la

pureté des préparations.

3.2.1. Caractérisation du sous-complexe HisRnal5p:Rnal4p par MS native.

L’analyse du sous-complexe HisRnal5p:Rnal4p (2uM) en conditions natives (AcNH4 250mM
pH7.5) permet ’obtention d’un spectre MS relativement complexe (Fig.7). Tout d’abord, la
détection de signaux compris entre 2500 et 3700 m/z, traduit la présence de monomeéres
HisRnal5p sous forme libre, partiellement gluconoylés (35340 = 1 Da et 35518 + 1 Da,
respectivement). L’identification de 2 séries d’ions consécutives dans la gamme m/z [4000-
6500] révele ensuite I’existence de monomeéres (signal minoritaire, 79830 £ 1 Da) et
d’homodimeéres Rnaldp (signal majoritaire, 159683 + 7 Da) sous forme libre. L’organisation
homodimérique de Rnal4p corrobore ici les données cristallographiques disponibles sur cette
sous-unité [81, 82]. L’interaction entre ces 2 partenaires est enfin vérifiée par assignation des
signaux entre 6500 et 9000 m/z, confirmant la formation d’hétérotrimeres Rnal4p:HisRnal5p
2:1 (195198 + 8 Da) et d’hétérotétrameres Rnal4p:HisRnalSp 2:2 (230706 + 13 Da). De fagcon
intéressante, aucun hétérodimere Rnal4p:HisRnal5p 1:1 n’est ici détecté, contrairement a
certaines données issues de la littérature [85].
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Figure 7 : Caractérisation du sous-complexe HisRnal5p:Rnal4p par MS native. L’analyse de ce sous-complexe (2uM) en
conditions natives (AcNH4 250mM, pH7.5) sur le Synapt G2 (Vc = 120V, Pi = 7.7mbar) permet d’identifier 1’état oligomérique

des partenaires Rnal4p et HisRnal5p libres, ainsi que la steechiométrie d’interaction de leurs complexes associés.

La mise en évidence d’une insaturation de I’homodimére Rnal4p, fixant 1 a 2 copies du
monomere HisRnalSp, interroge sur ’affinité relative des sites d’interaction entre ces 2
partenaires. Dans ce contexte, des analyses similaires sont réalisées a différentes concentrations

de sous-complexe (Fig.8).

a) Sous-complexe
HisRna15p:Rna14p

e T
-I .f @8 150683:7Da

28+

..f .‘ 1951988 Da
..‘ 230706 +13Da

031944108

b)

Sous-complexe
HisRna15p:Rna14p
15uM

031943108

T T T T T T T T T T T T T T T
5500 6000 6500 7000 7500 8000 8500 m/z 9000
Figure 8 : Influence de la concentration en sous-complexe HisRnalSp:Rnaldp sur la nature des complexes formés. La
comparaison des spectres de MS native obtenus en présence de a) 1uM et b) 15uM d’échantillon, dans des conditions
expérimentales et instrumentales similaires, révele un déplacement de 1’équilibre vers la formation de complexes
Rnal4p:HisRnal5p 2:1 et 2:2. Néanmoins, ces concentrations s’avérent insuffisantes a la saturation de I’homodimere Rnal4p.
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La comparaison des spectres obtenus a 1uM (Fig.8a) et 15uM de sous-complexe (Fig.8b),
souligne une diminution de la proportion du signal associ¢ a 1’homodimére Rnal4p libre,
suggérant un déplacement de 1’équilibre vers la formation de complexes Rnal4p:HisRnal5p
2:1 et 2:2. Cependant, aucune saturation en hétérotétramére Rnal4p:HisRnalS5p 2:2 n’est
atteinte dans la gamme de concentration testée (uM), en accord avec les affinités relatives
rapportées entre ces 2 partenaires dans la littérature [84]. L’absence de stoechiométries
d’interaction plus élevées au sein de ces expériences (Fig.7-8), témoigne de la spécificité des

complexes 2:1 et 2:2 formés entre I’homodimére Rnal4p et chaque monomere HisRnal5p.

3.2.2. Caractérisation du sous-complexe HisPcfl1p[454-563]:Clp1p par MS native.

Le sous-complexe HisPcfl1p[454-563]:Clplp (5uM) a ¢été analysé de facon similaire
(AcNH4 250mM pH7.5) par MS native (Fig.9). A nouveau, la détection de signaux compris
entre 1800 et 3900 m/z traduit la présence de partenaires HisPcfl1p[454-563] et Clplp sous
forme libre. Les mesures de masse associées a ces especes permettent de révéler sans ambiguité
la nature monomérique de HisPcfl1p[454-563] (15129 £ 1 Da, partiellement gluconoylé) et de
Clplp (50096 = 1 Da). Sous forme libre, une faible proportion de monomeres Clplp est
retrouvée associée a une molécule d’ATP-Mg (50624 = 1 Da), corroborant de précédents
travaux [87]. Néanmoins, le signal le plus intense (3900-4700 m/z) correspond a I’hétérodimere
HisPcf11p[454-563]:Clplp 1:1 fixant une molécule d’ATP-Mg (65754 £ 1 Da). Par ailleurs,
aucun signal associé a I’hétérodimére dépourvu d’ATP-Mg n’est détecté, pouvant suggérer une

contribution de I’ATP-Mg dans I’interaction entre Clp1p et HisPcf11p[454-563].

Sous-complexe - A A 65754 + 1 Da B 15129 +1Da
HisPcf11p[454-563]:Clplp & [F]
S5uM
* A 50096 +1Da A 50624 +1Da
144 +  gluconoylation (178 + 1 Da)
T+
[ ] A A
A A
0 l A 030708708
T ' T ' T ' T ' T ' T ' T
1000 2000 3000 4000 5000 6000 m/z 7000

Figure 9 : Caractérisation du sous-complexe HisPcf11p[454-563]:Clplp par MS native. L’analyse de ce sous-complexe (5uM)
en conditions natives (AcNH, 250mM, pH7.5) sur le Synapt G2 (Vc = 80V, Pi = 7mbar) permet d’identifier 1’état oligomérique
des partenaires HisPcfl1p[454-563] et Clplp libres, la steechiométrie d’interaction de leur complexe associé, ainsi que la

fixation d’une molécule d’ATP-Mg au sein de ce dernier, portée par Clplp.
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En résumé, l’analyse de ces 2 sous-complexes par MS native confirme [’existence de
connectivités entre d’une part, Rnal4p et Rnal5p, et d’autre part, entre Pcfl1p[454-563] et
Clplp. La caractérisation en masse de ces partenaires, retrouvés sous forme libre et associée au

sein des mélanges étudiés, permet de confirmer :

» L’organisation homodimérique de Rnal4p, fixant jusqu’a 2 copies de monoméres RnalSp
sous forme d’hétérotriméres Rnal4p:RnalSp 2:1 et d’hétérotétrameres Rnal4p:RnalSp
2:2.

» L’organisation monomérique de Pcfl1p[454-563] et de Clplp, dont la fixation d’une
molécule d’ATP-Mg pourrait contribuer a la formation d’hétérodimeéres Clplp-ATP-
Mg:Pcfl1p[454-563] 1:1.

Ces résultats corroborent ainsi les informations structurales issues de l’analyse de sous-
complexes plus ou moins similaires et entiers par cristallographie et RMN, présentées en
introduction [81-87]. L’absence de sous-complexes Clplp:Pcfl1p[454-563] apo au sein de ces
expériences suggere une influence de I’ATP-Mg dans I’interaction Pcfl1p:Clplp, bien que sa
fonction et son hydrolyse chez la levure restent controversés [87, 94, 95]. Enfin, ces données
révelent la présence d’un intermédiaire d’assemblage hétérotrimérique Rnal4p:RnalSp 2:1,

dont I’existence demeure a confirmer en présence du complexe CF IA entier.

3.3. Détermination de la stcechiométrie du complexe CF IA entier par MS native.

Afin d’étudier la stoechiométrie entre ces partenaires a I’échelle du complexe entier, une
analyse du complexe CF TA HisPcfl1pAQ intact par MS native est ici réalisée (Fig.10). La
satisfaction d’un compromis entre préservation du complexe entier non-covalent en phase
gazeuse et transmission optimale de ses ions de hauts rapports m/z, impose une optimisation
expérimentale et instrumentale particuliérement rigoureuse. Ces prérequis permettent ici la
détection d’un signal entre 8500 et 10000 m/z. L’assignation de ce signal a une espeéce
majoritaire de 348193 + 12 Da, indique sans ambiguité I’existence d’un complexe
hexameérique de stoechiométrie Rnaldp:RnalSp:Clplp:Pcfllp 2:2:1:1 (masse théorique de
348140.8 Da attendue en présence d’une gluconoylation, de 2 atomes de Zn et d’une molécule
d’ATP-Mg), bien que la résolution soit ici insuffisante a une détermination de son contenu en
cofacteurs (Zn, ATP-Mg). Néanmoins, la détection d’une espéce minoritaire de 314421 + 13
Da, assimilable a un complexe pentamérique ne fixant qu’une seule copie de Rnal5p, confirme

I’insaturation de I’homodimeére Rnal4p déja observée a 1’échelle du sous-complexe (Fig.7-8).
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Figure 10 : Caractérisation du complexe entier CF IA HisPcf11pAQ par MS native. L’analyse de ce complexe intact (2uM) en
conditions natives (AcNH4 250mM, pH7.5) sur le Synapt G2 (Vc =200V, Pi = 7.7mbar) démontre 1’existence d’un assemblage
hexameérique majoritaire, de steechiométrie RnalSp:Rnal4p:Clplp:Pcfl1p 2:2:1:1. En fonction de la préparation analysée, une

proportion plus ou moins importante d’assemblages pentamériques (Rnal5Sp:Rnal4p:Clplp:Pcfl1p 2:1:1:1) est observée.

L’existence de ce pentamere, dont la proportion varie en fonction du lot analysé, est confirmée
par analyse XL-MS du complexe entier « cross-linké », quelles que soient les conditions de
pontage (nature et proportion en agent pontant, durée de la réaction) appliquées (Chaignepain
S., communication personnelle). Enfin, I’identification de signaux dans la gamme m/z [2000-
7500], témoigne de la présence de partenaires libres (Rnal5p, Clplp, homodimére Rnal4p) et

de sous-complexes (Rnal4p:Rnal5p 2:1) au sein de ce mélange.

Afin de préciser le mécanisme d’assemblage entre sous-unités, des expériences de dénaturation
partielle du complexe CF IA entier, réalisées en présence d’isopropanol, ont été suivies par MS
native (Fig.11). Cette approche, facilitant I’interprétation topologique d’assemblages multi-
protéiques, consiste en une caractérisation par MS native des sous-complexes induits par une
déstabilisation chimique du complexe entier [39, 96, 97]. La comparaison des spectres ainsi
obtenus en I’absence (Fig.11a) et en présence de 5% d’isopropanol (Fig.11b), révele une
extinction du signal associé au complexe entier et 1’apparition d’un signal correspondant au
relargage de 1’hétérodimere Clplp:Pcfl1pAQ 1:1 (122866 + 12 Da). A nouveau, la
désolvatation limitée des ions issus de ce signal, ne permet pas de déterminer la steechiométrie
d’interaction en ATP-Mg du sous-complexe éjecté. Le recours a 10% d’isopropanol (Fig.11c)
conduit au relargage séquentiel de 1’hétérotétrameére Rnal4p:RnalSp 2:2 (225369 £+ 10 Da),

révélant la voie de désassemblage du complexe CF IA.
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L’ensemble des résultats obtenus par MS native sur le complexe entier CF IA, corroborent le
réseau de connectivit¢ déduit de I’analyse des sous-complexes purifiés, et confirment

I’existence de 2 plateformes d’assemblage (« building blocks ») :

» Le «building block » Rnal4p:RnalS5p 2:2, dans lequel I’homodimére Rnaldp sert de

plateforme de recrutement a la fixation de deux copies monomériques de Rnal5p.
» Le «building block » Pcf11p:Clplp 1:1, s’assemblant sous forme d’hétérodimeére stable.

L’assemblage de ces 2 « building blocks » est ici démontré par détection et dénaturation
partielle de ’hexamére CF IA intact, de stcechiométrie Rnal4p:Rnal5p:Clplp:Pcfl1p 2:2:1:1.
Ces données, plus résolutives que celles obtenues par gel 1D, vérifient le modele topologique
initialement propos¢ par Gordon [66]. L’absence de sous-complexes hybrides stables entre ces
2 plateformes, ne permet cependant pas de compléter le réseau de connectivité a partir des
expériences de dénaturation partielle, et de valider 1’existence d’une interaction entre Rnal5p et
Pcfllp [88]. Enfin, la détection d’un pentamére minoritaire confirme 1’insaturation du
« building block » Rnal4p:Rnal5p 2:2 déja rapportée a I’échelle du sous-complexe. La
détection de cette espéce par une approche XL-MS complémentaire, suggere I’existence d’un
équilibre en solution entre ces 2 steechiométries. Bien que la pertinence biologique du
pentamére nécessite d’étre approfondie in vivo, cette asymétrie semble supportée par certains

modéles structuraux [90].
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Figure 11 : Caractérisation du complexe entier CF IA HisPcfl1pAQ par MS native en conditions de dénaturation partielle.
L’analyse du complexe intact (2uM) est ici réalisée a) en ’absence (AcNH,; 250m M pH7.5) ou en présence de b) 5% et c)
10% d’isopropanol, sur le Synapt G2 (Vc = 200V, Pi = 7.7mbar). La caractérisation des sous-complexes relargués permet de

mieux comprendre les mécanismes d’assemblage et de désassemblage de cette particule.
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3.4. Suivi conformationnel de I’assemblage du complexe CF IA par IM-MS native.

Afin de compléter les informations structurales obtenues, 1’ensemble des especes identifiées par
MS native au sein des 3 échantillons, a été caractérisé par IM-MS native. Cette approche
complémentaire permet de mesurer I’empreinte conformationnelle (CCS) des sous-unités
depuis leur forme libre jusqu’a leur assemblage sous forme de « building blocks », puis
d’hexameéres [38, 39]. L’application d’une méthode et d’un étalonnage IM-MS propres a
chacune de ces espéces, permet ici d’étendre la résolution conformationnelle accessible ainsi
que la justesse des mesures de 'V CCSsn2 (chapitre 1). Afin de considérer I’impact des
répulsions coulombiennes sur la conformation globale des espéces étudiées (partie 3, chapitre
2), les "™WCCSsn; mesurées sur chaque état de charge d’une méme espéce, sont ensuite
moyennées. En 1’absence de structures cristallographiques rigoureusement comparables, les
™WCCSsy; ainsi mesurées sont ici comparées aux CCSs prédites a partir de la masse de ces
especes (CCSsmw, partie 3, chapitre 6). Ces CCSs expérimentales et prédites sont rapportées
sous forme de tableau comparatif (Tableau 2) et représentées en fonction de la masse des

especes mesurée au sein de chaque échantillon (Fig.12a-c).

L’analyse du sous-complexe HisRnal5p:Rnal4p par IM-MS native révéle une augmentation de
™S, linéaire lors de la fixation d’une (87.03 + 0.48 nm?) a deux copies de Rnal5p (101.67
+ 0.44 nm®) sur I’homodimére (Rnal4p), (73.17 + 0.95 nm?), démontrant une extension des
conformations (Tableau 2 et Fig.12a). Néanmoins, une différence significative de + 11% est
rapportée entre la ' CCSys expérimentale de I’hétérotétramére Rnaldp:Rnal5p 2:2 (101.67 +
0.44 nm?) et la CCSyw prédite a partir de sa masse (91.50 - 91.59 nm?), suggérant une
conformation globale plus étendue que celle issue d’un « simple » effet de masse. De fagon
intéressante, la fixation de chaque copie de Rnal5p induit une augmentation de " CCS»
reproductible, comprise entre 16.8 et 18.9%. L’extension conformationnelle ainsi mesurée par
IM-MS lors de 1’assemblage de ce sous-complexe, corrobore le modele structural déduit de
I’analyse cristallographique de 1’hétérodimere minimal Rnal4p:Rnal5p [85]. Dans ce modele
extrapolé a I’hétérotétramere entier, I’interaction Rnal4p-Rnal5Sp serait attribuée au domaine
« monkeytail » de Rnal4p, et au domaine « hinge » de Rnal5p (Fig.13). L’entrelacement de
ces 2 domaines intrinséquement déstructurés, s’accompagnerait d’une restructuration de leur
interface d’interaction (« tether »), assurant une proximité spatiale étroite entre Rnaldp et
Rnal5p. De fagon intéressante, ce modele prévoit une flexibilité / extension structurale des
domaines RRMs distaux de Rnal5p au sein du sous-complexe Rnal4p:Rnal5p 2:2, en accord

™ r o \ T N . .
avec une " CCSny mesurée supérieure a celle prédite a partir de sa simple masse.
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Masse TWCCS,,; mesurées (nm?2) CCSyw Différences
Espéces Masses théorigue (Da) - Charge prédites par la (nm2)
TEELEE (e Individuelle Moyenne masse (nma2) (%)
6 12.85 +0.02
HisPcf11p 13.90 0.99
44562, 15129.0 15129 + 1 7 13.89 +0.05 .09 14.89 NS
8 14.96 +0.08
10 26.47 +0.05
HisRnat5p 35517.3 35518 + 1 11 27.26 +0.03 2736+ 26.31 +1.08
gluconoylé 0.82 N.S
12 28.35 + 0.07
14 36.42 £0.04
Clp1p 500945 50006 + 1 3%‘ 2451 33.09 :?'1?2
15 37.27 £0.03
14 36.94 £0.15
Clp1p-ATP-Mg 50624.0 50624 + 1 3:;13;3;1 23.32 :‘1‘20[1]
15 37.73 £0.01
HisPcf11p 15 37.06 £0.37 e »
[454-563] 55+ 2
o tmATE Mg 85753.0 65754 + 1 16 37.65£0.16 oaa 39.67 e
11 17 3792 0.1
17 44.51 £0.02
Rnal4p 79829 2 79820 + 1 18 4519 +0.04 4‘3835?1 45.15 ﬁ%ﬂ
19 45.69 +0.07
25 72.18 £ 0.10
(Rnaldp), 159658 4 159683 £7 2% 72.99 +0.06 7%1;; 71.66 +|\] '21
27 74.34 +0.24
28 86.49 + 0.01
Rnai4p:
: [194997 6 - 195175.7] 87.03 = : [+5.10-5.15]
H|s|§r_1f15p e L 195198 £ 8 29 87.07 +0.05 e [81.88 - 81.93] L
30 87.52 +0.33
H?S':;;pép [230336.8 - 230603] 230706 = 1 b 101552051 | 45167+ o150 915e | [+1008-10.47]
22 (gluconoylation partielle) - 21 10178 + 044 0.44 : . [+11.0-11.1]
[347302.4 - 348140.8] 39 134.29 £ 0.30
(gluconoylation partielle, 13475 : [+14.25 - 14.44]
GFIA entier S T 5 1 ATEMG 348193 + 28 40 135.20 + 0.26 = [120.31-120.50] 113120
potentiellement fixés) 4 136.75 + 0.23

Tableau 2 : Comparaison des CCSs expérimentales (" CCSsyp) et prédites a partir de la masse de chaque espéce (CCSsyw).
L’analyse individuelle des 3 échantillons étudiés par IM-MS native (AcNH, 250mM pH7.5) sur le Synapt G2 permet une
mesure des ""CCSsy, associées & chaque état de charge de I’ensemble des espéces détectées. Ces mesures, réalisées en
triplicats analytiques puis moyennées sur I’ensemble des états de charge d’une méme espéce, sont ici comparées aux CCSs
prédites a partir de la masse de ces espéces, selon I’équation : CCSyw = 2.435 x Mw?? [44]. Les différences ™CCSn, / CCSuw
excédant 2 fois I’écart-type associé aux " CCSsy, moyennées (95% de confiance), sont exprimées sous forme de pourcentage.

Les masses mesurées ici indiquées, proviennent de 1’analyse MS native de ces échantillons.

La caractérisation du sous-complexe HisPcfl1p[454-563]:Clplp par IM-MS native met en
évidence une différence significative entre ' CCSsny expérimentales et CCSsyw prédites lors
de la formation de I’hétérodimere HisPcfl1p[454-563]:Clplp-ATP-Mg 1:1 (Tableau 2 et
Fig.12b). Alors que les CCSsyw prédites prévoient une augmentation de CCS linéaire (+
19.1%), la fixation de HisPcfl1p[454-563] sur Clplp-ATP-Mg s’opére sans changement
significatif de "V CCSx, expérimentale au sein de 1’hétérodimére formé. Cette observation
suggere que le recrutement de HisPcfl1p[454-563] sur Clplp-ATP-Mg intervienne sans
changement de conformation global majeur.
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Figure 12 : Suivi conformationnel du complexe CF 1A au cours de son assemblage par IM-MS native. Les TV CCSsy, moyennes
mesurées et prédites (Tableau 2) sont ici représentées en fonction de la masse mesurée sur chaque espéce par MS native en
présence a) du sous-complexe HisRnal5p:Rnal4p, b) du sous-complexe HisPcf11p[454-563]:Clplp et ¢) du complexe CF IA
entier. Les CCSs expérimentales et prédites indiquées en panel ¢ pour les sous-complexes HisPcfl1p[454-563]:Clplp 1:1 et
Rnal4p:RnalSp 2:2, proviennent respectivement de leurs analyses IM-MS individuelles (panel a et b), justifiant I’absence d’un

tracé entre ces données et celles extraites du complexe CF IA entier.

La "™CCSx; mesurée sur I’hétérodimére HisPcfl1p[454-563]:Clplp-ATP-Mg 1:1 (37.55 +
0.44 nm?) s’avére inférieure de 5.3% a celle prédite a partir de sa masse (39.67 nm?), et de
26.7% & la somme des '“CCSsy, mesurées sur les sous-unités Clplp-ATP-Mg et
HisPcfl11p[454-563] libres (51.23 nm?). Ces différences supportent une compaction
conformationnelle importante lors de la formation du sous-complexe HisPcfl1p[454-
563]:Clplp-ATP-Mg 1:1. La résolution cristallographique de ce dernier [86, 87] devra
prochainement permettre une comparaison entre sa ' CCSy, mesurée en phase gazeuse (37.55

+ 0.44nm?) et sa CCS théorique déduite de ces structures. Cependant, ’absence de structures
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cristallographiques associées au partenaire Clplp-ATP-Mg libre, ne permet pas a ce jour une
comparaison entre CCSs théoriques de ces 2 espéces, bien qu’une sous-unit¢ homologue soit
résolue chez le métazoaire C.elegans [95]. D’autre part, la compaction conformationnelle ici
révélée sur ce sous-complexe écourté, devra étre confirmée en présence de la sous-unité Pcfl1p

pleine taille.

Pour conclure, 1’analyse de I’hexamére CF TA entier par IM-MS native permet sa comparaison
conformationnelle aux données IM-MS précédemment décrites en présence de ses sous-
complexes (Tableau 2 et Fig.12c). Cependant, la variabilité des construits Pcf11p ici exprimés
entre le sous complexe Pcfl1p:Clplp (HisPcfl1p[454-563], séquence écourtée) et le complexe
entier CF TA (PcfllpAQ, séquence pleine taille), ne permet pas une comparaison
conformationnelle rigoureuse entre ces 2 especes. Cette variabilit¢ limite ainsi cette
comparaison aux données IM-MS issues de I’hexamere entier et du sous-complexe
Rnal4p:Rnal5Sp. A nouveau, une différence significative de + 12% est observée entre la
™WCCSn, expérimentale du complexe entier (134.75 + 0.56 nm?) et la CCSyw prédite a partir
de sa masse (120.31-120.50nm?). De fagon intéressante, cette différence se révéle similaire a
celle préalablement rapportée sur I’hétérotétrameére Rnal4p:RnalSp 2:2 (+11.0-11.1%). Ces
résultats suggeérent que la sous-estimation de CCSyw relevée sur ’hexamére provienne de la
flexibilité des domaines RRMs proposée a 1’échelle du sous-complexe HisRnal5p:Rnal4p 2:2
(Fig.13).

Rnaldp  Rnaldp ey @

5 clasp i
@’\\’\'\,. e
7\_,

Hinge domain

Monkeytail domain (unfolded)
{unfalded) l

Figure 13 : Présentation du modeéle structurale proposé pour le sous-complexe entier Rnal4p:RnalSp 2:2, d’aprés [85]. Ce
modele, dérivé de la structure cristallographique obtenue sur I’hétérodimére minimal Rnal4p:Rnal5p, suggere une interaction
Rnal4p-Rnal5p médiée par les domaines «monkeytail » et « hinge » déstructurés de Rnal4p et RnalSp, respectivement.
L’interaction entre ces 2 domaines s’accompagne ici d’une restructuration de cette interface (« tether ») et de la formation

d’hétérotétrameres, caractérisés par une flexibilité / extension structurale de leurs domaines distaux RRMs.
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En résumé, les données d’IM-MS native générées a partir des sous-complexes et du complexe
entier CF TA accréditent les modéles structuraux et topologiques jusqu’alors avancés, soutenant
notamment 1’existence de régions flexibles au sein de 1’hétérotétramere Rnal4p:RnalSp 2:2
[66, 85]. Pour la premiére fois, ces expériences suggerent I’existence d’une compaction
conformationnelle importante au sein du sous-complexe HisPcf11p[454-563]:Clplp-ATP-Mg.
Le suivi de ces empreintes IM-MS permet ici de révéler la nature dynamique des changements

conformationnels affectant chacun des 2 « building blocks » au cours de leur assemblage.

4. Conclusions.

La caractérisation structurale du complexe entier CF IA et de ses sous-complexes par
combinaison des approches de MS native et d’IM-MS native, révele les propriétés dynamiques
d’assemblage de ce facteur de maturation. Les données de MS structurale ici obtenues a
I’échelle des protéines entieéres (connectivité, stoechiométrie d’interaction, conformation),
corroborent les structures et modeles de haute résolution disponibles sur les sous-complexes
ainsi que le modele topologique hexameérique de basse résolution proposé pour le complexe
entier. L’assemblage de ce dernier serait ici médié par I’interaction de 2 plateformes ou
« building blocks », constituées d’un hétérotétramére ou hétérotrimeére Rnal4p:RnalSp 2:2 ou
2:1, et d’un hétérodimere Clplp:Pcfllp 1:1. L’analyse de ces especes par MS et IM-MS native
suggere une influence du cofacteur ATP-Mg sur la formation du sous-complexe
Clplp:HisPcfl1p[454-563] 1:1, dont I’assemblage s’accompagne d’une compaction
conformationnelle notable. De méme, ces expériences révelent une insaturation en
hétérotétramere Rnald4p:RnalSp 2:2, matérialisée par I’identification de sous-complexes
hétérotrimériques Rnal4p:Rnal5p 2:1 et d’un complexe CF IA entier pentamérique, dont
I’origine et la pertinence biologique devront étre confirmées. Par ailleurs, 1’analyse du
complexe entier CF IA par MS native a haute résolution, devra prochainement permettre de

confirmer la steechiométrie en zinc et en ATP-Mg de ce dernier.

Pour conclure, la diversité d’information structurale apportée par MS native et IM-MS native,
offre 1’opportunité d’étendre 1’'unique modele topologique disponible a un modele structurale
de haute résolution. L’identification des peptides d’interface entre sous-unités, actuellement
réalisée par analyse protéomique XL-MS du complexe entier par I’équipe du Pr. Schmitter
(CBMN, Bordeaux), devra permettre de compléter les données présentées. L’intégration de
I’ensemble de ces informations structurales sous forme de contraintes spatiales, combinée aux
structures de haute résolution disponibles sur certaines sous-unités / sous-complexes

individuels, fournit un support adéquat a la modélisation structurale du complexe entier CF IA.

239



5. Valorisation.

Les travaux ici présentés ont fait 1’objet des communications suivantes :
Publication:

Stojko J, Dupin A, Beaurepaire L, Chaignepain S, Van Dorsselaer A, Schmitter JM, Cianférani
S, Minvielle-Sébastia L, Fribourg S. A combination of structural MS approaches to decipher
yeast mRNA 3’-end maturation complex CF ITA structural characterization. Article en cours de
rédaction pour une soumission dans International Journal of Mass Spectrometry.

Communication par affiche:

Stojko J, Dupin A, Van Dorsselaer A, Fribourg S, Cianférani S. Native MS characterization of
the yeast pre-mRNA 3’-end maturation complex CF IA. 4™ Symposium on Structural
Proteomics (SSP), November 2014, Antwerp (Belgium).

Stojko J, Dupin A, Beaurepaire L, Van Dorsselaer A, Fribourg S, Cianférani S. Combining
native MS & IM-MS for structural elucidation of the yeast mRNA 3’-end maturation complex
CF IA. 63" American Society for Mass Spectrometry (ASMS) conference, June 2015, Saint-
Louis (USA).

Stojko J, Dupin A, Beaurepaire L, Van Dorsselaer A, Fribourg S, Cianférani S. Combining
native MS & IM-MS for structural elucidation of the yeast mRNA 3’-end maturation complex
CF IA., Congres Francais de Spectrométrie de Masse et Analyse Protéomique (SMAP),
Septembre 2015, Ajaccio.
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Conclusion de cette partie

L’importance physiologique des complexes multi-protéiques, pivots moléculaires de la
régulation cellulaire et impliqués dans de nombreuses pathologies, requiert une caractérisation
structurale extensive de ces assemblages. Parmi les techniques de biologie structurale, la
cristallographie et la résonnance magnétique nucléaire demeurent privilégiées, en raison de leur
potentiel de résolution atomique. Néanmoins, la taille, ’hétérogénéité, 1’insolubilité¢ et la

flexibilité croissante des cibles aujourd’hui étudiées, sont autant de limitations a ces approches.

Plus polyvalente, la spectrométrie de masse constitue a ce jour une alternative analytique
prometteuse. Son potentiel instrumental (sensibilité, résolution, transmission de rapports m/z
¢levés, techniques de fragmentation en phase gazeuse multiples) et sa capacité de couplage a de
nombreuses techniques séparatives (chromatographie liquide, électrophorése capillaire) et
analytiques (mobilit¢é ionique, pontage / marquage covalent), étendent la diversité
d’informations structurales accessibles par [’analyse de complexes non-covalents. La
combinaison de ces multiples approches de MS structurale, permet de reconstituer la topologie
de ces complexes, comme le facteur CF IA, a travers I’obtention d’informations structurales
complémentaires (stoechiométries, connectivités, sections efficaces, proximités spatiales,
accessibilité au solvant) extraites a différents niveaux de caractérisation (structures quaternaires
jusqu’a I’acide aminé). Néanmoins, cette résolution s’avere insuffisante a la proposition d’une

structure atomique a I’aide des seules données de MS structurale.

Le rapprochement récent de cette discipline au domaine de la modélisation structurale, permet
aujourd’hui de contourner cet écueil. Les données de MS structurale, encodées sous forme de
contraintes spatiales, servent alors de guide a I’assemblage et 1’évaluation in silico de modéles
structuraux, générés a partir de structures de haute résolution disponibles sur les sous-unités
individuelles du complexe. Cette exploitation des informations de MS structurale, nécessite la
génération de données justes et fideles, impactant directement la qualité et le réalisme du
modele structural proposé. Une optimisation instrumentale rigoureuse, ici illustrée a travers la

: ™ r \ . . N .. , .
justesse des " CCSsny mesurées, s’avere indispensable a la proposition de données pertinentes.

Pour conclure, 1’essor de cette approche intégrative repose sur la mise a disposition d’outils
informatiques, capables d’encoder une large gamme de données de MS structurale, et surtout

intuitifs, facilitant leur introduction dans les laboratoires de spectrométrie de masse structurale.
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Conclusion génerale

L’introduction bibliographique de ce travail de theése a permis de rappeler le rdle fondamental
des interactions non-covalentes, support moléculaire de la régulation cellulaire. Leur
implication dans de nombreuses pathologies nécessite une compréhension structurale
approfondie des complexes supramoléculaires gouvernés par ces forces. Bien que 1’étude de
ces assemblages profite aujourd’hui d’un large éventail de techniques biophysiques, 1’évolution
de leur complexité (taille, hétérogénéité, solubilité, quantité de matériel disponible) se heurte

progressivement aux limitations de ces approches de biologie structurale.

Parmi les stratégies de contournement de ces écueils, I’accés a de nouvelles approches
émergentes et alternatives s’est révélé particulierement prometteur, notamment dans le domaine
de la spectrométrie de masse. Les développements instrumentaux apportés a cette discipline
durant ces 20 derniéres années, ont permis I’extension de ses performances et son couplage a de
nombreuses techniques séparatives et analytiques. La déclinaison de cette technique en de
nombreuses approches hybrides, orthogonales aux techniques conventionnelles
(cristallographie, RMN etc.), promeut aujourd’hui la caractérisation de systémes non-covalents
en phase gazeuse par MS structurale. Néanmoins, le potentiel de ces approches relativement
récentes reste a ce jour largement sous-exploité, nécessitant le développement de méthodes
expérimentales et instrumentales avancées et une meilleure intégration des informations issues

de ces différentes techniques.

Ces défis majeurs ont défini les lignes directrices de ce travail de thése, s’articulant autour de 2
techniques de MS structurale particuliérement sollicitées : la MS native et son couplage a la
mobilité ionique (IM-MS native). Les développements méthodologiques réalisés au cours de ce
travail, ont ainsi permis de repousser les limites de résolution dans ces 2 dimensions.
L’application de ces méthodes a I’étude de systémes biologiques de composition et complexité
variables, souligne le potentiel de la MS native et de I’'IM-MS native pour la caractérisation

structurale et conformationnelle de ces édifices.

La seconde partie de ce travail de theése a tout d’abord permis de démontrer 1’apport de la haute
résolution en MS native, a travers I’évaluation d’un nouvel instrument a analyseur Orbitrap
(Exactive Plus EMR, Thermo Fisher Scientific) dédié a cette approche. L’optimisation

instrumentale initialement réalisée sur un ensemble de protéines modeles a contribué au
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développement de méthodes sensibles et résolutives, adaptées a 1’analyse supramoléculaire. La
comparaison de ces données a celles obtenues sur un instrument de type Q-TOF (Synapt G2
HDMS, Waters) souligne les performances de transmission et de résolution de cette interface a
des rapports m/z élevés. L’application de ces méthodes pour la caractérisation de molécules
thérapeutiques essentielles et complexes, les anticorps thérapeutiques et leurs conjugués,

illustre le potentiel de cette approche a travers 2 études :

» La premiére étude porte sur la caractérisation d’'un mAb commercial (trastuzumab), d’un
mélange de 11 mAbs déglycosylés, de complexes non-covalents anticorps:antigéne et d’un
ADC Cys commercial (brentuximab vedotin). Les résultats obtenus démontrent I’apport
significatif de cette technologie pour ’analyse de mélanges hétérogénes par MS native,
améliorant les justesses de masse mesurées (< 10ppm), la séparation d’espéces de masses
proches (jusqu’a 21 Da), I’identification des profils de glycosylation (résolution a la ligne

de base) et la quantification relative des différentes especes Dn conjuguées (DAR moyen).

» La seconde étude, basée sur 1’évaluation d’un nouveau « linker » dans le domaine de la
bioconjugaison d’ADCs (MAPN, chimie de couplage thiol-thiol), a permis de mettre en
¢vidence I’obtention d’un profil de conjugaison similaire entre I’ADC Lys de référence (T-
DMI1, DAR moyen = 3.4) et ’ADC Cys évalué¢ (T-MAPN-DM1, DAR moyen = 3.3),

I’homogénéité de ce dernier s’avérant néanmoins sensiblement optimisée.

Le travail présenté dans cette seconde partie a ouvert de nouvelles perspectives analytiques
pour la caractérisation de complexes non-covalents larges et hétérogénes par MS
supramoléculaire a haute résolution. Néanmoins, les limites de performance pointées au cours
de ces travaux (transmission non linéaire des ions dans des gammes de m/z étendues,
dissociation en phase gazeuse de complexes non-covalents protéine-ligand stabilisés par effet
hydrophobe) nécessiteront une évaluation approfondie du potentiel de cet instrument a travers

ces applications.

La troisieme partie de ce manuscrit a ét€¢ consacrée au développement de méthodes en MS
native et surtout en IM-MS native, applicables au criblage de complexes protéine-ligand. Ces
développements ont ici permis d’améliorer la caractérisation et quantification des propriétés de
« binding » des ligands, et de repousser les limites de résolution conformationnelle accessibles
sur la cellule TWIMS du Synapt G2 HDMS. La mise en place de méthodes instrumentales
subtiles, alliant préservation des structures / conformations natives et sensibilité / résolution

analytique, est illustrée a travers I’étude de 4 systémes protéine-ligand :
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» La premiére étude porte sur ’enzyme de méthylation PRMT6, impliquée dans la régulation
de I’expression génique et surexprimée dans certains cancers. La caractérisation de son état
oligomérique et de sa stoechiométrie d’interaction en cosubstrat / substrat par MS native, a
permis de compléter les données structurales et enzymatiques disponibles sur ce systeme

afin d’en préciser le mécanisme enzymatique, supposé « séquentiel aléatoire et processif ».

» La seconde étude est consacrée a I’enzyme dimérique Tgt, responsable de la virulence des
bactéries Shigella, impliquées dans la dysenterie bacillaire. La mise en place d’une
stratégie de quantification relative par MS native a permis le criblage subtil de ligands,
capables d’induire une déstabilisation du dimére Tgt en monomeéres dans de faibles
proportions (= 1-5%). Le criblage de I’efficacité de ces inhibiteurs par MS native soutient
les données structurales (cristallographie) et biochimiques (mesures d’affinité par
radiomarquage) obtenues parallélement sur ces complexes, orientant le développement de

nouveaux ligands par approche « structure-based drug design ».

» La troisieme étude se rapporte a 1’enzyme PDF1B, contrélant la déformylation des
protéines bactériennes et représentant une cible thérapeutique prometteuse. Une
caractérisation enzymatique et cristallographique minutieuse de cette protéine suggérait
préalablement I’existence d’un mécanisme de « Slow Tight Binding » par lequel
I’inhibition de cette potentielle cible thérapeutique surviendrait selon 2 types de
conformations induites, dépendant de la nature du ligand. La mise en place d’un criblage
fin, combinant caractérisation structurale (MS native) et conformationnelle (IM-MS native)
en temps réel des complexes formés entre PDF1B et 3 ligands de référence, a permis de
valider cette hypothése. Pour la premiere fois, 2 types de changements conformationnels
trés fins (moins de 1% de différence en CCS entre les formes apo et holo) ont pu étre mis

en évidence par IM-MS, permettant 1’identification de 2 catégories de ligand.

» La derniére étude concerne I’enzyme QR2, impliquée dans la (dé)toxification cellulaire, le
stress oxydant et la neurodégénérescence. Une caractérisation fine des complexes formés
entre cette cible thérapeutique, deux de ses cofacteurs (FAD, FMN) et inhibiteurs
(mélatonine, resvératrol) par MS native couplée a I'IM-MS, a été rapportée. L’impact
structural et conformationnel mesuré lors du recrutement différentiel de chaque ligand, a
pu étre confronté aux structures cristallographiques préexistantes. Cet exemple nous a
permis de mettre en évidence les limitations actuelles de I'IM-MS pour le criblage

d’interactions protéine-ligand.
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Les travaux décrits dans cette troisiéme partie ont permis le développement de stratégies
analytiques combinant MS et IM-MS native, particuliérement adaptées au criblage de systemes
protéine-ligand. Bien que les perspectives d’application de ces méthodes puissent dorénavant
s’étendre a 1’étude de subtils changements conformationnels induits (ACCS = 1%), leur
optimisation chronophage et leur faible automatisation impliqueront de pouvoir étre levées a

des fins de criblage haut-débit.

La derniére partie de ce manuscrit s’est focalisée sur 1’intégration des techniques de MS native
et d’IM-MS native pour la caractérisation structurale et conformationnelle de complexes multi-
protéiques de hauts poids moléculaires. Les développements méthodologiques réalisés au cours
de ces travaux en MS native et plus particulierement en IM-MS native, donnent ici acces a des
mesures de " CCSsna plus justes par optimisation de ’étape d’étalonnage de la cellule TWIMS
(Synapt G2 HDMS, Waters). L’application de ces méthodes a 1’étude du complexe multi-

protéique CF IA, illustre leur potentiel dans la caractérisation structurale de tels assemblages :

» Le complexe CF IA, acteur clé de la maturation des ARNm eucaryotes constitué¢ de 4
partenaires protéiques, s’avere réfractaire aux principales techniques biophysiques, limitant
sa connaissance structurale a certains fragments et domaines de partenaires individuels ou
sous-complexes. La caractérisation concomitante des sous-complexes purifiés et du
complexe entier par MS native et IM-MS a ainsi permis de confirmer les connectivités
entre partenaires déduites des informations partielles de cristallographie. D’autre part, ces
expériences ont permis d’identifier la steechiométrie du complexe entier et de suivre
I’évolution conformationnelle de ce dernier au cours de son assemblage. Ces données,
prochainement combinées aux informations extraites d’analyses XL-MS, étendent la
compréhension structurale du complexe CF IA et pourront servir de support a sa

modélisation.

Les travaux décrits dans cette quatrieme partie ont ainsi permis le développement et la
combinaison de méthodes de MS native et d’IM-MS native applicables a la caractérisation
structurale de complexes multi-protéiques. L’¢largissement de ces combinaisons a d’autres
techniques, et 1’exploitation de ces informations en mod¢lisation structurale, passent a ce jour

par la mise a disposition d’outils bioinformatiques intuitifs aupres de la communauté MS.

256



En conclusion, ce travail de these s’est articulé autour du développement des approches de MS
native et d’IM-MS native pour la caractérisation fine de systetmes non-covalents de nature,
taille et hétérogénéité diverses. L’obtention d’informations structurales et conformationnelles
fiables, reflétant les propriétés des molécules en solution, a ici impliqué une optimisation
instrumentale rigoureuse dans chacune des dimensions analytiques explorées en phase gazeuse.
Ces développements méthodologiques ont ainsi permis de démontrer I’apport de la MS native a
haute résolution et d’étendre le potentiel du couplage IM-MS, a une large diversité de
complexes non-covalents (protéines, ligands, métaux) d’intérét biologique (complexes multi-

protéiques) et pharmaceutique (mAbs, ADCs, protéines cibles thérapeutiques) grandissants.

L’orthogonalit¢ de la MS supramoléculaire aux techniques biophysiques conventionnelles,
illustrée a travers 1’ensemble des études collaboratives présentées, rend aujourd’hui cette
technique incontournable en biologie structurale. Les développements instrumentaux apportés a
cette approche depuis 20 ans, permettent un essor permanent de ses performances analytiques,
synchronis¢ avec 1’évolution des défis analytiques actuels (protéines membranaires, complexes
de plusieurs MDa etc.). L optimisation concomitante des outils informatiques nécessaires au
retraitement et a « I’hybridation » des données de MS structurale, devrait permettre de

repousser la plupart des limitations actuellement rencontrées sur chacune de ces approches.
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Partie expérimentale

Cette partie décrit les différentes techniques d’échange de tampon, appliquées en MS native. La
préparation des échantillons exploités au cours de ce travail de thése (parties 2,3 et 4), est
indiquée sous forme de tableau, rappelant la séquence et la masse moléculaire des protéines

caractérisées, ainsi que leurs conditions d’échange de tampon.

Présentation des techniques d’échange de tampon utilisées en MS supramoléculaire :

L’¢limination des composés non volatils au sein des échantillons repose sur 1’utilisation de
techniques séparatives sensibles a la taille des composés et compatibles avec le maintien de
structures quaternaires. La filtration sur gel, I'ultrafiltration ainsi que la dialyse constituent 3

méthodes couramment utilisées en MS native.

La filtration sur gel consiste en une chromatographie d’exclusion stérique, reposant sur la
capacité¢ de diffusion des espéces au sein d’une phase stationnaire de porosité définie. La
différence de volume hydrodynamique entre analytes et solutés favorise la rétention des sels de
bas poids moléculaire au sein de billes poreuses, généralement constituées de polyacrylamide
ou de dextrane. Les molécules de grande taille sont quant a elles exclues de ces pores,
permettant leur élution par centrifugation (colonnes Zeba, Thermo Scientific et Micro Bio-
Spin, Bio-Rad) ou gravité (colonnes NAP-5, GE Healthcare), cette derniére s’accompagnant
d’une surface d’échange plus importante mais d’une dilution de 1’échantillon. Une équilibration
préliminaire de la résine en présence du tampon d’échange permet ainsi un remplacement du

tampon de stockage.

L’ultrafiltration s’appuie sur 1’utilisation d’une membrane semi-perméable, dont le diametre
des pores conditionne la taille des espéces retenues. L’application d’une force centrifuge sur
I’échantillon ainsi déposé entraine I’élution du solvant et des solutés de taille inférieure au seuil
de porosité, permettant une rétention sélective des analytes. L’enchainement successif de cycles
de dilution et concentration en présence du tampon d’échange, optimise ainsi le remplacement
du tampon de stockage et offre I’avantage de pouvoir concentrer 1’échantillon. Le seuil de
coupure des membranes de polyethersulfone classiquement employées (colonnes Vivaspin,

Sartorius) doit étre choisi en fonction du poids moléculaire des espéces étudiées.
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L’échange de tampon par dialyse repose sur la mise en place d’un équilibre osmotique de part
et d’autre d’'une membrane semi-perméable. La différence de composition et de concentration
en solutés entre I’échantillon et le tampon d’échange génére un gradient, responsable d’un
déplacement lent des électrolytes a travers la membrane. Cette équilibration assure un
épuisement progressif des espéces non volatiles contenues dans 1’échantillon, s’échangeant
avec les ions du tampon d’échange. La taille des solutés échangés est imposée par le seuil de
coupure de la membrane de cellulose ici utilisée (Slide-A-Lyzer, Thermo Scientific). La
précipitation de certaines protéines au cours de ce processus peut néanmoins constituer une

limite a I'utilisation de cette technique.

La concentration des protéines dessalées au cours de ces travaux, est mesurée par suivi de leur
absorbance a 280 nm (NanoDrop 2000, Thermo Scientific). Leur coefficient d’extinction
molaire (e, M'.cm™) a cette longueur d’onde est ici déterminé a partir de leur séquence
théorique (ProtParam, Expasy). L’application de la loi de Beer-Lambert donne ainsi acces a

leur concentration [1].

Masse
Protéine moléculaire
théorique (Da)

Tampon Technique

. . Séquence en acides aminés
d’échange d’échange q

Trastuzumab

Chaine légere :
DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAWYQQKP
148056.2 GKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSRSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQHYTTPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPP
(GOFK}OF) SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQG
LSSPVTKSFNRGEC

Chaine lourde :

ADC L EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGENIKDTYIHWVRQA
C ys PGKGLEWVARIYPTNGYTRYADSVKGREFTISADTSKNTAY

T-DM1 LOMNSLRAEDTAVYYCSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSS

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS

148056.2 WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG

ADC Cys (DARO, GOF/GOF) PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK

T-MAPN- 5 cycles de EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREE
MTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV

DM1 dessalage par LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYT
AcNH, 150mM QKSLSLSPGK

ultrafiltration
pH7.5

(Vivaspin, MWCO Chaine légere :
DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCKASQSVDFDGDSYMNWY

:30kDa) QQOKPGQPPKVLIYAASNLESGIPARFSGSGSGTDEFTLNIH
PVEEEDAATYYCQQSNEDPWTFGGGTKLEIKRTVAAPSVE
IFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQS
GNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEV
THQGLSSPVTKSENRGEC

Chaine lourde :

ADC Cys 148079.7 QIQLQQOSGPEVVKPGASVKISCKASGYTFTDYYITWVKQK
PGQGLEWIGWIYPGSGNTKYNEKFKGKATLTVDTSSSTAF
BV (DARO, GOF/GOF) MQLSSLTSEDTAVYFCANYGNYWFAYWGQGTQVTVSAAST
KGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSHNS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYIC
NVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK
CKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTK
NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPG
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AcNH, 150mM

2 cycles de

dessalage sur

GHMSLSKKRKLESGDSGGAGAGGEGAEEENGGEQEAAPPR
PRRTKSERDQLYYECYSDVSVHEEMIADQVRTEAYRLGIL
KNWAALRGKTVLDVGAGTGILSIFCAQAGARRVYAVEASA
IWQQAREVVRLNGLEDRVHVLPGPVETVELPERVDAIVSE
WMGYGLLHESMLSSVLHARTKWLKEGGLLLPASAELEFVAP

MmPRMT6 46026.6 pHS8.2 colonne de filtration | ISDOMLEWRLGFWSQVKQHYGVDMSCMESFATRCLMGHSE
IVVQDLSGEDVLARPQRFAQLELARAGLEQELEAGVGGRF
sur gel (NAP-5) RCSCYGSAPLHGFAVWFQVTFPGGDSEKPLVLSTSPLHPA
THWKQALLYLNEPVPVEQDTDISGEITLLPSPDNPRRLRI
LLRYKVGDHEEKTKDFAMED
2 eveles d GSMVEATAQETDRPRFSFSIAAREGKARTGT IEMKRGVIR
cycles ae TPAFMPVGTAATVKALKPETVRATGADI ILGNTYHLMLRP
GAERIAKLGGLHSFMGWDRPILTDSGGYQVMSLSSLTKQS
dessalage sur EEGVTFKSHLDGSRHMLSPERSIEIQHLLGSDIVMAFDEC
colonne de filtration | TPYPATPSRAASSMERSMRWAKRSRDAFDSRKEQAENAAL
Tgt 43013.2 AcNH, 1M pH7.5 FGIQQGSVFENLRQQSADALAEIGFDGYAVGGLAVGEGQD
sur gel EMFRVLDFSVPMLPDDKPHYLMGVGKPDDIVGAVERGIDM
FDCVLPTRSGRNGQAFTWDGPINIRNARFSEDLKPLDSEC
(Zeba 0.5mL) HCAVCQKWSRAYIHHLIRAGEILGAMLMTEHNIAFYQQLM
QKIRDSISEGRFSQFAQDFRARYFARNS
2 cycles de
dessalage sur MEIVEYPDPILRAKNKRIDIFDENLKNLVDAMFDVMYKTD
AcNH4 100mM . GIGLSAPQVGLNVQLMVFNPAGEPGEGKEIVLVNPKIKKY
PDF1B 21876.1 colonne de filtration | SpKLVPFDEGCLSFPGIYAEVVRPQSVKIDARDITGERFES
pH7.5 ) ISLSSLPARIFQHEYDHLEGVLFFDRMTDQVLDS IREELE
sur ge ALEKKYEEKTGLPSPERVEARQKRKAGVGFGKR
(Zeba 0.5mL)
MVGRRALIVLAHSERTSFNYAMKEAAAAALKKKGWEVVES
DLYAMNFNPIISRKDITGKLKDPANFQYPAESVLAYKEGH
LSPDIVAEQKKLEAADLVIFQFPLOWFGVPAILKGWFERV
QR1 30867.6 FIGEFAYTYAAMYDKGPFRSKKAVLSITTGGSGSMYSLQG
2 cycles de IHGDMNVILWPIQSGILHFCGFQVLEPQLTYSIGHTPADA
RIQILEGWKKRLENIWDETPLYFAPSSLFDLNFQAGFLMK
dessalage sur KEVQDEEKNKKFGLSVGHHLGKS I PTDNQIKARK
AcNH, 200mM colonne de filtration
/ pH7.5 sur gel
QR2 25952.5
(Zeba 0.5mL) MAGKKVLIVYAHQEPKSFNGSLKNVAVDELSRQGCTVTVS
DLYAMNFEPRATDKDITGTLSNPEVFNYGVETHEAYKQRS
LASDITDEQKKVREADLVIFQFPLYWFSVPAILKGWMDRV
LCQGFAFDIPGFYDSGLLQGKLALLSVTTGGTAEMYTKTG
QR2A VNGDSRYFLWPLOHGTLHFCGFKVLAPQISFAPEIASEEE
1BE.ISN 27425.6 RKGMVAAWSQRLQTIWKEEPIPCTAHWHFGQ
Clplp:
MASLPGIDEHTTSEELITGDNEWHKLVIPKGSDWQIDLKA
EGKLIVKVNSGIVEIFGTELAVDDEYTFONWKFPIYAVEE
Clplp: TELLWKCPDLTTNTITVKPNHTMKY IYNLHFMLEKIRMSN
FEGPRVVIVGGSQTGKTSLSRTLCSYALKFNAYQPLY INL
50225.7 5 cycles de DPQQPIFTVPGCISATPISDILDAQLPTHGQSLTSGATLL
HNKQPMVKNFGLERINENKDLYLECISQLGQVVGQRLHLD
Sous-complexe dessalage par PQVRRSGCIVDTPSISQLDENLAELHHI IEKLNVNIMLVL
. AcNH4 250mM i CSETDPLWEKVKKTFGPELGNNNTFFTPKLDGVSAVDDVY
Clplp:HisPcfl1p His ultrafiltration KRSLQRTSIREYFYGSLDTALSPYAIGVDYEDLTIWKPSN
454563 ) pH7.5 Vi in MWCO | VFPNEVGRVELFPVTITPSNLOHAT TATTFAERRADQATY
[454-563] HisPcfl1p (Vivaspin, IKSPILGFALITEVNEKRRKLRVLLPVPGRLPSKAMILTS
_ YRYLE
[454-563] : = 10kDa)
15260.2 His HisPcf11p[454-563] (mutation S485A) :

MGSSHHHHHHSSGTGSGENLYFQGHMGSQONTANTGISNSN
LNTTTTRKNIQSRNWYLADSQWAAFKDDEITSTKHKNDYT
DPHANKNIDKSALNIHADENDEGSVDNTLGSDRSNELEIR
GKYVVVPETSQDMAFKGS
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Rnaldp :

79960.4
Sous-complexe

Rnal4p:HisRnal5p
HisRnal5p :

35470.4

2 cycles de
dessalage sur
colonne de
filtration sur gel

(NAP-5)

Rnaldp :
MSSSTTPDLLYPSADKVAEPSDNIHGDELRLRERIKDNPTNILS
YFQLIQYLETQESYAKVREVYEQFHNTFPFYSPAWTLOLKGELA
RDEFETVEKILAQCLSGKLENNDLSLWSTYLDYIRRKNNLITGG
QEARAVIVKAFQLVMQKCAIFEPKSSSFWNEYLNFLEQWKPENK
WEEQORIDMLREFYKKMLCVPEDNLEKMWNRYTQWEQEINSLTA
RKFIGELSAEYMKARSLYQEWLNVTNGLKRASPINLRTANKKNI
POPGTSDSNIQOLOIWLNWIKWERENKLMLSEDMLSQRISYVYK
QGIQYMIFSAEMWYDYSMYISENSDRONILYTALLANPDSPSLT
FKLSECYELDNDSESVSNCFDKCTQTLLSQYKKIASDVNSGEDN
NTEYEQELLYKQREKLTFVFCVYMNTMKRISGLSAARTVFGKCR
KLKRILTHDVYVENAYLEFONONDYKTAFKVLELGLKYFQNDGV
YINKYLDFLIFLNKDSQIKTLFETSVEKVODLTQLKEIYKKMIS
YESKFGNLNNVYSLEKRFFERFPQENLIEVFTSRYQIQNSNLIK
KLELTYMYNEEEDSYFSSGNGDGHHGSYNMSSSDRKRLMEETGN
NGNEFSNKKFKRDSELPTEVLDLLSVIPKRQYEFNTNLLDAQKLVN
FLNDQVEIPTVESTKSG

HisRnal5p :
MGSSHHHHHHSSGTGSGENLYFQGHMNRQSGVNAGVQNNPPSRV
VYLGSIPYDQTEEQILDLCSNVGPVINLKMMEDPQTGRSKGYAF
IEFRDLESSASAVRNLNGYQLGSRFLKCGYSSNSDISGVSQQQQ
QQYNNINGNNNNNGNNNNNSNGPDFQONSGNANFLSQKFPELPSG
IDVNINMTTPAMMISSELAKKPKEVQLKFLOKFQEWTRAHPEDA
ASLLELCPQLSFVTAELLLTNGICKVDDLIPLASRPQEEASATN
NNSVNEVVDPAVLNKQKELLKQVLQLNDSQISILPDDERMAIWD
LKQKALRGEFGAF

AcNH, 250mM

pH7.5
Rnal5p:

32818.7

Rnaldp :
79960.4

Complexe CF 1A

entier Clplp:

50225.7

HisPcfl1p
AQ:
72043.3

10 cycles de
dessalage par
ultrafiltration

(Vivaspin,

MWCO =

10kDa)

Rnal5p:
MNRQSGVNAGVQONNPPSRVVYLGSIPYDQTEEQILDLCSNVGPV
INLKMMFDPQTGRSKGYAFIEFRDLESSASAVRNLNGYQLGSRE
LRCGYSSNSDISGVSQQQQOQOQYNNINGNNNNNGNNNNNSNGPDF
ONSGNANFLSQKFPELPSGIDVNINMTTPAMMISSELAKKPKEV
QLKFLOKFQEWTRAHPEDAVSLLELCPQLSFVTAELLLTNGICK
VDDLIPLASRPQEEASATNNNSVNEVVDPAVLNKQKELLKQVLQ
LNDSQISILPDDERMAIWDLKQKALRGEFGAF

Rnald4p : Voir « sous-complexe Rnal4p:HisRnal5p »

Clplp : Voir « sous-complexe Clplp:HisPcf11p[454-563] »

HisPcfl1pAQ :
MGSSHHHHHHSSGTGSGENLYFQGHMDHDTEVIVKDENSILEEL
TENSRPIITTLTKLAEENISCAQYFVDAIESRIEKCMPKQKLYA
FYALDSICKNVGSPYTIYFSRNLENLYKRTYLLVDNTTRTKLIN
MFKLWLNPNDTGLPLFEGSALEKIEQFLIKASALHQKNLQAMLP
TPTVPLLLRDIDKLTCLTSERLKNQPNDEKLKMKLLVLSQLKQE
LKREKLTLNALKQVOMQLRQVEFSQDQQVLOQERMRYHELYHETKD
MVGSYTQONSNSAIPLEGNNSDTTNQONSLSSSLEGNISGVESEQ
EIEKKKSLNKINNLYASLKAEGLIYTPPKESIVTLYKKLNGHSN
YSLDSHEKQLMKNLPKIPLLNDILSDCKAYFATVNIDVLNNPSL
QLSEQTLLOENPIVONNLIHLLYRSKPNKCSVCGKRFGNSESEK
LLONEHLDWHFRINTRIKGSOQNTANTGISNSNLNTTTTRKNIQS
RNWYLSDSQWAAFKDDEITSTKHKNDYTDPHANKNIDKSALNIH
ADENDEGSVDNTLGSDRSNELEIRGKYVVVPETSQDMAFKCPIC
KETVTGVYDEESGEWVWKNTIEVNGKYFHSTCYHETSQNSSKSN
SGKVGLDDLKKLVTK

Les expériences de titrage réalisées en présence de ligands solubilisés en éthanol (ligands

PDF1B, mélatonine, resvératrol) ou en DMSO (inhibiteurs TGT), n’excédent pas 0.5% de

solvant organique final (volume/volume).

Référence:

1. Aitken, A. and M. Learmonth, Protein determination by UV absorption, in The protein protocols handbook.
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Translationally Controlled Tumor Protein (TCTP) is anti-apoptotic, key in development and cancer,
however without the typical Bcl2 family membersEZstructure. Here we report that TCTP contains a BH3-
like domain and forms heterocomplexes with Bcl-xL. The crystal structure of a Bcl-xL deletion variant-
TCTP4,53; complex reveals that TCTP refolds in a helical conformation upon binding the BH3-groove of
Bcl-xL, although lacking the hi-subregion interaction. Experiments using in vitro-vivo reconstituted
systems and TCTP*/~ mice indicate that TCTP activates the anti-apoptotic function of Bcl-xL, in contrast
to all other BH3-proteins. Replacing the non-conserved h1 of TCTP by that of Bax drastically increases
the affinity of this hybrid for Bcl-xL, modifying its biological properties. This work reveals a novel class of
BH3-proteins potentiating the anti-apoptotic function of Bcl-xL.

Members of the Bcl2 family of proteins play a critical role in governing the cell death program’. This family of
Bcl2 proteins can be functionally divided into the pro-apoptotic and anti-apoptotic proteins. They contain sub-
domains that are conserved to variable extend and are called BH domains, because of their homology to Bcl2
(BH: Bcl2 homology domain). As referred to previously?, distant cousins of this family are termed BH3-only
proteins and share the third homology domain, typically represented by Bid, Bim, Bad, Puma, Noxa and others as
reviewed'. These BH3-only proteins are pro-apoptotic by either activating other pro-apoptotic proteins (Bax and
Bak) or inhibiting the anti-apoptotic proteins (Bcl2, Bcl-xL, Mcll, Bcl-w and A1l). Hitherto, all known BH3-only
proteins binding Bcl-xL inhibit its anti-apoptotic function by a well-established mechanism?, yet there are no
BH3-proteins described activating Bcl-xL. Intriguingly the binding of these BH3-proteins to a very similar site on
Bax results in the activation of its pro-apoptotic function. It remains completely unknown how the anti-apoptotic
function of Bcl-xL could be potentiated.
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Figure 1. TCTP contains a non-canonical BH3 domain interacting with the BH3 groove of Bcl-xL.

(A) Sequence alignment of the N-terminal region of TCTP (h:human; m:mouse; d:Drosophila; y:yeast; p:plant)
with other BH3 domain containing proteins. In red, the conserved hydrophobic residues of the BH3 domain
(named Al (P1), h2 (P2), h3 (P3) and h4 (P4)). In green, the GD signature of BH3 domains. In blue, the
conserved charged residues. (B) Interaction between Bcl-xL and TCTP-BH3 peptides. Calorimetric titration
between (left panel) Bcl-xL (0.065 mM) and increasing amount of TCTP-BH3 (1.39 mM); (middle panel) Bcl-
xL-Y101K (0.072 mM) and increasing amount of TCTP-BH3 (0.955 mM); (right panel) Bcl-xL (0.065 mM)

and increasing amount of TCTP-BH3-R21A (1.26 mM). Each experiment was carried out at 30 °C in 50 mM
ammonium bicarbonate pH 9. (C) In cellulo BRET analysis between TCTP and Bcl-xL, inhibition by ABT-737,
lack of binding for the R21A TCTP to Bcl-xL (left panel) and Bax (right panel).

Translationally Controlled Tumor Protein (TCTP/tpt1) is a regulator of pluripotency?*, the cancer stem cell
compartment’, the tumor reversion program®=, tumor progression® and certain forms of inflammatory dis-
eases!?. It was described as a pro-survival protein by potentiating both Mcl1'"? and Bcl-xL!* and antagonizing the
P53 tumor suppressor®. It remains unknown how TCTP regulates Bcl-xL. The initial structural analysis of TCTP
indicated that it was highly conserved through phylogeny and could be related to MSS4 without any link to pro-
teins of the Bcl2 family or any others involved in programmed cell death!. Given the importance in cancer of the
anti-apoptotic proteins of the Bcl2 family'® of which Bcl-xL is a member and the focus on therapies that inhibit
Bcl-xL, it becomes relevant to provide an understanding of any positive regulators of Bcl-xL.

Results

TCTP forms heterotetrameric complexes with Bcl-xL. By using extensive biochemical and biophys-
ical studies (Supplementary Figs 1-6) we show that TCTP forms heterotetrameric complexes with Bcl-xL via
crucial interactions between the N-Terminal region of TCTP (TCTP,,_;;) and the BH3 binding groove of Bcl-xL.
Bcl-xL-Y101K mutant, which cannot bind to BH3 domains'¢, was unable to form heterocomplexes with TCTP
suggesting that the interaction is with the BH3 binding pocket on Bcl-xL. ABT-737, a molecule that specifi-
cally, and with high affinity, targets the BH3-groove, abrogated formation of the TCTP/Bcl-xL complexes. There
was no complex formation between Bcl-xL and full-length TCTP-R21A N-terminal mutant. These results sug-
gest that the N-terminal part of TCTP has a BH3-like domain that interacts with the BH3-groove of Bcl-xL
(Supplementary Figs 1-6).

TCTP contains a BH3-like domain. Surprisingly, aligning the amino-acid sequence of the N-terminal
region of TCTP with BH3 domains from Bcl-2 family members revealed a putative BH3 domain in TCTP
(Fig. 1A), suggesting that this region might bind Bcl-xL. Although the nature of the amino-acids in the hI (P1)
sub-region of the BH3 is not conserved in TCTP, the amino-acids in 42 (P2), h3 (P3) and h4 (P4), including
120, 123 and L27 are homologous to residues found in other BH3-domains that bind to the same hydrophobic
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Figure 2. Crystal structure of Bcl-xL: TCTP-BH3 complex. (A) Surface diagram showing the interface
between Bcl-xL and the TCTP-BH3 peptide. Bcl-xL is in the surface representation. The hydrophobic residues
are drawn in yellow, positively charged residues in blue, the negatively charged residues in red, and other in
white. The TCTP-BH3 peptide is represented in cartoon and colored in orange. Side chains of residues involved
in the binding interface are represented as stick models. (B) Cartoon representation of truncated Bcl-xL bound
to TCTP-BH3 domain. Two close views (left and right panel) of the interactions at the interfaces between one
TCTP-BH3 peptide and the canonical BH3 groove of Bcl-xL. Residues involved in the interface are indicated
and drawn stick models.

groove of Bcl-xL. This putative Bcl-xL-binding domain of TCTP also contains a signature (Gly/Ala)-Asp motif
between the 43 (P3) and h4 (P4) positions (Fig. 1A), suggesting that this region of TCTP could interact with the
BH3-binding pocket of Bcl-xL.

TCTPE BH3 domain recognizes the BH3 groove of Bcl-xL. Isothermal Titration Calorimetry (ITC)
(Fig. 1B) shows that TCTP,_3, peptide, containing the putative BH3-domain, binds to Bcl-xL with a dissociation
constant of 12 uM. As controls for this interaction, we used two mutants: TCTP;;_;;-R21A and Bcl-xL-Y101K.
TCTP,,_5,-R21A does not bind to Bcl-xL, and Bcl-xL-Y101K does not bind TCTP,,_;, (Fig. 1B). To provide
evidence that this interaction between full-length TCTP and Bcl-xL occurs at the cellular level, we measured the
close proximity between transiently transfected Luciferase-fused TCTP and YFP-fused Bcl-xL by biolumines-
cence resonance energy transfer (BRET). As shown in Fig. 1C left panel, saturable BRET signals were observed
between donor wild type TCTP and increasing levels of acceptor wild type Bcl-xL, indicative of a specific interac-
tion between these proteins. In contrast, we detected no specific BRET signals between donor TCTP and accep-
tor, YFP-fused BAX, suggesting a lack of interaction between these two proteins (Fig. 1C right panel). BRET
signals between TCTP and Bcl-xL were significantly inhibited by treatment of cells with the BH3 mimetic ABT-
737 (Fig. 1C left panel), supporting the notion that the interaction relies on the BH3-binding groove of Bcl-xL.
Further consistent with this, the R21A mutation in TCTP abrogated BRET signals between full-length TCTP and
Bcl-xL (Fig. 1C left panel). Together these results suggest that BH3-TCTP binds to the BH3 groove of Bcl-xL.

Crystal structure of Bcl-xL bound to BH3 domain of TCTP.  To provide structural details of the TCTP/
Bcl-xL interaction, the crystal structure of a deletion variant of Bcl-xL (Bcl-xLA27-81ATM) in complex with
TCTP;,_3; has been solved and refined at 2.1 A (Fig. 2A,B, Supplementary Fig. 7 and Table 1). This crystal struc-
ture revealed that upon binding to Bcl-xL, the residues 16-27 of TCTP,_;; completely refold into a 3 turn o-helix
conformation that binds to the BH3-binding pocket of Bcl-xL, a hydrophobic groove created by helices a2-a5
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X-ray source ESRF ID29
Wavelength (A) 0.97625

Data collection temperature (K) 100

Detector Pilatus 6MF
Crystal-detector distance (mm) 383.18

Total rotation range (°) 180

Exposure range (°) and time (s) per image 0.1,0.04
Mosaicity (°) 0.474

Cell parameters (A) c :a 1:0;03) 4?2’ ig io,(\{) 26500
Space group P4,2,2

Resolution range (outer shell) (A)

46.50-2.10 (2.23-2.10)

Total number of reflections

404573 (61254)

Number of unique reflections

31973 (4976)

Completeness (%) 99.7 (98.4)
Multiplicity 12,7 (12.2)
<I/o(D)> 19.2 (1.1)
Rmerge 0.074 (2.2)
Rireas 0.077 (2.320)
CCypp 0.999 (0.436)
Refinement

Resolution range (A)

37.45—2.10 (2.174 — 2.10)

R-work/R-free

0.185 (0.347)/0.221 (0.361)

Number of atoms 3444
Protein; ligands; water 3377;10; 57
Protein residues 418
RMS deviations from ideal bond lengths (A)* 0.003
RMS deviations from ideal bond angles (°)* 0.77
Ramachandran favored (%) 98
Ramachandran outliers (%) 0
Average B-factor (A2) 69.10

macromolecules; ligands; solvent

69.2; 88.10; 59.10

Molprobity Validation
Rotamer and C-beta outliers 0.3%; 0.
Clashscore and Overall score 2.42;1.01

Table 1. X-ray Crystallographic Data collection and structure refinement statistics. Imean 1/o (I) falls below
2.0 in the outer shell at 2.2 A. R, is the redundancy-independent merging R factor. Highest resolution shell is
shown in parenthesis.

of Bcl-xL (Fig. 2A,B). In unbound TCTPY, this N-terminal region stabilizes the 3-sheet hydrophobic core of the
entire TCTP protein (Supplementary Fig. 9). This suggests that the interaction between the full size Bcl-xL and
TCTP proteins induces a substantial reorganization of the known TCTP fold.

The main difference in the binding of TCTP to the Bcl-xL groove as compared to other high affinity BH3 pro-
teins such as Bax is the absence of the first turn of the helix, located just before the canonical k1 (P1) motif which
is non-conserved in TCTP. The functional relevance of this is addressed in the final part of this work in which this
region of TCTP was replaced by the h1 subdomain of Bax.

As observed in complexes of Bcl-xL and other BH3 peptides'®-?4, the interaction between Bcl-xL and the BH3
domain of TCTP is mediated by both hydrophobic and electrostatic interactions (Fig. 2A,B). The side chain of the
hydrophobic residues at the h2 (P2, 120), h3 (P3,123) and h4 (P4, L27) positions form a network of van der Waals
interactions with the Bcl-xL groove (Fig. 2A,B, Supplementary Figs 7,8). Three additional residues, 117, L29 and
the side chain of K19 participate in this hydrophobic packing. Of note, since the canonical 41 (P1) is missing in
TCTP, 117 might counterbalance this absence by packing with the hydrophobic residues F97, Y101, F105, L108,
V126, V141, F146 and Y195 of Bcl-xL in the target-binding pocket formed by helices a2-a5. Furthermore sev-
eral hydrogen bonds and two salt bridge interactions contribute to the recognition process: (i) R21 of TCTP BH3
domain interacts with E129 and D133 in Bcl-xL; and (ii) D25, part of the (Gly/Ala)-Asp motif between the h3
(P3) and h4 (P4) positions of BH3 domain (Fig. 2A), interacts with R139 in Bcl-xL. These results explain the lack
of binding of the TCTP-R21A mutant described above.
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Figure 3. TCTP potentiates Bcl-xL inhibition of Bid/Bax. (A-E) in vitro reconstitution assay on liposome
permeabilization. Increasing concentrations of Bcl-xL were incubated in different molecular ratios [Bcl-
xL:TCTP] with TCTP WT (A,C) or with a fixed amount of TCTP R21A (B,D) at pH 9 for 45 min at 37 °C,

as specified. The treated Bcl-xL was then added to reactions containing ANTS-DPX liposomes, 100 nM Bax
and 20 nM of either cBid (A,B) or cBidmt1(C,D) at pH 7. Liposome permeabilization was quantified by
fluorescence after 5h incubation at 37 °C where 100% release was defined as the fluorescence change due to lipid
solubilization with 1% Triton X-100. Control reactions demonstrating that TCTP had no measureable effect

on the function of any of the proteins other than Bcl-xL contained 320 nM pH9 treated TCTP ANTS/DPX
liposomes, 100 nM Bax and 20 nM of cBid or cBidmt1 as indicated (E). Error bars, std. dev. n= 3. To compare
between the TCTP treated groups and the Control group statistically, two-way ANOVA test was performed

for (A-D) and one-way ANOVA test was performed for (E). Dunnett’s multiple comparisons test was used to
calculate the significance of difference between the TCTP treated groups and the corresponding control group
(No TCTP for (A-D), cBid+Bax or cBidmt1+Bax for E). Colored asterisks above each data point indicate the
statistical significance (*p < 0.05; **p < 0.01, no asterisks if p > 0.05). A complete statistical analysis is provided
in Supplementary Table 2-4. (F) Permeabilization assays of mitochondrial membrane by tBid and Bax assessing
cytochrome c release. Sub-optimal amounts of Bcl-xL were added as to inhibit only partially Bax mediated
cytochrome c release. Bcl-xL and variants of TCTP were pre-incubated (TCTP ranging from 1.5-6p.M and

3 1M Bcl-xL framed in gray with red asterisk to highlight the pre-incubation), pH 9, 30 °C then added to the
mitochondria at the concentration displayed in the figure. Cyto c intra-mito: mitochondrial fraction. Cyto ¢
extra-mito: in the supernatant, analysed by Western blot. Similar conditions were used for mutant TCTP R21A
protein. (G) Rescue of TCTP*'~ haploinsufficiency: Thymocytes from TCTP*/~ mice were ~-irradiated (v-irr)
(2.5 Gy) and cultured with WT TCTP protein or mutant R21A TCTP at concentrations 0 to 1000 nM.

In vitro and in vivo relevance of TCTP BH3 in regulating membrane permeabilization and the
apoptotic process. We further tackled the control that TCTP exerts on Bcl-xL in inhibiting Bax, using
respectively an in vitro reconstituted system (Fig. 3A-E), then purified mitochondria (Fig. 3F) and thymocytes
from TCTP*~ haploinsufficient mice (Fig. 3G). To test the hypothesis that TCTP binding directly to Bcl-xL mod-
ifies Bcl-xL function, the impact of TCTP on membrane permeabilization was assayed using a well-established in
vitro system in which purified recombinant proteins are used to permeabilize liposomes (Fig. 3, Supplementary
Figs 10,11, Method summary and statistical analysis, Supplementary Table 2-4)*2. This purified assay sys-
tem measures direct interactions in which full-length untagged Bcl-xL inhibits permeabilization by binding
full-length caspase 8 cleaved Bid (cBid) and/or full-length untagged Bax, thereby preventing Bax oligomerization
in membranes®. To assess the effect of TCTP on Bcl-xL binding directly to Bax we used a mutant Bid (cBidmt1)
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that binds and activates Bax but does not bind stably to Bcl-xL?>2%. In these assays liposome permeabilization
by activated Bax releases the entrapped fluorophore/quencher pair 8-aminonaphthalene-1,3,6-trisulfonic acid
(ANTS)/p-xylene-bispyridinium (DPX), resulting in a measurable increase of fluorescence. Recombinant
TCTP enhanced Bcl-xL inhibition of both cBid/Bax and cBidmt1/Bax-mediated liposome permeabilization in a
dose-dependent manner (Fig. 3A,C). As expected, in control experiments the TCTP R21A mutant protein had no
effect on Bcl-xL activity (Fig. 3B,D). In control experiments designed to determine if TCTP affected the activity of
cBid/cBidmt1-Bax induced membrane permeabilization, TCTP had no effect in reactions not containing Bcl-xL
(Fig. 3E). Similar results were obtained using TCTP,,_;; or TCTP,,_;; R21A mutant peptides demonstrating that
the putative BH3 region in TCTP is sufficient to activate Bcl-xL (Supplementary Figs 10, 11, Method summary
and statistical analysis, supplementary Table 2-4). Taken together these results suggest that TCTP potentiates
Bcl-xL function by increasing its interaction with Bax, and possibly also with Bid, without interfering with
Bid-mediated activation of Bax.

To examine whether TCTP potentiates the anti-apoptotic effect of Bcl-xL against Bax at the mitochon-
drial level, we reconstituted the system with purified mitochondria?”’. When the release of cytochrome ¢
is used as a probe for Bax activity on these mitochondria, we found that wild type TCTP protein (Fig. 3F)
and peptide TCTP,,_;; (Supplementary Fig. 12), in the presence of Bcl-xL, inhibit cytochrome c release in
a concentration-dependent manner (Fig. 3F, Supplementary Fig. 12). TCTP R21A mutant protein (Fig. 3F),
TCTP R21A full-length and peptide mutants (Supplementary Fig. 12) or a truncated TCTP peptide (TCTP,_,,)
(Supplementary Fig. 12), do not potentiate Bcl-xL.

TCTP deficient mice were used to investigate the biological relevance of this interaction in vivo. TCTP
knock out mice are embryologically lethal (E 6.5-7) due to increased cell death>!7?%, however heterozygous
animals are viable but haploinsufficient’. Typically, the thymocytes of these animals are more sensitive to
~-irradiation®. Thymocytes from irradiated TCTP*'~ mice were assessed for their viability in complementation
assays in which either TCTP protein or peptide were added. Both, WT TCTP protein (Fig. 3G) and TCTP_3,
peptide (Supplementary Fig. 13), containing the BH3 domain, rescue completely the TCTP*/~ haploinsuffi-
cient phenotype, reducing the sensitivity to apoptosis to that found in thymocytes of wild type animals (Fig. 3G,
Supplementary Fig. 13). This anti-apoptotic function of TCTP is absent in R21 A mutants (Fig. 3G, Supplementary
Fig. 13). The above experiments were done by taking advantage of the fact that TCTP contains in its NH, ter-
minus a protein transduction domain (PTD) with the amino-acid sequence MITYRDLISH #-3!. However, all
previous experiments were always performed on cell lines and not on cells directly derived from organs. It is
therefore completely justified to examine how much of the full-length protein (either WT or mutant) or peptides
(WT, mutant and hybrid) are penetrating efficiently irradiated thymocytes directly derived from mice, as it is the
case in the present study. In all our constructs, the PTD was placed at the NH, end of the peptide to be trans-
duced in order to leave the PTD intact and the FLAG sequence was fused C-terminally. The results are shown
in Supplementary Figure 14 and illustrate how efficiently TCTP full-length protein and peptides WT, mutant or
hybrid are penetrating the irradiated thymocytes. The concentration used for the imaging necessitated higher
amounts of peptides than the biological assays which are clearly much more sensitive. The double labeling using
rabbit anti-FLAG revealed by anti-rabbit-FITC (Supplementary Fig. 14D) gives a higher background than direct
labeling with anti-FLAG phyco-erythrin (Supplementary Fig. 14E-F), but both methods showed that WT or
mutant TCTP peptides are equally efficiently incorporated into ~-irradiated thymocytes.

Thus in different experimental systems such as liposomes, purified mitochondria and in ex-vivo cell assays
using TCTP*/~ haploinsufficient mice, binding of the BH3-region of TCTP to Bcl-xL inhibits more efficiently
Bax-mediated membrane permeabilization than does Bcl-xL alone.

Functional regulation of apoptosis by the non-canonical h1 (P1) sub-region of TCTP® BH3.
Based on the structural data outlined above, it appears that the h1 (P1) sub-region in the BH3- domain of TCTP
is not conserved and is not folded as in some of the other known BH3 proteins. This h1 (P1) sub-region from
different BH3 family proteins was suggested to be functionally important®>. We therefore replaced the h1 (P1)
sub-region of BH3-TCTP by that of Bax (Fig. 4A). The Bax peptide binds with relatively high affinity resulting
in a measured dissociation constant (Kd) of 200 nM to Bcl-xL, the hybrid TCTP peptide containing the Bax h1
(P1) sub-region has a similar Kd of 500 nM, both of which are much lower than 10-15pM Kd measured for WT
TCTP (Fig. 4B).

Replacing the h1 subdomain of TCTP by the one found in Bax completely abrogated its anti-apoptotic func-
tion when used in a complementation assay with irradiated TCTP*/~ haploinsufficient thymocytes, suggesting
that this region confers, to a large extent, the anti-apoptotic properties of TCTP’s BH3 domain (Fig. 4C). Taken
together, these results for the affinities measured by ITC for complexes between WT TCTP/Bcl-xL, Bax/Bcl-xL
and the hybrid Bax(h1)-TCTP/Bcl-xL, underline the relevance of the non-canonical h1-subdomain in TCTP.

Discussion

For three decades, there has been converging evidence accumulated for the role played by members of the Bcl2
family in regulating cell death during development, in physiological processes and in diseases, of which most
prominently cancer®*~*. However, the positive regulation and enhancement of the anti-apoptotic function of
Bcl-xL remains mostly ignored*!. In the present study, we report biochemical, structural and biological evidence
that underlie this positive regulation of Bcl-xL by TCTP. TCTP is a major anti-apoptotic protein that exerts its
activity on one side by direct binding to Bcl2 family members Mcll and Bcl-xL'-!* and on the other side by
engaging into a reciprocal negative feedback loop with p53°. This interaction between the N-terminal region and
the BH3 domain of Bcl-xL was previously reported, however it was not anticipated at that time by what mech-
anism this N-terminus of TCTP binds to Bcl-xL". Thus, at least two major apoptotic pathways are regulated by
TCTP, namely the anti-apoptotic Bcl2 family Bcl-xL and Mcl1'1-1342, and the pro-apoptotic p53°. In line with this,

SCIENTIFIC REPORTS | 6:19725 | DOI: 10.1038/srep19725 6



www.nature.com/scientificreports/

A C TCTP +/- mice y irr
B TCTP: DEMFSDIYKIREIADGLCLEV
BN Bax: QPPODASTKKLSECLKRIGDELDSNMELQRMIADVD Thymocytes + TCTP peptide:
§|Bax/TCTP: QPPQDASTKKLSECIREIADGLCLEV |
) WT TCTP Hybrid Bax/TCTP
Time (min)
0 10 20 30 40 D £ o
B 3.00 ; & 50 7
] ' I ' I Pl RGhEE o
2.00 d E =0 7]
1.00 i < 30 o
@ |
§ ool 1 £ of 7 /
8 0] S
3 -1.004 Il ”HHH"' = e
| T - -
-2.00 - S o
] % 0
-3.00 T T T T T T T T e
0.0 i o
o
— T 10 -
§ 40 4 2
3 20 :
;E 8.0 4
5 m TCTP ]
= m Bax 30 7
-12.0 -
E m Bax/TCTP -
3 4
o e
X 160- W o3 4
Fr T ¥ = T+ 17 ©v 3 F & T F 7
G0 Ot 0 L5 200 250 30035 40 OnanoM O 100 nanoM [E1000 nano M
Molar Ratio

i o)

TCTP BH3 protein Bax protein

/

Figure 4. Molecular/functional analysis of the h1 (P1) subregion of BH3-TCTP. (A) The three BH3 peptides
(TCTP in blue, Bax in red and the hybrid Bax/TCTP aligned with the k1 subregion framed). (B) Interaction
between Bcl-xL and TCTP-BH3, or Bax or hybrid Bax/TCTP peptides. Calorimetric titration between Bcl-xL
(0.043 mM) and increasing amount of TCTP-BH3 (0.75 mM) (blue curve); Bcl-xL (0.006 mM) and increasing
amount of Bax (0.117 mM) (red curve); Bcl-xL (0.043 mM) and increasing amount of hybrid Bax/TCTP
(0.65mM) (black curve); Each experiment was carried at 30 °C in 50 mM ammonium bicarbonate pH 9.

(C) Thymocytes from TCTP*'~ mice were ~-irradiated (v-irr) (2.5 Gy) and cultured in the presence of WT
TCTP,_;, peptide, hybrid Bax/TCTP peptide at the indicated concentrations ranging from 0 to 1000 nM.

(D) Schematic representation of the TCTP/Bcl-xL interaction in the context of the reciprocal feedback loop
between P53 and TCTP, sequestering of P53 by Bcl-xL and the control of Bax.

Bel-xL

it was also described that reprogramming of cancer cells into revertants, which lost the malignant phenotype,
parallels a drastic decrease of TCTP®*#. Also, the most aggressive forms of breast cancer have highly elevated
levels of TCTP. Normal and cancer breast stem cells have an elevated level of TCTP that warrants their survival,
and knocking down TCTP decreases the mammosphere-forming efficiency’. All these processes are closely inter-
connected with programmed cell death.

In this paper, we show that TCTP forms a heterotetramer with Bcl-xL and we extensively characterized these
complexes using biochemical and biophysical methods. We reveal that the formation of the TCTP/Bcl-xl complex
is governed by a BH3-like domain present in the N-terminal part of TCTP. The high resolution crystal structure
of the purified BH3-TCTP/Bcl-xL complex highlights a substantial refolding/reorganization of the known TCTP
fold and reveals at the atomic level how TCTP interacts with the BH3-binding groove of Bcl-xL. Mutational anal-
ysis of either the Bcl-xL BH3-binding groove or TCTP supports the structural data and confirms the specificity
of this recognition process. Our data suggest that the interaction between the full size Bcl-xL and TCTP proteins
should probably induce a substantial reorganization of the known TCTP fold. A reorganization of Bcl-xL folding
is also expected, as upon binding to the TCTP BH3 peptide, helix a2 of Bcl-xL elongates and this elongation is
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accompanied by the flipping of F105 outwards to form a hydrophobic groove that can accommodate the binding
of the BH3 peptide, while Y101 is completely buried into the core hydrophobic interface with TCTP BH3 pep-
tide. Examples of a change of conformation of Bcl-xL induced by BH3 binding have been reported. Indeed, BH3
mimetic treatment impacts on Bcl-xL localisation?®. Moreover, PUMA-BH3 binding to Bcl-xL partially unfolds
it in such a way that its interaction with p53 via a second and distinct site is affected®>. Whether this extends to
TCTP-BH3 binding to Bcl-xL requires further investigation. In all cases these data and the present work illustrate
how secondary structure refolding of proteins, as reported for the widely-known examples of prion proteins*
and few others examples, may be a key event in biology, modulating the conformation of proteins in the cell and
generating different active and functional states*>S,

This regulation of the anti-apoptotic process by the BH3 domain of TCTP was further corroborated in in
vitro reconstituted systems, where the sole presence of Bax, Bid or Bim, Bcl-xL and TCTP is clearly sufficient to
control membrane permeabilization. This was further confirmed on purified mitochondria and for both of these
systems a mutation is the BH3 domain of TCTP abrogated its function. This was ultimately evidenced on TCTP
heterozygous haploinsufficient mice in which after ~-irradiation, the apoptosis process is rescued by wild type
TCTP protein or peptide but not anymore by the mutant. We also tried to understand where resides the major
difference between the binding of a negative pro-apoptotic regulator such as Bax and a positive regulator such as
TCTP with regard to their respective interaction to Bcl-xL. Bax binds with a much higher affinity to Bcl-xL than
TCTP does, and a hybrid mutant where the h1 subregion of TCTP was replaced by this domain from Bax results
in a total loss of the positive regulation of Bcl-xL by TCTP. This hybrid mutant was not able anymore to rescue the
haploinsufficient phenotype TCTP*/~ murine thymocytes following ~-irradiation.

Our data highlight how subtle changes between two BH3 domains, more specifically here in the
h1-subdomain, resulting in only a slight difference in the mode of recognition with the BH3 groove of Bcl-xL,
reveal a significant increase in binding affinity, hence completely modifying the biological outcome. Combined
with the structural analysis (Fig. 2A,B) where this region folds differently into Bcl-xL, these results might suggest
a model wherein a rapid exchange of proteins bound to Bcl-xL occurs in favor of Bax/Bcl-xL complexes and, as
such, TCTP could prime and activate Bcl-xL against Bax. It should be borne in mind that in exponentially grow-
ing cells or cancer cells where apoptosis is inhibited, TCTP levels are extremely high, even above actin®, and that
in such conditions low affinity of TCTP/Bcl-xL would be compensated by abundance.

Altogether our results demonstrate that TCTP contains a non-canonical but functional BH3-domain that
binds to -and unexpectedly activates- the anti-apoptotic function of Bcl-xL. We speculate that activation is
achieved by virtue of the low affinity of the interaction as mutations that increase the affinity of the interaction
abolish the activity of TCTP. Perhaps, the BH3-TCTP competes with Bcl-xL H9 for the BH3-binding pocket on
Bcl-xL, partially activating Bcl-xL. It would not be surprising if other proteins with non-canonical BH3 peptides
potentiating the anti-apoptotic effect of specific Bcl2 family members were identified. That BH3-proteins can
either increase or decrease the activity of Bcl-xL increases the complexity of the system but also highlights the
potential for identification of new therapeutic targets which would not only “hit” the anti-apoptotic proteins
but also positive BH3-like regulators. Our demonstration of the interplay between TCTP and Bcl-xL might also
shed a new light on the effects of TCTP on p53, of which Bcl-xL is a binding partner>*®. This might connect
Bcl-xL and p53 to the regulation of other processes regulated by TCTP, such as cell shape and migration. Of
note, it is known that TCTP interacts with the cytoskeleton*, more specifically with centrosomes and indirectly
with microtubules®. Moreover, the inverse correlation between TCTP/RhoA and p53/cyclin A/actin expression
suggests a common regulation for those proteins and their pathways®.. TCTP is also implicated in the epithelial
to mesenchymal transition®!. From a more comprehensive perspective, accumulating knowledge suggest that
TCTP functions as a “smart linker” unifying, regulating and ultimately defining the outcome of a wide variety
of biological processes ranging from pluripotency to cell shape, cell death, tumorigenicity and tumor reversion.
It exerts its function on a range of target-proteins and the data presented here indicate that both TCTP and the
target -at least for TCTP/Bcl-xL- undergo major structural modifications which are probably at the basis of such
a widespread biological effect of TCTP.

Methods

Constructs expression and mutagenesis. For expression as a GST-fusion protein, TCTP was cloned
into a pHGGWA plasmid®* using the GatewayTM Technology (Invitrogen). The TCTP gene was amplified by
PCR and cloned into a pDONR207 plasmid by BP reaction and then subcloned into pHGGWA plasmid by the LR
reaction as described in Busso et al.*2. See Supplementary Information for full details.

1.41

Bioluminescence resonance energy transfer (BRET). BRET assays were performed as indicated in Bah et al.*'. See

Supplementary Information for full details.
Protein expression and purification.  See Supplementary Information for full details.

Peptides used for in vitro assays and in vivo assays. ~See Supplementary Information for full details.

Complementation experiments. In order to complement the haploinsufficient TCTP*/~ mice with exog-
enous TCTP, we took advantage of the fact that the first N-terminal fragment of TCTP functions as a Protein
Transduction Domain (PTD), enabling TCTP to penetrate into the cell (Supplementary Figs 13-14D) by a mech-
anism hitherto not well understood****-**. Thymocytes from wild type or TCTP*'~ mice were irradiated (2.5 Gy
of N-irradiation) and cultured overnight in the presence of TCTP protein (Wild type or mutant TCTP protein
bearing the mutation R21A) or TCTP peptide (wild type TCTP peptide 1-31, mutant TCTP peptide bearing the
mutation R21A, or peptide 1-20) at concentrations ranging from 0-1000 nM.
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Isothermal Titration Calorimetry experiments. Titrations were done by isothermal titration calorime-
try (ITC) assays using an ITC200 calorimeter from GE-Microcal. See Supplementary Information for full details.

Crystallization, X-ray data collection, structure determination, and refinement.
High-throughput crystallization screening was performed using a Mosquito liquid transfer robot (TTP Labtech)
and the sitting-drop vapor diffusion method. Crystals were obtained at 20 °C by mixing 0.2 pL of reservoir solu-
tion (100 mM Pipes pH 7, 1.5M Tris-sodium citrate) with 0.2 uL of 300 uM of Bcl-xL (A27-81ACT) + 1 mM
TCTP,,_3, solution in buffer containing 50 mM ammonium bicarbonate pH 9.3 and by equilibrating the mixture
against 40 ul of reservoir solution. A 2.1 A resolution data set was collected at 100 K on beamline ID29 at the
European Synchrotron Radiation Facility with a Pilatus 6MF detector. The crystal belongs to space group P4,2,2
with unit cell dimensions a= 100.36 A, b=100.36 A, c= 105.04A and o. = B =~=90°. Diffraction data were
processed, integrated, and scaled with XDS* and HKL2000%". The structure of human Bcl-xL/TCTP,,_3; complex
was solved by molecular replacement using the program Phenix®® and coordinates from the human Bcl-xL-Beclin
complex (Protein Data Bank code 2P1L%) as a search model. The model was built with Coot® and refined with
Phenix®® and Buster®. The statistics are summarized in Table 1. See Supplementary Information for full details.
Coordinates of the refined structural model and structure factors have been deposited to the Protein Data Bank
(PDB) with the accession code 4Z9V.

Interaction experiments. 'When not specified, proteins tested for binding experiments were mixed at 100 uM,
dialyzed against 10mM CHES pH 9, 50mM NaCl, 1 mM DTT or TCEP, depending on the analysis, and heated
overnight at 30°C.

Gel filtration.  For binding experiments, 100 to 200PL of protein mixture were loaded on a size exclusion chro-
matography (S200, GE Healthcare) column, while elution profiles were measured by UV absorption at 280 nm.

Size-Exclusion Chromatography coupled to Multi-Angle Light Scattering (SEC-MALS).
SEC-MALS experiments were performed on a multi-angle light scattering detector (miniDAWN TREOS,
Wyatt Technologies) coupled in-line with SEC and an interferometric refractometer (Optilab T-rEX, Wyatt
Technologies). See Supplementary Information for full details.

Native mass spectrometry. Prior to any mass spectrometry experiment, protein buffer was exchanged twice
against a 50 mM ammonium acetate (NH4Ac) solution at pH 9.0 using microcentrifuge gel filtration columns
(Zeba 0.5 ml, Thermo Scientific, Rockford, IL). Protein concentration was determined spectrophotometrically.
NanoESI-MS measurements were carried out on an electrospray quadrupole-time-of-flight mass spectrometer
(Synapt G2 HDMS, Waters, Manchester, UK) equipped with an automated chip-based nanoESI source (Triversa
Nanomate, Advion Biosciences, Ithaca, NY) operating in the positive ion mode. See Supplementary Information
for full details.

in vitro system.  purified recombinant proteins are used to permeabilize liposomes as described before?>?. See
Supplementary Information for full details.

Cytochrome c release assay. Mitochondria from mouse liver were purified as described by Eskes et al.®!. See
Supplementary Information for full details.

All experiments were performed in accordance with relevant guidelines and regulation. All experimental
protocols described in this paper were approved by CNRS and INSERM. All animal studies were carried out in
the restricted facilities provided by the CNRS, INSERM and Institut Gustave Roussy, by authorized personnel
following the prescribed rules.
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J Nouvelles méthodologies en spectrométrie de masse native
et mobilité ionique pour la caractérisation structurale de
macrobiomolécules et de leurs complexes associés.

Résumé

Ce travail de thése porte sur le développement de méthodes en spectrométrie de masse (MS) et
mobilité ionique (IM-MS) supramoléculaires pour la caractérisation fine de complexes protéine-ligand
et d’'assemblages protéiques hétérogénes de hauts poids moléculaires. L'optimisation instrumentale
apportée a l'étude de ces systemes, permet d’étendre le potentiel de ces deux approches en
biologie structurale. Le criblage de complexes protéine-ligand permet ici une détermination de leurs
propriétés d’interaction et la mise en évidence de subtils changements de conformation induits,
pouvant étre suivis au cours du temps. L’application de ce couplage a I'analyse de complexes multi-
protéiques, réfractaires aux techniques conventionnelles, donne accés a la topologie de ces
assemblages, facilitant la proposition de modéles structuraux. Enfin, 'apport récent de la haute
résolution en MS native est ici illustré a travers I'étude de protéines complexes et hétérogenes : les
anticorps thérapeutiques et leurs conjugués. Ces développements permettent de repousser
certaines limites en MS native et IM-MS native, élargissant leurs perspectives d’application dans la

recherche et I'industrie pharmaceutique.

Mots-clés : Spectrométrie de masse native, mobilité ionique, protéine-ligand, complexes de hauts

poids moléculaires, anticorps thérapeutiques.

Résumé en anglais

This PhD thesis aims at developing methods in native mass spectrometry (MS) combined with ion
mobility (IM-MS) to characterize protein-ligand complexes and large protein assemblies. Fine-tuning
of instrumental settings allowed expanding the scope of these approaches in structural biology. Real-
time monitoring of protein-ligand complexes by native MS and IM-MS enabled to screen their binding
properties while depicting subtle conformational changes induced upon binding. Applying these
methods to refractory multi-protein complexes provided insights about their topology, making
structural modeling easier. Finally, benefits from high-resolution native MS were highlighted through
the characterization of heterogeneous systems, including monoclonal antibodies and their drug
conjugates. Here, these developments enable to push some technical limits one step forward,
increasing the potential of native MS and IM-MS both in academic research and pharmaceutical

industry.

Key words: native mass spectrometry, ion mobility, protein-ligand, large protein assemblies,

monoclonal antibodies.
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