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Résumé Au cours de la derniére décennie, il est devenu clair qu'une large fraction (jusqu’a 40 %) des protéines
codées par le génome humain sont intrinséquement désordonnées ou contiennent une région désordonnée
de longueur significative (> 50 acides aminés). Ce constat impose une perspective enti€rement nouvelle sur
la relation entre structure et fonction des protéines. Cet article décrit les caractéristiques de séquence des
protéines intrinséquement désordonnées, leurs modes d’interaction et la fagon dont ces protéines peuvent
étre étudiées a résolution atomique grace a la spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN)
combinée a des approches informatiques. Pour illustrer ces méthodes, deux exemples de systémes
biologiques dans lesquels une large proportion de désordre des protéines est essentielle a leur fonction
sont décrits : chez les paramyxovirus et dans les réseaux de signalisation des cellules humaines.

Mots-clés Protéines intrinséquement désordonnées, RMN, interactions protéine-protéine, virus de la rougeole,
signalisation cellulaire.

Abstract Intrinsically disordered proteins: a single key for multiple locks

Over the last decade it has become increasingly clear that a large fraction (up to 40%) of the proteins
encoded by the human genome are intrinsically disordered or contain disordered regions of significant length
(> 50 amino acids). This imposes an entirely new perspective on the relationship between amino acid
sequence and protein function. This paper describes the sequence characteristics of intrinsically disordered
proteins, their interaction modes and how these proteins can be studied at atomic resolution using nuclear
magnetic resonance (NMR) spectroscopy combined with computational approaches. To illustrate these
methods, two examples of biological systems where large amounts of protein disorder are essential for
function are provided, namely in paramyxoviruses and in the human cell signalling networks.

Keywords Intrinsically disordered proteins, NMR, protein-protein interactions, measles virus, cell signalling.
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L’année 1958 est également celle de la premiére détermi-
nation de la structure tridimensionnelle a résolution atomique
par diffraction des rayons X d’une protéine, la myoglobine
[3], marquant ainsi la naissance d’un nouveau champ de
recherche : la biologie structurale. Cette derniére est basée
sur le postulat que la connaissance de la structure d’une
protéine permet de comprendre sa fonction. Cependant,
les structures résolues par diffraction des rayons X montrent
que certaines régions, importantes fonctionnellement, sont
invisibles dans la densité électronique du fait de leur flexibi-
lité importante. Dans les années 1970, pour la premiére fois,
I’existence de protéines fonctionnelles en conditions physio-
logiques mais dépourvues de structures secondaires et
tertiaires est démontrée [4]. L’existence de ces protéines
contredit le paradigme structure-fonction classique établi
par Fisher, et une réévaluation de ce paradigme a été néces-
saire pour appréhender la fagcon dont de telles protéines,
appelées « protéines intrinséquement désordonnées »,
peuvent étre fonctionnelles sans posséder de structure tridi-
mensionnelle bien définie.

Quelles sont les caractéristiques
des protéines intrinséquement
désordonnées ?

Les protéines intrinsequement désordonnées (PID) sont
dépourvues de structure tridimensionnelle et sont fonction-
nelles dans leur état désordonné [5]. Deux caractéristiques
distinctes sont responsables de l'incapacité de certaines
protéines a se replier selon une structure stable : la distribu-
tion de charge des acides aminés qui la composent et leur
hydrophobicité. La Database of Protein Disorder (DisProt) est
une base de données qui répertorie les protéines et frag-
ments de protéines qui n’ont pas de structure tridimension-
nelle dans leur état natif [6]. En comparant la composition de
la séquence en acides aminés des protéines de DisProt et
celles des protéines de la Protein Data Bank (PDB, recueil
des structures tridimensionnelles de protéines) [7], on voit
immédiatement que les PID sont significativement plus
chargées et moins hydrophobes que les protéines repliées
(figure 2A). En effet, les conformations désordonnées sont
favorisées par des répulsions locales ou longues distances
et par le manque de résidus hydrophobes, nécessaires pour
la stabilisation d’un cceur hydrophobe présent dans les
protéines repliées (figure 2B). De plus, la séquence primaire
des PID est aussi fortement enrichie en prolines, un résidu
qui promeut le désordre et est souvent présent aux points
de cassure des éléments de structure secondaire.

Ce biais dans la composition en acides aminés des PID a
permis le développement de logiciels effectuant une prédic-
tion de désordre directement a partir de la séquence primaire
d’une protéine. L’automatisation de I’évaluation du niveau de
désordre des protéines a permis d’effectuer des analyses
détaillées a grande échelle. Celle du génome humain, par
exemple, a montré qu’une fraction impressionnante — 40 % —
des protéines qu’il code sont désordonnées ou contiennent
des régions désordonnées de longueur significative (> 50
acides aminés) [8]. De facon intéressante, une telle analyse
effectuée sur des classes spécifiques de protéines permet
de mettre en évidence que les PID, du fait de leur présence
dans de nombreux processus de régulation et de signalisa-
tion, sont fortement impliquées dans les maladies humaines,
telles que les maladies neurodégénératives et cardiovascu-
laires, les diabétes et les cancers, soulignant I'importance de
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la compréhension de leur comportement conformationnel et
de leurs interactions fonctionnelles au niveau moléculaire [9].
La plasticité conformationnelle des PID et I'absence
intrinséque de structure rigide leur confére la capacité
unique d’agir selon des modes fonctionnels inaccessibles a
leurs contreparties repliées, les protéines globulaires [10].
Leur grande flexibilité leur permet de s’adapter facilement
a la surface de leurs partenaires — protéiques ou non — et leur
large surface moléculaire leur permet d’interagir avec de
multiples partenaires simultanément. Les PID sont égale-
ment capables de se replier lors d’une interaction : alors que
leur forme libre peut étre complétement ou partiellement
désordonnée, leur forme liée a un partenaire peut adopter
localement une structure tridimensionnelle spécifique. Dans
certains cas, elles peuvent méme former un complexe
« flou », dans lequel la PID n’adopte pas une seule conforma-
tion définie sur la surface du partenaire, mais continue a
échantillonner un grand nombre de conformations [11].
Malgré leur nom, les PID sont rarement compléetement
désordonnées (structure aléatoire), mais possedent souvent
des régions échantillonnant de fagon transitoire des struc-
tures secondaires. Ces régions de structures « préformées »
sont souvent la cible de partenaires et facilitent efficacement
la cinétique de I'interaction. L’existence de ces phénomeénes
souligne l'importance du développement de méthodes
expérimentales permettant I'identification de telles régions
pour comprendre les mécanismes d’interactions variés des
PID. On peut aisément imaginer qu’en composant une
PID avec différents motifs linéaires (€léments de reconnais-
sance moléculaires), de multiples interactions fonctionnelles
pourraient étre encodées par une seule protéine [12] — une
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Figure 2 - Caractéristiques de séquence des PID. (A) Représentation
de I’hydrophobicité moyenne en fonction de la charge moyenne des
PID (rouge) comparées aux protéines repliées globulaires (bleu).
(B) Différence de la composition en acides aminés des protéines
de la base de données DisProt (intrinsequement désordonnées)
par rapport aux protéines de la base de données PDB (repliées).



caractéristique presque impossible a atteindre pour une
protéine globulaire, repliée.

La spectroscopie par résonance
magnétique nucléaire

La spectroscopie par résonance magnétique nucléaire
(RMN) est la technique de choix pour caractériser les pro-
téines désordonnées et leurs interactions a résolution ato-
mique [13]. Classiquement, la RMN détecte les protons qui,
grace a leur rapport gyromagnétique élevé, sont les noyaux
les plus sensibles. Lors de I’étude des macromolécules bio-
logiques par RMN, les spectres obtenus sont tres complexes
car les échantillons contiennent un trées grand nombre de
protons, et il est pratiquement impossible de résoudre les
signaux individuels observés sur un spectre a une seule
dimension ('H) (figure 3B). Pour pallier ce probléme, des
spectres de plus hautes dimensions sont souvent enregis-
trés (figure 3C-D), en détectant par exemple en plus le dépla-
cement chimique d’autres spins Y2, comme 15N ou 13C, mais
ces isotopes sont naturellement peu abondants (0,4 % et
1 % respectivement). La protéine d’intérét peut étre enrichie
en isotopes sensibles a la RMN grace a sa production en
bactérie, dans des milieux de croissance spécifiques conte-
nant les isotopes voulus.

Le spectre a deux dimensions HSQC 'H-15N (de I'anglais
« heteronuclear single quantum coherence ») permet d’obte-
nir 'empreinte d’une protéine et est le spectre basique utilisé
dans la plupart des études par RMN (figure 3C). Il correle les
fréquences des noyaux 'H et '°N, donnant naissance a un
signal pour chaque paire "H-"°N de la protéine. Il existe un
couple TH-15N par acide aminé dans la liaison peptidique, et
ce couple est aussi présent dans certaines chaines latérales
d’acides aminés (figure 3A). Il est possible d’attribuer chaque
signal du spectre RMN & une paire particuliere H-15N de la
protéine grace a I'utilisation d’une série de spectres tridimen-
sionnels utilisant en plus ladimension 3¢ (figure 3D). Chaque
signal du spectre RMN peut alors servir de sonde locale pour
la structure, la dynamique et les interactions des protéines.

Pour les PID, différents parameétres peuvent étre mesurés
et nous informent sur différents aspects de la chaine d’acides
aminés. Les déplacements chimiques (la position de la réso-
nance dans le spectre RMN) sont sensibles aux propensions
conformationnelles locales et peuvent étre utilisés pour iden-
tifier des régions possédant une structure secondaire [14]. En
pratique, les déplacements chimiques expérimentaux sont
comparés aux déplacements chimiques attendus pour la
méme protéine sans structure (modele « pelote aléatoire »).
Cette comparaison permet d’obtenir un score pour chaque
acide aminé, ou 0 correspond a une région dépourvue de
structure secondaire, et un score positif ou négatif indique
une région ayant une propension a former des hélices a ou
des feuillets B, respectivement.

La perspective peut-étre la plus exaltante de I'étude par
RMN des PID est la caractérisation d’interactions molécu-
laires avec d’autres protéines a résolution atomique. Comme
décrit plus haut, ces interactions sont souvent extrémement
dynamiques et peuvent impliquer un repliement lors de
I'interaction, représentant ainsi un réel défi en termes de
caractérisation expérimentale. L’étude d’interactions molé-
culaires par RMN est typiquement réalisée grace a une
protéine marquée (15N ou 15N/13C), suivie par I'expérience
RMN, a laquelle est ajoutée une protéine non marquée (invi-
sible en RMN), en quantités de plus en plus grandes (titrage).
Grace a l'effet observé sur le spectre RMN, il est possible
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Figure 3 - Etude des protéines grace a la RMN multidimensionnelle.
(A) Partie de la chaine peptidique d’une protéine montrant deux
acides aminés avec différentes chaines latérales (R; et R;,q). Les
couleurs indiquent les corrélations RMN visibles dans les différents
spectres montrés en B, C et D. (B) Spectre RMN a une dimension
H de I’'ubiquitine, montrant tous les protons de la protéine.
(C) Spectre RMN a deux dimensions « empreinte » de I'ubiquitine
(HSQC 'H-15N) montrant les corrélations entre toutes les paires
THN-15N de la protéine. (D) Spectre RMN a trois dimensions
(HNCO) de I'ubiquitine montrant les corrélations entre les paires
THN-15N d’un acide aminé () avec le '3C’ de P'acide aminé le
précédant dans la chaine peptidique (j-1).
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d’identifier les régions d’interaction. L’analyse quantitative
de la variation des parametres RMN - tels que le déplace-
ment chimique — permet le suivi des modifications structu-
rales des PID ayant lieu en simultané avec le processus
d’interaction.

Comment représenter des protéines
intrinséquement désordonnées ?

Dans le paysage énergétique d’une protéine repliée,
il existe un minimum bien défini ou se situe sa structure tridi-
mensionnelle déterminée par exemple par RMN ou cristallo-
graphie aux rayons X. Par contre, pour une PID, le paysage
énergétique est relativement plat avec plusieurs minima
caractérisés par des énergies comparables, et la protéine en
solution échantillonne plusieurs conformations, en échange
rapide (figure 4A). Ainsi, il faut utiliser un ensemble de struc-
tures pour capturer ala fois les propriétés conformationnelles
etladynamique de ces protéines. Les paramétres expérimen-
taux de RMN nous donnent des informations a I’échelle
atomique sur la moyenne de toutes les conformations échan-
tillonnées en solution. Par conséquent, nous n’obtenons pas
de mesures directes sur chaque conformation de la protéine
mais seulement une moyenne.

Une fagon de représenter I’hétérogénéité structurale des
PID est d’utiliser le modeéle « pelote aléatoire ». Ce modele
repose sur les propensions conformationnelles spécifiques
de chaque acide aminé, déterminées a partir des régions en
boucle — dépourvues de structures secondaires — des struc-
tures résolues par cristallographie. On peut alors, en pre-
miére approximation, partir du principe que les conforma-
tions de ces boucles sont un modéle de départ approprié
pour la description des propensions structurales des PID
[15]. Le logiciel Flexible-Meccano génere des conformations
possibles des PID en échantillonnant aléatoirement la base
de données « pelote aléatoire » selon la composition en
acides aminés de la protéine [16].

Il est possible d’affiner ce modele de départ directement
contre des données expérimentales de RMN. Cet affinement
repose sur la sélection de sous-ensembles (typiquement
200 conformations chacun) a partir d’'un grand nombre
de conformations « pelote aléatoire » (typiquement 10 000)
générées par Flexible-Meccano (figure 4B) [17-18]. La sélec-
tion suit le schéma d’évolution d’un algorithme génétique ou
les générations sont obtenues par sélection aléatoire, par
mutations et par échanges de conformations entre les diffe-
rents sous-ensembles. Les sélections sont effectuées sur
la base d’une fonction Xz qui maximise I'accord avec les
données expérimentales de RMN. Comme les parameétres
mesurés en RMN sont moyennés sur toutes les conforma-
tions échantillonnées en solution, la sélection des sous-
ensembles a lieu par comparaison des données expérimen-
tales avec les parametres calculés et moyennés sur les sous-
ensembles a chaque étape de I'algorithme. Il est important
de réaliser que la sélection des ensembles de PID est un pro-
bleme inverse, c’est-a-dire un probleme pour lequel nous
ne pouvons pas trouver une solution unique. Pour cette rai-
son, les sélections sont effectuées plusieurs fois et tous
les sous-ensembles sont analysés en paralléle (figure 4B).
Cette analyse apporte une information directe sur la propen-
sion conformationnelle locale, a la résolution de I'acide
aminé. Ces méthodes ont été appliquées a de nombreux
systemes biologiques et ont permis de mieux comprendre
certains mécanismes physiologiques importants. Ci-apres,
nous avons choisi de présenter deux exemples pour illustrer
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Figure 4 - Description des PID par des ensembles structuraux.
(A) Paysage énergétique hypothétique pour une protéine globulaire,
repliée (@ gauche) et pour une PID (a droite). (B) Sélection d’ensembles
structuraux basée sur des données expérimentales de RMN. Au départ,
un grand nombre de conformations « pelote aléatoire » sont générées
a partir de la séquence primaire de la protéine. Les paramétres RMN
correspondant a chacune de ces conformations sont calculés et un
algorithme génétique est utilisé pour sélectionner un sous-ensemble
qui, en moyenne, reproduit les données expérimentales de RMN. Cette
procédure est répétée plusieurs fois pour obtenir de multiples sous-
ensembles équivalents qui seront utilisés pour poursuivre 'analyse
de la propension conformationnelle de la protéine étudiée.

I'utilisation de ces méthodes : le virus de la rougeole et les
voies de signalisation cellulaire MAPK.

Réle du désordre intrinséque
dans le virus de la rougeole

Le virus de la rougeole fait partie de la famille des para-
myxovirus et regroupe un nombre grandissant de patho-
génes humains. Malgré les campagnes de vaccination
menées contre ce virus, environ 150 000 personnes dans le
monde meurent chaque année de cette maladie du fait de
I’'absence de traitements antiviraux efficaces. Le génome de
la rougeole est composé d’ARN négatif simple brin et code
pour un petit nombre de protéines. Parmi celles-ci, la nucléo-
protéine N et la phosphoprotéine P sont fortement impli-
quées dans la réplication du virus. La nucléoprotéine N se
fixe sur ’ARN viral et protege le génome en formant une lon-
gue nucléocapside hélicale. La phosphoprotéine P est quant
a elle un cofacteur de la polymérase virale. Elle se lie a N, et
de ce fait recrute la polymérase sur la nucléocapside pour
I'initiation de la réplication du génome viral. De grandes par-
ties des protéines N et P ne forment pas de structure tridi-
mensionnelle stable [19] — une caractéristique partagée par
tous les membres de la famille des paramyxovirus, suggérant
que ce niveau de désordre intrinseque est trés probablement
essentiel pour le cycle de réplication du virus.



La nucléoprotéine N contient deux domaines : NgoRg,
un domaine structuré de 400 acides aminés, responsable
de I'interaction avec I’ARN viral, et N1, un domaine intrin-
sequement désordonné de 125 acides aminés qui sert
d’ancrage a la phosphoprotéine P (figure 5A). Le calcul des
propensions de structure secondaire de chaque résidu a par-
tir des déplacements chimiques 3C a montré que Nra se
comporte comme une « pelote aléatoire », sauf pour la région
allant de I'acide aminé 485 a 503 qui a jusqu’a 60 % de pro-
pension a former une hélice (figure 5B) [20]. Ntp_se lie & XD,
le domaine C-terminal de la phosphoprotéine P formé de trois
hélices, pour initier la réplication du virus de la rougeole. Un
titrage des deux protéines, avec Nya marquée '°N (détec-
table en RMN) et XD non marquée (invisible en RMN), a permis
de déterminer les différences de déplacements chimiques
entre la forme libre et liée de Nyp_ (figure 5C). Cette expé-
rience montre que XD se lie & Nty dans la région possédant
une propension a former une hélice, montrant donc que cette
région est I’élément de reconnaissance moléculaire de Ntp .
pour XD. Grace aux déplacements chimiques 3¢ expérimen-
taux obtenus lors de I’'expérience de titrage, la propension de
structure secondaire de la forme liée de Ntp_ @ pu étre cal-
culée, montrant que I’élément de reconnaissance moléculaire
de Nya se replie en hélice lors de I'interaction avec XD
(figure 5B et D) [21].

La nucléoprotéine s’assemble en nucléocapsides héli-
cales avec environ 13 nucléoprotéines (Ncorg) dans chaque
tour de nucléocapside (figure 6A) [22]. Pour élucider le com-
portement et la dynamique de Nyp dans les nucléocap-
sides, des spectres RMN des nucléocapsides marquées BN
ont été enregistrés. La taille des objets dans I’échantillon
RMN a été estimée par microscopie électronique entre 2 et
50 mégadaltons, ce qui normalement empéche la détection
des signaux RMN en solution. Cependant, une comparaison
des spectres HSQC "H-°N de Ny isolée et dans les nucléo-
capsides intactes montre que les résonances se superpo-
sent bien et que Npp L reste partiellement visible, et donc
flexible, in situ [20]. En effet, la flexibilité intrinseque des
parties désordonnées d’une protéine leur confére une lar-
geur de raie étroite en RMN, et donc une grande intensité.
Lors d’une interaction avec un objet de grande taille, cette
flexibilité est amoindrie, la largeur de raie du signal augmente
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Figure 5 - Caractérisation du domaine Nr4;_de la nucléoprotéine du
virus de la rougeole. (A) Organisation des domaines de la nucléo-
protéine du virus de la rougeole. (B) Propensions structurales de
NyaL seule (rouge) et en complexe avec le domaine C-terminal
de la protéine P, XD (bleu), calculées a partir des déplacements
chimiques RMN expérimentaux. Des valeurs positives indiquent une
tendance a peupler des conformations en hélice o tandis que des
valeurs négatives indiquent une tendance a peupler des conforma-
tions en feuillet B. (C) Perturbation des déplacements chimiques de
NtaL marquée 5N lors de I’ajout de XD non marquée. (D) Modeéle
de linteraction de Nyp avec XD. L’élément de reconnaissance
moléculaire de Ntp)_ se replie localement en une hélice compléte
lors de la liaison avec XD.
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Figure 6 - Localisation de N1p; dans la nucléocapside du virus de la rougeole par RMN. (A) Modéle de la nucléocapside du virus de la
rougeole (& gauche) et structure tridimensionnelle de Ngore en complexe avec de ’ARN obtenue en cryo-microscopie électronique (a droite).
(B) Profil d’intensité des résonances dans le spectre HSQC TH-1°N des nucléocapsides intactes normalisées par I'intensité des résonances
du spectre du domaine Ntp;_ seul. (C) Modeéle de I'emplacement de Ntp au sein de la nucléocapside du virus de la rougeole. Le domaine
Nt (rouge) échantillonne plusieurs conformations en allant de I'intérieur vers I’extérieur de la nucléocapside. Environ 50 acides aminés
sont nécessaires pour sortir de la nucléocapside, ce qui explique I'absence de signal pour ces résidus dans le spectre RMN (voir B). Les
domaines NgoRe sont représentés en surfaces vertes et jaunes, I’ARN est représenté en bleu.
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Figure 7 - Désordre intrinséque dans la signalisation cellulaire MAPK. (A) Les voies de signalisation MAPK sont activées par la
phosphorylation séquentielle de MKKK, MKK et MAPK, déclenchée par un stimulus extracellulaire. (B) Les domaines régulateurs
N-terminaux intrinséquement désordonnés des MKK déterminent la spécificité du signal en se liant spécifiquement aux kinases
correspondantes en aval de la cascade de signalisation grace a des motifs linéaires. (C) Modele de MKK?7 entiéere, incluant son domaine
désordonné de 100 acides aminés (vert), obtenu grace a la sélection d’ensemble basée sur les données expérimentales RMN. (D) Interaction
du domaine régulateur de MKK7 avec la kinase JNK. Superposition de spectres HSQC TH-"5N de MKK7 obtenus en présence de quantités
croissantes de JNK non marquée. (E) Structure cristallographique de JNK (bleu et vert) en complexe avec le deuxieme motif linéaire de
MKK?7 (magenta) et un analogue de I’ATP, 'AMP-PNP (orange). Deux modes de liaison différents du peptide de MKK7 sont observés dans
le cristal, corrélant avec un mouvement de serrage d’une amplitude de 10 degrés des lobes N- et C-terminaux de JNK.

et son intensité diminue. Un profil d’intensité du spectre des
nucléocapsides reléve que les 50 premiers acides aminés de
NtaL (résidus 401-450 de N) ne sont pas visibles dans le
spectre HSQC (figure 6B). Les grandes variations dans les
intensités indiquent que la flexibilité de N1, varie le long de
sa séquence. En utilisant cette information en combinaison
avec les données de microscopie électronique, il est pos-
sible de proposer un modeéle dans lequel Ntp sort de I'inté-
rieur de la nucléocapside en utilisant I'espace interstitiel
entre les domaines Ngoge de la nucléocapside (figure 6C).
Ce modéle explique notamment comment la morphologie
de la nucléocapside peut étre modulée par la présence de
Nra_ et suggére que la dynamique de la nucléocapside est
essentielle pour la fonction du virus.

Réle du désordre intrinséque
dans la signalisation cellulaire

Les protéines MAPK (« mitogen-activated protein
kinase ») sont des composantes essentielles du réseau de
transduction du signal permettant aux cellules de répondre
aux stimuli extracellulaires [23]. La signalisation est réalisée
par des modules contenant trois protéines kinases agissant
de maniere séquentielle : une MAPK kinase kinase (MKKK),
qui phosphoryle et active une MAPK kinase (MKK), qui active
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ensuite la MAPK par phosphorylation (figure 7A). La MAPK
activée peut ensuite phosphoryler des substrats comme
des régulateurs de la transcription. Chez les mammiféres,
quatre voies de signalisation MAPK principales ont été iden-
tifiées : les kinases régulées par des signaux extracellulaires
ERK1/2, ERK5, p38 et la kinase c-Jun N-terminale (JNK).
Ces réseaux de protéines kinases doivent étre finement
régulés pour permettre une réponse efficace et adaptée aux
sighaux extracellulaires, et de hombreuses maladies, dont
le cancer, ont été associées a la dérégulation d’'une de ces
voies de signalisation.

La spécificité de signalisation au niveau MKK/MAPK est
contrélée par les domaines N-terminaux intrinsequement
désordonnés des MKK, domaines régulateurs, qui se lient
spécifiguement a la MAPK qui leur correspond (figure 7B).
La reconnaissance moléculaire a lieu grace a des motifs
linéaires présents dans les domaines régulateurs, composés
de deux ou trois arginines ou lysines suivies d’un court espa-
ceur d’un a six résidus, et finalement un sous-motif hydro-
phobe-X-hydrophobe [24]. MKK7 contient le domaine régu-
lateur le plus long (100 acides aminés) de toutes les MKK et
est la seule a présenter trois motifs linéaires potentiels de
liaison a la kinase qui lui est associée, JNK.

En combinant les données expérimentales de RMN avec
I'algorithme de sélection d’ensembles structuraux décrit plus



haut, un modele de MKK?7 entiére a pu étre obtenu, a réso-
lution atomique, et incluant le domaine désordonné de
100 acides aminés (figure 7C) [25]. Pour explorer la capacité
de JNK a se lier a chaque motif linéaire présent dans MKK?7,
un titrage de MKK7 marquée "°N par JNK non marquée a été
réalisé et permet d’observer un trés important élargissement
de raie des signaux RMN correspondant aux résidus des
trois sites d’interaction possibles (figure 7D). Ces données
révelent que JNK interagit avec tous les motifs linéaires
présents dans MKK7, suivant un mécanisme d’interaction
multi-site.

La structure cristallographique de JNK en complexe avec
le second motif linéaire de MKK7 montre deux modes diffé-
rents d’interaction du peptide (figure 7E). Ces derniers cor-
respondent a un mouvement de serrage d’une amplitude de
10 degrés des lobes N- et C-terminaux de JNK, pouvant
potentiellement étre attribués a deux états fonctionnels diffé-
rents de la kinase JNK (active et inactive). Ces résultats
démontrent comment les motifs linéaires localisés dans les
régions désordonnées des MKK peuvent non seulement
réguler la spécificité de signalisation, mais potentiellement
également I'activité des kinases en aval dans la voie de
signalisation correspondante.

Conclusion

Les PID représentent une part significative de notre
génome et sont impliquées dans de nombreuses maladies.
Ces protéines sans structure, longtemps écartées des études
scientifiques parce qu’elles ne satisfaisaient pas le célébre
paradigme structure-fonction, jouent pourtant un réle essen-
tiel dans de nombreux processus biologiques. Les tech-
niques classiques de biologie structurale, comme la cristal-
lographie des protéines, ne sont pas adaptées a I'étude des
PID qui échantillonnent une multitude de conformations en
solution. La résonance magnétique nucléaire permet d’obte-
nir une information a résolution atomique sur la moyenne de
toutes les conformations présentes, ce qui en fait une tech-
nique de choix pour étudier les PID. Dans les deux études dis-
cutéesici, laRMN a été utilisée en combinaison avec d’autres
techniques biophysiques, complémentaires, et a permis de
caractériser les modes d’interactions et la fonction de deux
PID. N1pj_ est impliquée dans la régulation de la réplication
du virus de la rougeole, tandis que MKK?7 participe a la régu-
lation des voies de signalisation des MAP kinases, démon-
trant encore une fois la diversité et I'importance fonctionnelle
de ces protéines sans structure tridimensionnelle stable que
sont les PID.
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